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Zusammenfassung

239 241

Die subzelluldre Verteilung von monomerem Pu, Am und Eisen
in Ratten- und Chinesischer Hamster-Leber wurde mittels Sucrose-,
Metrizamid- und Percolldichtegradienten untersucht. Lysosomen
sind in der Rattenleber von Anfang an der Hauptablagerungsort,
die Transurane bleiben aber auch nach mehreren Monaten iiberwie-
gend an diese Organellen gebunden. Auch beim Chinesischen Hamster
sind die Lysosomen primdr die Hauptbindungsstelle. Zu spdteren
Zeiten erfolgt jedoch vermutlich ein Ubergang in Telolysosomen.
Zu allen Zeitpunkten ist die subzelluldre Verteilung der Trans-

urane sehr verschieden von jener des Eisens.

239 241 59

The subcellular distribution of Pu, Am and Fe in the
Tiver of rat and Chinese hamster as dependent on time

Abstract

239 241

The subcellular distribution of monomeric Pu, Am and iron

in rat and Chinese hamster liver has been investigated by sucrose-
metrizamide- and Percoll-density gradients. In rat liver, the
transuranium elements become and remain bound to typical lysosomes
up to several months after incorporation. Lysosomes are also the
primary storage organelle in Chinese hamster liver. However, their
apparent density in sucrose decreases with time, which possibly
indicates transition into telolysomes. The transuranium nuclides
show a subcellular distribution which is quite different from

that of diron.
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Abkiirzungen

Enzyme

AP

Aryl
GDH
G-6-P
Kath.D.
5'N
N-A-G
SP

Zellfraktionen

N+E

ML

Sonstiges
i.v.

i.p.

TWR

TX 100
ER

RES

Alkalische Phosphodiesterase
Arylsulfatase A,B
Glutamatdehydrogenase
Glukose-6-Phosphatase
Kathepsin D

5'Nucleotidase
N-Acetyl-g-Glukosaminidase
Saure Phosphatase

(erhalten durch differentielle Zentrifugation)

Gesamtleberhomogenat (erhalten durch
Vereinigung von N und E)

Zellkernfreier Uberstand

Sediment, bestehend aus Zellkernen,
Zelltrimmern und ganzen Zellen
Partikuldrfraktion, enthdlt den groBten
Teil der strukturierten Zellbestandteile
Mikrosomenfraktion, enthdlt Teile der
Plasmamembranen und des ER

Cytosol

intravends

intraperitoneal

Triton WR 1339

Triton X-100
Endoplasmatisches Reticulum
Reticuloendothelidres System



I. Einleitung

Die Leber als dominierendes Stoffwechsel-, Speicher-, Aus-
scheidungs- und Entgiftungsorgan ist in vielen Fdllen an der
Aufnahme und Speicherung von Schwermetallen beteiligt. Haufig
sind weder der genaue Aufnahmemodus noch die der Bindung und
Speicherung zugrunde liegenden Mechanismen bekannt. Zu den
Schwermetallen mit hoher Affinitdt zur Leber gehdren auch

einige Lanthaniden und Actiniden, so z.B. Lanthan, Cer, Acti-
nium, Americium, Curium, in geringerem AusmaB auch Plutonium

und Californium (Durbin, 1962). Seit langem weiB man, daB die
Ausscheidungsraten der Metalle aus der Leber weitgehend spezies-
abhdngig sind. Ratte und Maus zeigen eine sehr rasche Elimi-
nation von Transuranen (Gruner,1978; Winter und Seidel,1982)

und anderen Metallen,wie Blei (Klaasen und Shoeman, 1974),

Arsen (Klaasen, 1974),oder Mangan (Klaasen, 1974). Dagegen
werden die Schwermetalle aus der Leber von Hamstern, Kaninchen,
Hunden, Affen und anderen Saugetierspezies viel langsamer aus-
geschieden. Eine sehr geringe Elimination von 239Pu findet beim
Syrischen Hamster statt (Seidel, 1974; Volf und Seidel, 1974;
Seidel, 1975). Praktisch v611ig reteniert werden Transurane
beim Chinesischen Hamster (Brooks et al., 1973). Auch fiir die
Leber des Menschen ergaben sich Hinweise auf eine auBerordent-
Tich Tangfristige Retention von Lanthaniden und Actiniden
(Durbin, 1971). Die Ursachen dieser Spezies-spezifischen Schwer-
metallelimination sind unbekannt. Auch Ort und Art der Bindung
in der Leber ist fir viele Schwermetalle noch weitgehend unge-
k1drt. Zahlreiche Untersuchungen hinsichtlich der subzelluldren
Lokalisation von 239Pu und anderen Transuranen wurden vor allem
bei Hunden und Ratten durchgefiihrt. Bei der Ratte kann inzwischen
die lysosomale Assoziation von Plutonium (Boocock et al., 1970;
James und Rowden, 1969; Rahman und Lindenbaum, 1964; Gruner et
al., 1981; Winter und Seidel, 1982), Americium (Popplewell et
al., 1971) und Gallium (Aulbert und Haubold, 1974; Samezima und
Orii, 1980; Hammersley und Taylor, 1979) als sehr wahrscheinlich

gelten., Bei Hunden wurde eine lysosomale Bindung von Californium




(Bruenger et al., 1972) und Plutonium (Bruenger et al., 1976)
beschrieben. Bhattacharya und Lindenbaum (1976) konnten lyso-

239Pu auch bei der Maus nachweisen.

somale Assoziation von
Winter untersuchte die subzelluldre Verteilung von Plutonium

bei Ratte, Maus, Syrischem und Chinesischem Hamster (Winter,
1980) am 10. Tag nach Radionuklid-Injektion im linearen Saccha-
rosedichtegradienten. Durch Verwendung von Triton WR 1339 konnte
sie die Tysosomale Assoziation des Nuklids bei Ratte und Maus
bestdtigen. Bei den Hamsterspezies war eine klare Zuordnung zu
denjenigen Lysosomen, welche durch Saure Phosphatase- und Aryl-
sulfatase-Aktivitdat, sowie Verschiebbarkeit durch TWR gekenn-
zeichnet sind, nicht mdoglich. Es erhebt sich die Frage, ob das
239Pu bei den Hamsterspezies vielleicht bevorzugt in eine Lyso-
somenpopulation aufgenommen wird, welche durch Bestimmung der
Sauren Phosphatase und Arylsulfatase nicht erfaBt wird, und die
nur unwesentlich an der Phagozytose von TWR beteiligt ist. Von
vielen Autoren wird eine Heterogenitdt der Lysosomen beschrie-
ben. Vielfach wird eine unterschiedliche Enzymausstattung der
Lysosomen von Leberparenchym- und Nichtparenchymzellen disku-
tiert (Knook und Sleyster, 1980). Demnach sollen die Nicht-
parenchymzellen eine auBerordentliche Anreicherung an Kathepsin D
(van Berkel et al., 1975) und Arylsulfatase (Arborgh et al.,
1973) aufweisen, die N-Acetyl-B-Glukosaminidase dagegen etwas
mehr in Hepatozyten vertreten sein (van Berkel et al., 1975).

Die Saure Phosphatase weist eine g1e1chm581ge Verteilung zwischen
Parenchym- und Nichtparenchymzellen auf (van Berkel et al., 1975).
Andere Autoren beschrieben eine Heterogenitdt der Lysosomen
selbst innerhalb einer Zellpopulation (Groh und von Mayersbach,
1981). So fand Davies (1975) kleinere, weniger dichte Lysosomen
mit Anreicherung an Saurer Phosphatase und groBere, dichtere
Lysosomen mit einem erhdohten Gehalt an Kathepsin D und Sauren
Nukleasen. Um dieser offenkundigen Heterogenitdt der Lysosomen,
bzw. ihrer Leitenzyme, Rechnung zu tragen, wurden zwei weitere
lysosomale Leitenzyme, ndmlich N-Acetyl-g-Glukosaminidase und
Kathepsin D, in die Untersuchungen mit einbezogen. Auch bezlig-
lich der Selektivitdt der 5'Nucleotidase als Leitenzym fur
Plasmamembranen bestehen gewisse Vorbehalte, die im einzelnen




in der Diskussion ndher erldutert werden. Zur genaueren
Charakterisierung der perizelluldren Membranen wurde daher zu-
sdtzlich die Bestimmung der Alkalischen Phosphodiesterase neu
eingefihrt.

Die Behandlung mit TWR zwecks Lysosomenisolation fiihrte bei
Ratte und Maus zu einer Reduktion des 239Pu—Geha1tes der Le-

ber (Winter, 1980). Der Nuklid-Gehalt im Cytosol war unter

dem EinfluB von TWR bei Ratte, Maus und Syrischem Hamster deut-
Tich erhoht, was eventuell auf eine erhohte Durchldssigkeit der
Tritosomen-Membran (Henning und Plattner, 1975), oder deren er-
hohte Fragilitdt zurilickzufiihren ist, und daraus resultierend

zu Artefakten filhren kann. Diese mit der Anwendung von TWR
verbundene Problematik wurde bei Winter bereits ausfiihrlich dis-
kutiert (Winter, 1980). Auch die Verwendung von Dextran T 500
und eines Eisen-Sorbitol-Citrat-Komplexes zur Lysosomenisolierung
brachten keine Kldrung hinsichtlich der 239Pu—Bindung bei den
Hamstern.

Die lysosomale Assoziation des 239Pu bei Ratte und Maus war so-

mit durch Verwendung von TWR bestatigt, die Bedeutung der Lyso-
somen bei der Nuklidbindung in den Hamsterlebern weiterhin un-
klar. Von Wattiaux und Mitarbeitern (1978) wurde eine Methode
zur Abtrennung der Lysosomen von den Mitochondrien und anderen
Organellen beschrieben, welche im Gegensatz zur Triton-Methode
keine Verdanderung der Lysosomen voraussetzt. Es handelt sich
hierbei um Metrizamid, ein trijodiertes Benzamido-Derivat der
Glukose, welches im Vergleich zu Saccharose eine geringere Osmo-
lalitdt und Viskositdt aufweist und in Wasser nicht-ionische
Losungen bildet. Damit sollte die Inertheit des Mediums gewdahr-
leistet sein. Ein neueres Dichtegradientenmedium zur Analyse von
Zellorganellen ist auch das kolloidale Silica-Sol Percoll
(Pertoft und Laurent, 1977; Pertoft et al., 1978). Aufgrund
seiner Isoosmolalitat und geringen Viskositat gestattet das
Percoll mit einem Dichtebereich von 1.0 - 1.25 eine breite An-
wendung. Dieses Medium hat sich zwar in unserem Labor als wenig
geeignet zur Trennung von Mitochondrien und Lysosomen erwiesen




(Seidel, unveroffentlichte Ergebnisse), erlaubt aber eine eindeu-
tige Unterscheidung von perizelluldren Membranen und Lysosomen
(Seidel und Sontag, 1981). Mit dem Metrizamid- und Percoll-
medium stehen somit zwei neuere Methoden zur Verfiigung, um

die im Saccharosedichtegradienten mittels TWR-Injektion er-
haltenen Ergebnisse zu iiberpriifen. Ein Hauptanliegen der Arbeit
war es, diese Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Radionuklid-Injektion durchzufiihren, um mdglicherweise sich unter dem
Einflup der Zeit ergebende Speziesunterschiede hinsichtlich des
subzelluldren Verteilungsmusters festzustellen. Zu Beginn die-
ser Arbeiten wurden auch Ergebnisse elektronenmikroskopischer
Untersuchungen bekannt (Hanke, 1977; Schmid, 1980), die darauf
hinwiesen, daB der TWR-Metabolismus in Chin.Hamsterleberlyso-
somen von jenem in Rattenleberlysosomen deutlich verschieden

ist. Zur Uberpriifung der TWR-Methode wurden die Tiere daher

auch zu spdten Zeiten nach TWR-Injektion untersucht.

239Pu an eisenspeichernde Zellkomponenten

Eine Bindung von
wurde in friiheren Arbeiten eingehend diskutiert (Bruenger et
al., 1971; Boocock et al., 1970), die Befunde sind abe} wider-
sprichlich, zumal in der Arbeit von Winter (1980) deutliche
“Hinweise enthalten sind, daB es sich bei der postulierten
Assoziation an Eisenspeicherproteine um Artefakte handeln
kdnnte. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit ein Vergleich
des subzelluldren Transuranverhaltens mit jenem von stabilem
Eisen und 59Fe systematisch mit einbezogen werden. Es war auch
zundchst naheliegend anzunehmen, daB eine engere Verwandschaft
239Pu- und Fe-Stoffwechsels auch ihren Ausdruck in einem
dhnlichen Verhalten beziiglich der Organretention finden kdnnte.
Es handelt sich hier zwar um eine sehr vereinfachende Annahme,
in Anbetracht der sehr einfachen und raschen Methodik von Organ-
verteilungsstudien sollte jedoch ein Vergleich der 59Fe—Reten—
tion bei Ratte, Maus, sowie Syrischem und Chinesichem Hamster

des

durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend lassen sich die Ziele der vorliegenden Arbeit
wie folgt charakterisieren: ’



Viele bisherige Befunde sprechen fiir eine Tysosomale Bindung
von Transuranen in der Rattenleber. Dies sollte mittels zweier
neuerer Dichtegradientenverfahren (Metrizamid und Percoll)
unter Einbeziehung weiterer, lysosomaler und anderer Leiten-
zyme, sowie durch ein detailliertes Studium des subzelluldren
59Fe—Stoffwechse1s Uberpriift werden. Diese neu einzufiihrenden
Verfahren sollten vor allem auch weiteren Aufschluf Uliber die
bisher unklare Art der Anfangsablagerung von Transuranen in

der Leber Chinesischer Hamster erbringen. Von der Analyse der
Zeitabhdngigkeit der subzelluldren Verteilung der Transurane in
der Leber beider Spezies wurden Hinweise auf Ursachen der
Speziesunterschiede in der Ausscheidungsrate der Transurane aus
der Leber erwartet. Diese Untersuchungen mit der Leber als
Modellorgan sollten einem klareren Verstandnis des Verhaltens
und der Wirkungen von Schwermetallen im Kdrper dienen.




2. Material und Methode

2.1. Tierexperimentelle, chemische und radiochemische Methoden

2.1.1. Versuchstiere und Triton WR 1339-Behandlung

Die von uns benutzten Versuchstiere sind in der folgenden Tabelle
charakterisiert. Ein EinfluB der Rassenzugehdrigkeit auf die Er-
gebnisse konnte nicht beobachtet werden. Zu den Versuchen wurden
nur weibliche Tiere benutzt.

Spezies Rasse Gewicht Bezugsquelle Futterung
Ratte Heiligen- 175-205 g institutseigener Altromin-
berg Inzuchtstamm R-m=-pellets,
Spraque 180-200 g Fa. GaBner Standard-
Dawley Sulzfeld diat
Maus NMRI 25-33 ¢ Zentralin-

stitut f. Ver-
suchstierkunde

Hannover
Chine- Auszucht- 25-37 g institutseigene Altromin,
sischer tiere aus Kolonie der Spezialdidt
Hamster 8 Inzucht- Bundesfor- fir Hamster
paaren schungsanstalt
f. Erndhrung,
Karlsruhe

Dr. Renner

Syri- handels- 60-150 g Tierhandlung
scher ibliche Metz, Karlsruhe
Hamster Tiere

Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Wasser bis zur
Sektion, die wie die Injektion unter Athernarkose durchgefiihrt
wurde. Alle Radionuklidinjektionen erfolgten intravends (i.v.),
bei der Ratte in eine freiprdparierte Schwanzvene, bei Maus und
beiden Hamsterspezies in die V. jugularis.




Das nichtionische Detergenz Triton WR 1339 (iso-octyl-phenyl-
polydthylen-glycol-formaldehydpolymer) bezogen wir als Produkt
von Rohm und Haas, U.S.A, liber die Firma Serva, Heidelberg. Die
Injektion von TWR erfolgte intraperitoneal (i.p.) unter Ather-
narkose. Zeitpunkt der Applikation war, sofern nicht anders ver-
merkt, vier Tage vor Sektion, da sich dieser Zeitpunkt auch fiir
Nuklidbindungsstudien als optimal erwiesen hat (Gruner 1981).
Die Dosis betrug 750 mg - kg—1 TWR, bei der Ratte 0,6 ml einer
25 % Losung (in 0.9 % NaCl), beim Chinesischen Hamster 0.75 ml
der 1:10 verdiinnten Stammldsung (pro Tier).

2.1.2. Radionuklidigsungen und Radionuklidnachweisverfahren

59

239 241

Die Pu (IV)-Nitrat-, Am (III)-Nitrat-gsowie Fe (Il)-Chlorid-
stammldsungen wurden von der Firma Amersham-Buchler bezogen. Die
radiochemische Reinheit wurde spektroskopisch iiberprift. Das
trdgerfreie 234Th wurde in unserem Labor durch Extraktion mit
Didthyldther und anschlieBendem Ionenaustausch von Uranylnitrat-
hexahydrat abgetrennt und als Nitrat injiziert (0.1 ml je Tier)
(Peter 1982). Zur Herstellung von trdgerhaltigen Thoriumldsungen
wurde eine LGsung von 232Th—Nitrat (Radiochemical Centre Amers-
ham, England) in 0.1 N HNO3 angesetzt und unmittelbar vor der

j.v. Injektion zu dem erforderlichen Volumen an 234Th—N1trat16—

sung pipettiert. Die Tragermenge betrug 7-10 mg 232Th . kgnl Kor-
pergewicht.

Monomere 239Pu—, 24lAm—, und 59Fe—Citrat1bsungen wurden nach dem
Verfahren von Popplewell et al. (1971) hergestellt (pH 7-8) und
davon 0,25 ml je Tier verabfolgt. Die verabreichte Dosis ist in

der folgenden Tabelle zusammengestellt.




Chin. Hamster Ratte Syr. Hamster Maus

Nuk1id )
Bg - kg
239, 0.4-29.6-10% 5.0-51.1-10% - -
241pm 1.2-7.4-10%  2.6-28.7-10% - -
9re  0.4-4.4.10% 1.5-11.1-10%  0.4-5.2-10% 5.2-6.7-10
2341y 3.0-10% - - g
Die Alpharadioaktivitdt von 239Pu sowie 241Am in verschiedenen

Organen, Zellfraktionen und Saccharosegradientenfraktionen
wurden nach Seidel et al. (1972) nach NaBveraschung in einem
Gemisch von 70 % HC10, + 30 % H202 (1:1) in Insta-Gel als Szin-
tillator bestimmt. Metrizamid- und Percollgradientenfraktionen
wurden sofort nach der Fraktionierung mit Insta-Gel aufgefullt
und im Fliissigkeitszintillationsspektrometer gemessen. Die Be-
stimmung der y-Aktivitdt von 59Fe und 234Th erfolgte in einem
Szintillationsspektrometer (Gamma 8 000 Beckman) mit einem

Nad (T1) - Bohrloch-Kristall,

In einem speziellen Versuch, in dem Chinesischen Hamstern nur
0.4 - 10% Bq - kg™t 239
Radioaktivitdtsmenge in den Saccharosedichtegradientenfraktionen
nach NaBveraschung mit HNO3 mittels eines Extraktionsverfahrens

(Humphreys et al. 1976, Keough et al., 1970) bestimmt werden.

Es wurden hierzu die Fraktionen gleicher Nummer aus 12 Rohrchen

vereinigt. Bei diesem Verfahren wird nach NaBveraschung mit

HNO3 und HNO3/HF der mineralisierte Riickstand in einem HNO3—Bor-

239Pu durch Aus-

sdure-Harnstoff-Gemisch aufgenommen und das
schitteln in eine organische Szintillator-Extraktionsmittelphase
Uberfiihrt. Der Radioaktivitdtsgehalt in jeder Fraktion wurde

anschlieBend im Fllissigkeitsspektrometer gemessen.

Pu injiziert wurden, muBte die sehr geringe



2.1.3. Atomabsorptionsspektroskopie

Stabiles Eisen in den Saccharosegradientenfraktionen (jeweils
zehn Fraktionen derselben Nummer vereinigt) wurde mithilfe der
Atomabsorptionsspektroskopie nach einer Methode von Prasard und
Spiers (1978) bestimmt. Dazu muBte zundchst die Saccharosle in

den Gradientenfraktionen durch Aufheizen auf 500 °C entfernt wer-
den. Nach der Trockenveraschung wurden die Riickstdnde in 5 m]l

2N HC1 (HC1 suprapur) gelost und im Trockenschrank bei ca. 110 °c
eine Stunde erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden die Proben mit HZO
bidest quantitativ durch einen Schwarzbandfilter in 25 ml MeB-
kdTbchen Uberfiihrt. Alle hierbei verwendeten Gerdte wurden vor der
Benutzung mit konzentrierter HNO3 und 3 % EDTA-LOsung metallfrei
gespilt., Die Eisenbestimmung erfolgte in einem Beckman Atomic
Absorption Spectrophotometer / 1272 bei 251 nm mit einer Eisen-

Hohlkathodenlampe und Deuteriumlampe.

2.2. Fraktionierung von Leberzellen durch differentielle Zentri-
fugation

Die Arbeitsschritte bei der differentiellen Zentrifugation ent-
sprechen den von Winter beschriebenen Methoden (Winter 1980).
Das Homogenisationsmedium (HM) war 0.25 M Saccharoseldsung ge-
puffert mit 10 mM Tridthanolamin *+ HC1 (pH 7.2 - 7.4). Jeweils
10 g perfundierte Leber (zwei Ratten-, bzw. sieben Hamsterlebern
vereinigt) wurden in 30 m1 HM in einem Potter Elvejhem Homogeni-
sator durch 2-3 Auf- und Abbewegungen bei 500 RPM homogenisiert.
Das Schema zeigt die dann folgenden Schritte (die Volumina in den
Klammern geben das Endvolumen. an, auf welches das Sediment bzw.
die Uberstande verdiinnt wurden; die Angaben 1:10 usw. geben die
Verdiinnung gegeniiber dem Ausgangsmaterial von 10 g Leber an).
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Homogenat 1:4
| Zenirifugation 5Min. bei 5500 RPM (Ti 60)

liberstand

(100ml /1:10) Zentrifugation 5Min. bei LOCORPM (Ti 60)

Lentrifugation 10Min.
bei 26000RPM (Ti 60)

™ Sediment N {50ml/1:5)

Sediment ML liberstand X

(65ml/1:5)
Lentritugation 4LOMin. bei 36000 RPM
(Ti 60)
Sediment P * {iberstand S
(30ml/1:5) (60ml /1:10)

Das flr die Bestimmungen benutzte N+E (1:20) wurde durch Verei-
nigung von E und N unter Zugabe von HM hergestellt.

2.3. Dichtegradientenzentrifugation

2.3.1. Saccharosegradienten

Zur weiteren Auftrennung der Organellen wurden auf einen linearen
Saccharosedichtegradienten (33 ml, 14.7 ml 62 % Saccharose +
18.3 m1 HM, pH 7.4) 1.7 ml der ML-Fraktion aufgetragen. In eini-
gen Versuchen wurde die ML-Fraktion vor dem Auftragen
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0.1 %ig an Triton X-100 (TX 100) gemacht, um die Lysosomen zu
zerstoren (Winter 1980 und siehe Ergebnisse). Die Zentrifugation
wurde in einem Schwingbecherrotor Beckman SW 27 in einer Beck-
man-Zentrifuge L2 65 B bei 88 000 Iav und 4 °c durchgefihrt. Die
Laufzeit betrug 4 oder 16 Stunden (ohne An- und Auslaufzeit),

um eine 239Pu—Bindung durch eisenbindende Zellbestandteile zu
erkennen (vgl. Winter 1980 und Winter et al. 1982), Durch Proben-
entnahme vom Boden des Rohrchens wurde der Gradient in 22 Frak-
tionen aufgeteilt. Die Fraktionen 1 und 22 wurden verworfen
(siehe auch 2.7.3.). Zur spateren Enzymbestimmung wurden die ver-
bliebenen Fraktionen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis
zur Bestimmung im Tiefkihlfach bei -20 °C aufbewahrt.

2.3.2. Metrizamidgradienten

Metrizamid (2-[3-acetamido-5-N-methyl-acetamido-2,4,6-trijodo-
benzamido]-2-deoxy-D-glukose) wurde von der Firma Serva Feinbio-
chemika, Heidelberg, bezogen. Das Metrizamid verfiigt lber keine
ionisierbaren funktionellen Gruppen und bildet daher in Wasser
nicht-ionische Losungen. Die Osmolalitdt von Metrizamidlosungen
ist im Vergleich zur Saccharose sehr gering, in den von uns be-
nutzten Losungen betrug die Osmolalitdt zwischen 120 und 420
mO0s/kg H,0 (Rickwood und Birnie, 1975). Die MetrizamidliOsungen
gewlinschter Dichte wurden durch Zugabe von HZO bidest. herge-
stellt. Die Analyse im linearen Metrizamidgradienten (33 ml,
14.7 m1 50.6 % Metrizamid + 18.3 ml 9.2 % Metrizamid, pH 7.6)
erfolgte in einer etwas modifizierten Methode nach Wattiaux
(Wattiaux et al. 1978). Bei einem Vergleich zwischen der Auf-
trennung nach Unter- bzw. Uberschichtung von ML erwies sich die
Uberschichtung des Gradienten als schonender fiir die Organellen,
insbesondere fiir die Mitochondrien (siehe Abb. 1 und 2).

* An dieser Stelle mochte ich Herrn Th. Mohr und P. Kindermann,
Institut fir Genetik und fir Toxikologie von Spaltstoffen des
KfK, fiir die Anfertigung der Gradientenaustropfvorrichtung

danken.
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1.7 m1 der ML Fraktion wurden daher in allen Versuchen auf den

Metrizamidgradienten aufgetragen. Eine sechsstiindige Zentrifuga-
tionszeit im Schwingbecherrotor (SW 27, Beckman) bei 88 000 Iav
und 4 °C war ausreichend fiir die Organellen, um ihre Gleichge-

wichtsdichte zu erreichen. Fir den Vergleich von 239Pu mit 59Fe
wurde auch hier zusdtzlich eine 16-stlindige Zentrifugationszeit
gewdhlt. Das Austropfen des Gradienten erfolgte in der oben be-

schriebenen Weise.

2.3.3. Percoll-Gradienten

Percoll (Pharmacia, Freiburg) ist ein kolloidales Kiesel-Sol,
dessen Partikel (durchschnittliche GrdBe etwa 17 nm) durch eine
Ummantelung mit Polyvinylpyrrolidon nichttoxisch sind. Das Kol-
loid bildet in Wasser klare LOosungen mit einer geringen Osmola-
litat ( < 20 mOs/kg H20) (Pertoft et al. 1978). Durch Zugabe von
1 Teil 2.5 M Saccharose zu 9 Teilen Percoll wird eine iso-osmo-
tische Ausgangsldsung (320 mOs/kg HZO) mit einer Dichte von

1.13 %0.005 g/ml hergestellt. Die gewiinschte Dichte der Percoll-
18sung kann durch Zugabe von 0.25 M Saccharose eingestellt werden
(Informationsschrift der Firma Pharmacia Fine Chemicals: Percoll
for density gradient centrifugation). Zur Herstellung unserer
Percoll-Gradienten wurde die Ausgangslosung von Percoll/2.5 M
Saccharose durch Zugabe von 0.25 M Saccharose so verdiinnt, daB
Medien der Ausgangsdichte 1,07 g/ml und 1.08 g/ml entstanden.

2ml ML wurden homogen mit 38 ml des jeweiligen Percollmediums
vermischt, und 5 Minuten bei 33 000 Iay° 18 OC, im Beckman Verti-
kalrotor VTi 50 zentrifugiert. Die Gradienten wurden in der be-
reits beschriebenen Weise in 18 Fraktionen aufgeteilt. Die sich
im Verlauf der Zentrifugation selbst bildenden Gradienten sind
ausgesprochen sigmoidal. Ihre Form ist unabhdngig von der Aus-
gangsdichte, sie wird im wesentlichen durch die GroBe des Zentri-
fugenrdhrchens, die Geometrie des Rotors, die Zentrifugationszeit
und die Umdrehungszahl bestimmt (Pharmacia Fine Chemicals, Sepa-
ration News 3, 1980).
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2.3.4. Bestimmung der Dichten

Saccharose

Aus der Saccharosekonzentration (Abb& Refraktometer)wurde mit-
tels der Int. Critical Tables of Numerical Data, Physical Che-
mistry and Technology (Vol. II, London 1927) die Dichte ermittelt.

Metrizamid

Bei Metrizamidgradienten wurde im Abbé Refraktometer der Bre-
chungsindex der Gradientenprobe ermittelt. Bei bekanntem Bre-
chungsindex ¢ kann nach der folgenden Formel die Dichte & be-
stimmt werden (Birnie et al. 1973):

§ = 3.35 + ¢ - 3.462

Percoll

Ahnlich kann bei Percoll aus dem Brechungsindex x der Gradienten-
fraktion mit Hilfe der Funktion

y = -8.448 + 7.042 . X

die Perco11dichté bestjmmt werden,

2.4. Enzymbestimmungen

Die Zellorganellen wurden in den Zellfraktionen und Dichtegra-
dientenfraktionen anhand von Leitenzymen nachgewiesen. Zur Cha-
rakterisierung der Lysosomen wurden die Enzyme Saure Phosphatase,
N-Acetyl-g-Glukosaminidase, Kathepsin D und zum Teil Arylsulfa-
tase A,B herangezogen. Die perizelluldren Membranen wurden durch
Bestimmung der 5'Nucleotidase und Alkalischen Phosphodiesterase
nachgewiesen, die Mitochondrien durch Glutamatdehydrogenase. Zum
Nachweis der Membranen des Endoplasmatischen Reticulums wurde
die Glukose-6-Phosphatase bestimmt. Die Testansatze zur Bestim-
mung der Enzymaktivitat in den nach differentieller Zentrifuga-
tion erhaltenen Zellfraktionen, sowie in den Dichtegradienten-
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fraktionen sind in Tabelle 1 und 2 zusammengestellt. Nach 5-minii-
tiger Vorinkubation wurde die Enzymreaktion durch Substratzugabe
gestartet. Die Inkubation erfolgte bei 25 oder 37 °c (siehe Ta-
belle 1 und 2). Nach dem Abstoppen der Enzymreaktion wurden die
Proben, soweit nicht anders vermerkt, 15 Minuten ins Eisbad ge-
stellt, danach 15 Minuten bei 3000 RPM in der Hettich Laborzen-
trifuge zentrifugiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach

den Angaben in Tabelle 1 und 2. Die Extinktion der Enzymreaktion
wurde im Spektralphotometer M 25 der Firma Beckman bestimmt. Als
Nullwert wurde, soweit nicht gesondert vermerkt, die entsprechen-
de Zellfraktion oder eine Gradientenprobe eingesetzt, die Enzym-
reaktion wurde vor der Substratzugabe gestoppt.

2.4.1. Bestimmung der Sauren Phosphatase, 5'Nucleotidase, Gluko-
se-6-Phosphatase, Arylsulfatase A,B und Glutamatdehydro-
genase

Die Bedingungen fiir diese Bestimmungen entsprechen hinsichtlich
MoTaritdten und Einwaagen jenen von Winter, 1980. Saure Phospha-
tase wurde nach Appelmans et al.(1955)mit B-Glycerophosphat,
5'Nucleotidase nach Michell und Hawthorne (1965)mit Adenosin-
5'-monophosphat und Glukose-6-Phosphatase nach Appelmans et al.,
1955 mit Glukose-6-Phosphat bestimmt. Die anorganische Phosphat-
konzentration wurde nach Fiske und Subbarow (1925) gemessen. Die
Messung der Glutamatdehydrogenasekonzentration erfolgte nach
Williamson (1967), die Arylsulfatase A,B nach Roy (1954).

2.4.2. Bestimmung der N-Acetyl-g-Glukosaminidase und Alkali-
schen Phosphodiesterase (Beaufay et al. 1974)

Substratsdttigung und linearer Verlauf der Enzymreaktion wahrend
der Inkubationszeit wurden zuvor in einer Testreihe ermittelt.

I. Pufferldsungen und Substrate

1. N-Acetyl-B-Glukosaminidase
4-Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-Glucopyranosid + HZO
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N-Ac
~—————> 2 Acetamido-2-deoxy-D-glukose + 4 Nitrophenol

Puffer: 47.04 g Na-Citrat (0.16 M)
mit HZO bidest auf 1 1 auffiillen
mit 0.1 N HC1 auf pH 4.5 einstellen

Substrat: 17.5 mM p-Nitrophenyl-g-D-Glucopyranosid
Einwaage fiir 10 ml: 60 mg p-Nitrophenyl-g-D-Gluco-
pyranosid (Sigma Nr. 9376)

Nitrophenylbestimmung: 42 g Natriumhydrogencarbonat
(wasserfrei) 0.5 M

auf 1 1 mit HZO bidest auffiillen

zur Bestimmung: 0.5 ml Uberstand der zentrifugierten
Probe + 2.5 ml NaHC03—L65ung

2. Alkalische Phosphodiesterase AP
2'-Desoxy-thymidin-5'-p-nitrophenyl-phosphat + HZO )
2'-Desoxy-thymidin-5'-phosphat + 4-Nitrophenol

Puffer: 17.84 g Glycin - HC1 (0.16 M)
0.702 g Zinkacetat (3.2 mM)
mit konzentrierter NaOH auf pH 9.6 einstellen,

dann mit HZO bidest auf 1 1 auffillen

Substrat: 40 mM Thymidin-5'-phosphat-4-nitrophenol
Einwaage filir 10 m1: 189.3 mg Thymidin-5'-phosphat-
4-nitrophenol (Boer. Nr. 104256)

ITI. Stoppen der Enzymreaktion und Messung

Die Enzymreaktion wird mit gekiihltem, absoluten Athanol gestoppt
(Menge siehe Tabelle 1 und 2), die p-Nitrophenolkonzentration
wird bei 400 nm bestimmt.

ITI. Prinzip der Nitrophenolbestimmung

ETektronenziehende Substituenten, wie das p-NOZ, erhdhen die
Aciditat von Phenolen, indem sie durch Konjugation das Pheno-

lation stabilisieren.
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Dies ist allerdings nur im neutralen-alkalischen pH-Bereich der
Fall, da bei ProtoneniiberschuB eine Protonierung des Oxid-Anions
eintritt, und somit der Mesomerieeffekt herabgesetzt wird. Im
neutralen-alkalischen pH-Bereich wird durch die Einbeziehung des
freien Elektronenpaares am Sauerstoff der Mesomerieeffekt er-
hoht, die Zahl der konjugierten Chromophore im Molekiil steigt
damit an. Die maximale Absorption wird dadurch in den sichtbaren

Bereich (400 nm) verschoben.

2.4.3. Bestimmung von Kathepsin D (Barrett, 1972)

Das Kathepsin D gehdrt zur Gruppe der Endopeptidasen. Sein
pH-Optimum liegt bei pH 3 - 4.5. Kathepsin D hydrolysiert Proteine
und Peptide, vorzugsweise am Carboxyl- oder Aminoende aromatisierter
Aminosduren. In unserem Enzymtest wurde Hamoglobin als Substrat
eingesetzt. Der Tineare Verlauf der Enzymreaktion innerhalb der
Inkubationszeit wurde zunachst in einer Testreihe ermittelt. Die
Enzymaktivitat wurde durch die photometrische Messung Folin-
positiver Aminosduren bestimmt.

I. Pufferlosungen _und Substrate:

Puffer: 500 ml1 1 N Natronlauge
47 m1 98-100 % Ameisensdure
mit 1 N NaOH auf pH 3.3 einstellen

mit H20 bidest auf 1 1 auffillen

Substrat: Hamoglobin vom Rind, lyophilisiert, rein
Proteasesubstrat nach Anson (Serva Nr. 24510)

Praparation des Hamoglobin-Substrates:
1 g Hamoglobin wurde in 10 ml H20 bidest. durch Verreiben

geldst, danach 30 Min. bei 15000 RPM und 4 °C zentrifu-
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giert. Der Uberstand wurde bei -20 °c eingefroren und zur
Enzymbestimmung bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut.

II. Stoppen der Enzymreaktion:

Die Enzymreaktion wird mit 3 % Trichloressigsdure gestoppt

I1]. Bestimmung der Folin-positiven Aminosduren:

a) alkalisches Kupferreagenz

Losung A: 1.0 g Na-Citrat - 2'H20
0.5 g Kupfersulfat - 5 H20

in 100 ml HZO bidest losen

Losung B: 16.0 g Natriumhydroxyd
50.0 g Natriumcarbonat (wasserfreil)

1 m1 Losung A + 79 ml H20 bidest + 20 ml Ldsung B

b) Folin-Ciocalteus-Reagenz
Folin-Ciocalteus-Reagenz im Verhdltnis 1:3 mit HZO bidest ver-
diinnen

zur Bestimmung:
1 ml Uberstand der zentrifugierten Probe + 2.5 ml Kupferreagenz

10 Minuten bei Zimmertemperatur stehenlassen , dann 250 ul
Folin-Ciocalteus-Reagenz (1:3 verd.). zugeben und mischen

Nach genau 30 Min. wird im Photometer bei A=500 nm die Ex-

tinktion gemessen.

IV. Nullwert

Als Nullwert wurde die entsprechende Zellfraktion oder jede Gra-
dientenprobe eingesetzt (eigener Nullwert zu jeder Fraktion, da
sowohl Metrizamid als auch Tridthanolamin im Saccharoseqgradienten
in Abhdngigkeit von ihrer Konzentration bei der Kathepsin-Bestim-
mung positiv reagieren). Die Nullwerte wurden vor der Substratzu-
gabe mit Sdure gestoppt (siehe Tabelle 1 und 2), danach sofort
weiterverarbeitet, da ldngere Saureeinwirkung zu einer unspezi-
fischen sauren Hydrolyse der Proteine flhrt , und somit den Null-

wert verfilscht
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2.5, Extraktion von Lipiden aus der nach differentieller Zentri-

fugation erhaltenen ‘ML~-Fraktion

Die Lipidextraktion erfolgte nach einer etwas modifizierten Vor-
schrift nach Morris Kates (1972).

1.7 ml der ML-Fraktion wurden in der Laborzentrifuge bei 4000 RPM
(etwa 3 200 g_.,) 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand (=0berstand
1 zur 239Pu—BZZt1mmung) wurde dekantiert. Die Lipide wurden aus
dem Pellet (=Pellet 1) durch dreimaliges Ausschiitteln mit 5 ml
eines Chloroform/Methanol Gemisches(2:1) und Ultraschallbehandlung
(10 Minuten) extrahiert, wobei jeweils bei 3. 200 Iav neu abzentri-
fugiert wurde (15 Min.). Die Uberstdnde wurden jeweils durch ein
Whatman Glasfaserfilter mittels Millipore-Filtrationsgerat fil-
triert. Die drei so erhaltenen Filtrate wurden vereinigt. Even-
tuell noch verbliebene Lipide wurden aus dem zuletzt erhaltenen
Pellet durch weitere dreimalige Extraktion mit 5 ml Chloroform/
Methanol (1:1) entfernt, die Ultraschallbehandlung und Zentrifu-
gation erfolgte wie in der oben beschriebenen Weise. Die Filtrate
wurden mit den zuvor erhaltenen vereinigt. Danach wurde der
239Pu~Geha]t im letzten Pellet (=Pellet 2) und im Extrakt mittels
des in 2.1.2. beschriebenen Verfahrens in Insta-Gel gemessen. Das
Chloroform muBte wegen seiner grofen Loschwirkung zuvor durch
Erwirmen des Extraktes auf 60 °C entfernt werden. Es wurde die

239Pu—Akt1v1tét zwischen Pellet 2 und

relative Verteilung der
239

dem Extrakt bestimmt. Die Ausbeute errechnete sich aus dem Pu-
Gehalt von (Pellet 2 + Filter) + Extrakt + Uberstand 1 und wurde

auf den Gesamtgehalt an 239Pu in 1.7 m1 ML als 100 % bezogen.

2. 6. Versuche zur Filtrierbarkeit von 239Pu

Jeweils 1.7 ml ML wurden unter moglichst gleichmdBigem Druck durch
Millipore-Membranfilter der Porengridfe 1.2 um sowie 0.45 um fil-
triert. Die 4 oder 5 Saccharosedichtegradientenfraktionen mit dem
hochsten 239Pu-Geha]t wurden vereinigt und Aliquots von 1.7 ml
durch die Millipore-Membranfilter (1.2 um und 0.45 um PorengriBe)
filtriert, Bei 59Fe—ha1tigen Proben wurde der Radionuklidgehalt

auf dem Filter, im Filtrat, sowie in 1.7 ml einer unfiltrierten
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239Pu als

Probe y-spektroskopisch bestimmt. Bei Verwendung von
Radionuklid wurden die Membranfilter vor Auffiillen mit Insta-Gel
in Essigsduredthylester gelést, bzw. die Filtrate nach der in
2.1.2. beschriebenen Methode naBverascht. Der Radionuklidgehalt
in den 1.7 ml der unfiltrierten Probe wurde als 100 % angenommen
und der prozentuale Anteil des Radionuklids auf dem Membranfilter

bzw. im Filtrat darauf bezogen.

2.7. Auswertungsverfahren und Pridsentation der Daten

2.7.1. Radjoaktivitdt in den Organen

Die verabreichte Dosis pro Tier wurde mit 100 % angenommen. Der
239Pu—Geha1t des Skeletts wurde berechnet durch Multiplikation
der Aktivitdt des Femurs mit 20 flir die Ratte (Rosenthal et al.
1972), mit 27.5 fir Chinesische Hamster. Zur Ermittlung dieses
Faktors wurden die Skelette von 4 Chinesischen Hamstern véllig
zerlegt und der 239Pu—GehaH: am 10., 36. und 70. Tag nach Nuklid-
Injektion in den einzelnen Knochen gemessen (siehe Tabelle 3).
241Am wurde ein Faktor von 20 fiir Ratte und von 34 fir den
Chinesischen Hamster angenommen (Seidel 1977). Bei 59Fe ist

immer der 59Fe-Geha1t eines Femurs angegeben, da fir eine Um-
rechnung auf das Gesamtskelett die Daten fehlten. Bei einem Radio-
aktivitdtsgehalt eines Organs von weniger als 0.1 % der injizier-
ten Dosis, wurde auf 0.1 % aufgerundet.

Bei

2.7.2. Radioaktivitdt und Enzymaktivitdt in den nach differen-
tieller Zentrifugation erhaltenen Zellfraktionen

Der Radionuklidgehalt wurde in jeweils gleichen Mengen jeder Zell-
fraktion gemessen. Der prozentuale Radioaktivitdtsanteil wurde in
jeder Fraktion bezogen auf das Gesamtleberhomogenat (N+E) als

100 % bestimmt. Die Enzymkonzentration wurde in jeweils gleichen
Probenmengen gemessen. Die Extinktion im Gesamtleberhomogenat

(N+E) wurde als 100 % angenommen, der prozentuale Anteil jeder
Zellfraktion danach berechnet (unter BerUcksiéhtigung der jeweiligen

Verdiinnung).
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2.7.3. Daten aus dem Saccharose- und Metrizamiddichtegradienten-

verfahren

Die Verteilungsprofile der Radionuklide und Enzyme wurden nach
Beaufay et al. (1976) in der Form AQ/ Ap (Ordinate)als Funktion
der Dichte (Abszisse) aufgetragen. AQ entspricht dem prozentualen
Anteil der einzelnen Fraktion gemessen an der Gesamtaktivitdt des
Gradienten, Ap ist der Dichtezuwachs innerhalb der einzelnen Frak-
tion. Die Fldche jeder Fraktion ist direkt proportional dem pro-
zentualen Anteil der Fraktion an der Gesamtflache. Die Gesamt-
fldche ergibt sich als die Summe der Fldchen von Fraktion 2 bis
Fraktion 21 und ist damit 1. Die erste und letzte Fraktion wurden
verworfen, da sie nicht eindeutig definiert sind. Die Abbildungen
wurden mittels computergesteuertem Zeichenautomaten angefertigt
(Programme von Dr. Thies und Dr. Haffner, IGT, Kernforschungs-
zentrum). Zur Charakterisierung der Verteilungsprofile wurden die
Modale und Mediane Dichte jeder Verteilungskurve berechnet (Ta-
bellen 22, 23, 27, 28). Die Modale Dichte entspricht der Mittleren
Dichte jener Fraktion, in welcher das Aktivitatsmaximum auftritt.
Die Mediane Dichte entspricht dem Dichtewert, in dem durch eine
Parallele zur Ordinate die Verteilungskurve in zwei gleiche H3lf-
ten geteilt wird. Die Mediane Dichte wird nach der falgenden For-
mel berechnet:

om = I (AQi é Pi)

pm = Medijane Dichte
AQi = prozentuale Aktivitdt in den Fraktionen
Pi = mittlere Dichte der Fraktionen

2.7.4. Quantifizierung der "Triton WR 1339-Verschiebung"

Der EinfluB von Triton WR 1339 auf die Verteilungsprofile von
Saurer Phosphatase und 239Pu zu verschiedenen Zeiten nach Radio-
nuklid-Injektion wurde quantitativ berechnet (Tabelle 24). Als

Kontrolle dienten die entsprechenden Verteilungsprofile ohne THWR

EinfluR (Abb. 3, 6, 8). Der TWR-beeinfluBte Anteil eines Vertei-
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Tungsprofils errechnet sich nach der folgenden Formel:

=71
TWR-Verschiebung [in %] =:_22AuT (a0 n 80y

prozentualer Aktivitdtsanteil in den Fraktionen des Gra-
dienten nach TWR-Behandlung

AQ;

AQK = prozentualer Aktivitdtsanteil in den Fraktionen bei Kon-

trolltieren

Die "TWR-Verschiebung" entspricht also dem Mindestprozentsatz von
239Pu oder Enzym, der durch TWR beeinflufft werden kann.

Wie spdter gezeigt wird (Abb. 6 und 8, Tabelle 22 und 23), er-
gaben sich bei den Saccharosegradienten Hinweise fiir eine Disso-.
ziation der Verteilungsprofile von 239Pu und Saurer Phosphatase.
Deshalb wurde versucht, quantitativ die Obereinstimmung der
239Pu-Verte11ungsprof11e zu verschiedenen Zeiten nach Nuklid-Injek-
tion mit dem Verteilungsprofil der Sauren Phosphatase zu berech-
nen. Dazu wurde die gemeinsame Flache der beiden sich lberlappen-
den Verteilungsprofile bestimmt. Die GroBe der gemeinsamen Fldche
ist ein mogliches MaR fir die maximale Assoziation von 239Pu an

Saure Phosphatase-haltige Lysosomen (Tab. 25).

2.7.5 Berechnung der Ergebnisse aus dem Percolldichtegradienten-

verfahren

Zundchst wurde jeder Percollgradient entsprechend seiner Ausgangs-
dichte in drei Dichtebereiche aufgeteilt (siehe auch Tabelle 29),

Die Einteilung in diese drei Dichtebereiche erfolgte entsprechend
dem sigmoiden Verlauf der Percollgradientendichte:
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1.10
- 109 ‘

2 10— mmmm—— ~/— Ausgangsdichte 1.08

:: .07} == —— — Ausgangsdichte 1.07

1.06¢

i 5 10 15 18 Fraktionen
m | 1l |1 Dichtebereich
Ausgangsdichte Dichtebereich (in g/cm3)

( in g/cmd) I("schwer")  II ("mittel")  III ("leicht")
1.07 2 1.073 <1.073 2 1.069 < 1.069
1.08 2 1.083 < 1.083 2 1.080 < 1.080

239

Die Summe des Pu in den Fraktionen wurde als 100 % angenommen
und der 239Pu—Geha1t in den drei Dichtebereichen jeweils hierauf
bezogen. Entsprechend wurde die gesamte, aus den 18 Fraktionen
erhaltene Enzymaktivitdt zu 100 % angenommen und der prozentuale
Anteil in jedem Dichtebereich ausgerechnet.
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3. Ergebnisse

239 241

3.1. Verteilung und Retention von Pu und Am _in Organen des

Chinesischen Hamsters und der Ratte

Die Retention der beiden Radionuklide ist in den Tabellen 4 - 7
dargestellt. Der eingangs schon beschriebene Speziesunterschied
beziiglich der Ausscheidungsrate aus der Leber wird erneut deut-
Tich. Auch ist im Falle des 239Pu die Gesamtmenge in der Hamster-
leber erheblich groBer als bei der Ratte. Dagegen findet man bej
der Ratte 50 - 60 % des 239Pu im Skelett, beim Chinesischen Ham-
ster sind es nur 30 - 40 % .

59

3.2. Gehalt an ""Fe in Organen von Ratte, Maus, Chinesischem und

Syrischem Hamster

59Fe in Organen von

In den Tdbellen 8 - 11 ist die Retention von
Ratte, Maus und den beiden Hamsterspezies zusammengefalt. Auf-
fallend waren die starken Schwankungen in den Ergebnissen zwischen
den Versuchen, so daB die Daten in den Tabellen nicht immer zu-
sammengefaBt werden konnten. Es kann aber dennoch festgestellt
werden, daB die Ausscheidungsraten aus der Leber bei Ratte und
Maus nicht mit jenen des 239Pu vergleichbar sind. Andererseits
findet bei den Hamstern - im Gegensatz zum 239Pu - eine Elimina-
tion des 59Fe aus der Leber statt. Einen allgemein interessanten
Befund stellt das stark unterschiedliche Verhalten des 59Fe in der

Milz bei den Hamstern, verglichen mit Ratte und Maus, dar.

3.3 Gehalt an Radionukliden, Eisen und Enzymen in den nach dif-
ferentieller Zentrifugation erhaltenen Zellfraktionen

239 241

Pu und Am

Die Tabellen 12 - 16 zeigen die relative subzelluldre Verteilung
der Nuklide bei Kontrolltieren und nach Behandlung mit Triton

WR 1339. Sehr wesentlich ist, daB beziiglich ihres Verhaltens
zwischen 239Pu und 241Am kein Unterschied festzustellen war. Beim
Chinesischen Hamster nimmt der 239Pu—Geha1t im Cytosol sehr rasch
ab, entsprechend einer Zunahme in der ML-Fraktion. Bereits am

.\ 0 239
10. Tag nach Nuklid-Injektion sedimentieren iber 90 % des Pu
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des zellkernfreien OUberstandes (E) mit der ML-Fraktion, am 36.

bis 119. Tag sind es zwischen 95 und 100 %. Aus den Daten von
Gruner (1978) ist ersichtlich, daB bei der Ratte der Nuklidge-
halt im Cytosol zundchst auch stark abnimmt, korreliert mit einer
Zunahme in der MLP-Fraktion. Nach dem Erreichen eines Maximums
etwa am 8. Tag nach Nuklid-Injektion fd11t die Radioaktivitédts-
menge in MLP, bzw. ML, wieder auf etwa 75 % (E) ab, parallel er-
folgt eine Zunahme im Cytosol auf 16 % (E). Nach TWR-Behandlung
ist der Radionuklidgehalt der ML-Fraktion sowohl bei der Ratte als
auch beim Chinesischen Hamster vermindert, im Cytosol entsprechend
erhoht.

St@b11es Eisen und 59Fe

Ein Vergleich der subzelluldren Verteilung beider Eisenisotope
zeigt (Tab. 17 und 18), daB sowohl beim Chinesischen Hamster
als auch bei der Ratte die Verteilungsmuster prinzipiell iiber-
einstimmen und somit durch 59Fe alle Eisenspeicher ausreichend
markiert werden. Bei beiden Tierspezies bleibt der Eisengehalt
des Cytosols bei etwa 50 % von E, beim Chinesischen Hamster
scheint der Eisengehalt der ML-Fraktion hdher zu sein als bei
der Ratte. Es bestehen bei beiden Spezies grundsdtzliche Unter-

schiede zur Verteilung der Transurane.

Enzyme

Die relative subzelluldre Verteilung von Markerenzymen der
Lysosomen, perizelluldren Membranen und Membranen des Endoplasma-
tischen Reticulums ist den Tabellen 19 bis 21 zu entnehmen. Beim
Chinesischen Hamster stimmen die Verteilungsmuster der lysosoma-
len Enzyme weitgehend iiberein. Bei der Ratte ist der extrem hohe
Gehalt der ML-Fraktion an N-Actyl-B-Glukosaminidase, korreliert
mit einer sehr geringen Enzymmenge im Cytosol, auffallend. Bei
beiden Tierspezies ist das Verteilungsmuster von Kathepsin D
durch TWR-Behandlung am stdrksten beeinfluft, der Enzymgehalt der
Cytosolfraktion betrdgt nach TWR-Behandlung liber 40 % (E).

Die Vertejlungsmuster der 5'Nucleotidase und Glukose-6-Phospha-
tase stimmen bei Chinesischem Hamster und Ratte mehr oder weniger
weitgehend iliberein. Die Mikrosomenfraktion der Rattenleber weist
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einen etwas erniedrigten Gehalt an Alkalischer Phosphodiesterase
auf, verglichen mit dem Gehalt an 5'Nucleotidase. Die Verteilung
der Glutamatdehydrogenase wurde nicht untersucht, nach Winter
(1980) befinden sich 100% von E in MLP. Es kann somit festge-
stellt werden, daf wir in ML jeweils mehr als zwei Drittel der

239Pu—, 241Am- und Enzymaktivitdt erfaBt haben.

3.4. Dichtegradientenzentrifugation

3.4.1, Verteilungsprofile von Nukliden und Enzymen im Saccharose-

dichtegraq1enten

3.4.1.1. Vertei]ypg von 239Pu, 241Am und Enzymen

In Abb. 3 sind die Verteilungsprofile der lysosomalen Enzyme bej
Kontrolltieren und nach Behandlung mit Triton WR 1339 dargestellt.
Sowohl bei den Kontrollen als auch nach TWR-Behandlung stimmen

die Verteilungsprofile bei beiden Tierspezies prinzipiell uberein.
Die Verteilungsprofile aller getesteten lysosomalen Enzyme sind
unter TWR-EinfluB zu leichteren Dichten verschoben, was in einer
Anderung ihrer Medianen Dichte deutlich zum Ausdruck kommt

(Tab. 22). Die Unterschiede zwischen Kontroll- und TWR-Tieren
hinsichtlich der lysosomalen Enzymverteilung sind bei der Ratte
starker ausgeprdagt als beim Chinesischen Hamster. Als Reprdsen-
tant fiir die lysosomalen Enzyme wurde in den folgenden Abbildun-
gen immer die Saure Phosphatase als lysosomales Leitenzym zum
Vergleich dargestellt. Abb. 4 zeigt die Verteilungsprofile der
Markerenzyme von Lysosomen, Mitochondrien, Plasmamembranen und
Endoplasmatischem Reticulum. Die Verteilungsprofile stimmen zwi-
schen beiden Tierspezies weitgehend liberein., Die Glutamatdehydro-
genase (GDH) und Glukose-6-Phosphatase (G-6-P) sind durch TWR
nicht beeinfluBbar, die Daten aus Kontroll- und TWR-Versuchen
konnten daher vereinigt werden. Eine nachweisbare Verschiebung
durch TWR zeigt die 5'Nucleotidase. Wie aus Abb. 5 hervorgeht,
ist der TWR-EinfluR auf das Verteilungsmuster deyr Alkalischen
Phosphodiesterase weit weniger ausgeprdgt, was auch in den Me-
dianen Dichten in Tabelle 22 zum Ausdruck kommt. Der TWR-Effekt
bei der 5'Nucleotidase ist nicht durch unspezifische Saure Phos-
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phatase-Aktivitdt bedingt, wie ein Vergleich der Profile ohne

und mit NaF zeigt (Abb. 5). Hinsichtlich ihrer Verteilung im
Saccharosedichtegradienten konnte zwischen den beiden Transuranen
weder beim Chinesischen Hamster noch bei der Ratte ein deut-
lTicher Unterschied festgestellt werden, die beiden Radionuklide
konnen daher gemeinsam abgehandelt werden. Wie aus Tabelle 23
hervorgeht, hat eine Verldngerung der Zentrifugationszeit von

4 auf 16 Stunden keinen signifikanten EinfluB auf die Verteilungs-
muster von 239Pu und 241Am im Saccharosedichtegradienten, so daf
in den Abb. 6 bis 9 die Ergebnisse aus den 16 Stunden-Versuchen
nicht bperiicksichtigt wurden. Abb. 6 und 7 zeigen die Verteilungs-
profile von 239Pu und 241Am beim Chinesischen Hamster und bei der
Ratte zu verschiedenen Zeitpunkten nach Radionuklid-Injektion.
Bei der Ratte dndert sich das Verteilungsmuster beider Nuklide im
Verlaufe der Zeit nicht wesentlich. Dies zeigen auch die Medianen
Dichten der Verteilungsprofile in Tabelle 23. Vom 10. zum 70. Tag
nach Radionuklid-Injektion findet man lediglich eine angedeutete
Verminderung der Medianen Dichte beim 25°pu, bei “*lAm ist diese
etwas stdrker ausgeprdgt. Beim Chinesischen Hamster dagegen ver-
schieben sich die Verteilungsprofile vom 10. zum 70. Tag syste-
matisch zu geringeren Dichten. Die Medianen Dichten unterscheiden
sich bereits am 36. Tag statistisch signifikant von jenen der
lysosomalen Enzyme (Tab. 22 und 23). Die Verminderung der Medianen
Dichte erfolgt von 1.162 am 4., Tag nach 239Pu—Injektion sehr

rasch auf 1.154 am 10. Tag, danach Tinear bis zum 70. Tag auf
1.138.

In den Abb. 8 und 9 ist der EinfluB von TWR auf die Verteilungs-
profile von 239Pu und 241Am zu.verschiedenen Zeiten nach Radio-
nuklid-Injektion dargestellt. Die i.p. Injektion erfolgte 4 Tage
vor der Sektion, beim 4-Tage Versuch mit Chinesischen Hamstern
(Abb. 8) wurde TWR 6 Stunden nach der Nuklid-Injektion verab-
reicht. Bei der Ratte werden am 10. Tag nach Nuklid-Injektion
unter dem Einflup von TWR die Verteilungsprofile beider Radionu-
klide zu leichten Dichten verschoben, entsprechend vermindern sich

.die Medianen Dichten (Tab. 23).
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Bei Ratten werden am 10. Tag etwa 64 % der Sauren Phosphatase
und ca.50 % des 239Pu durch TWR verschoben (Tabelle 24). Zu
spateren Zeiten nach Nuklid-Injektion ist dieser TWR-Effekt
immer noch deutlich vorhanden, wenn auch etwas geringer aus-
gepragt. So kdnnen am 70. Tag nach 239Pu—Injekt1’on unter ent-
sprechender Verminderung der Medianen Dichte (Tabelle 23) noch
immer 31 % der Radionuklid-Aktivitit zu leichten Dichten ver-
schoben werden. Beim Chinesischen Hamster ist am 4. Tag nach
239Pu—1njektion ebenfalls ein deutlicher TWR-Effekt vorhanden
(Abb. 8, Tab. 23 und 24). Wie bereits erwdhnt und aus den Abb.

6 - 9, sowie Tabelle 23 ersichtlich, verschieben sich die Radio-
nuklidverteilungsprofile beim Chinesischen Hamster bereits bei
Kontrollen vom 4. bis zum 70. Tag kontinuierlich zum leichten
Dichtebereich, Im Gegensatz zu der Ratte ist daher beim Chine-
sischen Hamster zu spateren Zeiten kein "typischer" TWR-Effekt
nachweisbar, am 70. Tag nach 239Pu—Injekt1’on ist nach TWR-Be-
handlung sogar eine Erhdhung der Medianen Dichte von 1.138 auf
1.165 festzustellen. Zusammenfassend kann man also sagen, daB
bei der Ratte zu allen untersuchten Zeiten eine deutliche Kor-
relation zwischen dem Verhalten der Sauren Phosphatase und dem
der beiden Radionuklide besteht, wdahrend dies beim Chinesischen
Hamster nur zu ganz friihen Zeiten nach Radionuklid-Injektion
festzustellen ist. Den Ergebnissen in Tabelle 25 zufolge, nimmt
die Ubereinstimmung der Verteilungsprofile von 239Pu und der
Sauren Phosphatase bei der Ratte von 90 % am 10. Tag nach Nuklid-
Injektion bis zum 36. Tag um etwa 10 % ab, bleibt aber dann bis
zum 70. Tag konstant bei etwa 80 %. Eine genaue Analyse der
239Pu-Verte1‘1ungskurVen zeigt, daB diese Abnahme der Uberein-
stimmung mit dem Saure Phosphatase-Profil auf einer Teichten
Abflachung des 239Pu—Verte1]ungsprofi1s im Maximumbereich
korreliert mit einer geringen Zunahme im schweren und leichten
Dichtebereich, beruht. Die Modale Dichte dndert sich hierbei
nicht. Diesen Befund bestdtigen auch die Ergebnisse in Tabelle
26. In den Fraktionen 2 -11 (entspricht einem Dichtebereich

von 1.19 - 1.14) befinden sich rund 89 % der Saure Phosphatase-
Aktivitit und 88 % der 2Spu-Aktivitat am 10. Tag nach Nuklid-

Injektion. Zum 70. Tag vermindert sich der 239Pu-Geha]t in diesem Dichtebe-
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reich um Tediglich 7 %. Beim Chinesischen Hamster nimmt die
Ubereinstimmung der Profile kontinuierlich von ca. 91 % am 4.
Tag auf 71 % am 70. Tag nach Nuklid-Injektion ab (Tabelle 25).
Diese Abnahme beruht auf einer Verschiebung des 239Pu~Pr0f1‘1s
ausschlieBlich in den lejchten Dichtebereich, wobei im Gegensatz
zur Ratte auch die Modale Dichte von 1.19 auf 1.14 verringert
wird, Ganz deutlich kommt diés in Tabelle 26 zum Ausdruck. In
den Fraktionen 2 - 11 sind 78 % der Sauren Phosphatase und 80 %
239Pu«GehaHes am 4. Tag nach Nuklid-Injektion angereichert.
Devr 239Pu==@eha1t in diesem Dichtebereich verringert sich auf 76 %
am 10, Tag und 55 % am 70. Tag nach Radionuklid-Injektion.

In einer Sonderversuchsreihe wurde TWR -nicht 4, sondern 24 Tage
vor Sektion und 6 Tage nach 239Pu-Injektion verabreicht. Die
Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in den Abb, 10 und 11 und
den Tab. 22 und 24 dargestellt, Sowohl beim Chinesischen Hamster
als auch bei der Ratte sind alle getesteten Tlysosomalen Enzyme
unter dem TWR EinfluB zum Tleichteren Dichtebereich verschoben
(siehe Abb. 10). Bei der Ratte ist dieser Effekt nun allerdings
weit weniger ausgepragt, verglichen mit den 4-Tage-TWR-Versuchen.
Die Medianen Dichten nach 24 Tagen TWR sind deutlich hther als
die 4-Tage-Werte (Tabelle 22), wohingegen beim Chinesischen Ham-
ster die Medianen Dichten nach 4 bzw. 24 Tagen TWR-EinfluBR keinen
signifikanten Unterschied aufweisen, Auffallend ist bei beiden
Tierspezies die Ubereinstimmung der Medianen Dichten von N-Ace-
tyl-g-Glukosaminidase und Arylsulfatase nach 24 Tagen TWR. So-
wohl beim Chinesischen Hamster als auch bei der Ratte weisen
diese bejden Enzyme die hdochsten Medianen Dichten auf, gefolgt
von der Sauren Phosphatase. Das Kathepsin D hat bei beiden Tier-
spezies nach 24 Tagen TWR die geringste Mediane Dichte. Abb. 11
zeigt das Verteilungsmuster von 239Pu 24 Tage nach TWR-Injek-
tion (nach 4- und 16-stiindiger Zentrifugationszeit), sowie

nach Zugabe von Triton X-100 zu der ML-Fraktion vor Beginn der
Zentrifugation. Die Verteilungsprofile von 239Pu in Kontroll-
versuchen 36 Tage nach Nuklid-Injektion (siehe auch Abb. 6)
wurden bei diesen Versuchen als Kontrolle zum Verglejch heran-
gezogen. Nach 4 und nach 16 Stunden Zentrifugation ist bei bei-
239py-Aktivitit unter dem EinfluB von

des

den Tierspezies die
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TWR zum leichten Dichtebereich verschoben. Die quantitative
Berechnung in Tabelle 24 zeigt, daB das TWR bei beiden Tier-
spezies eine Verschiebung der 239Pu—Akt1v1tét um 34 % und

der Sauren Phosphatase um fast 50 % der jeweiligen Kontrolle
bewirkt. Zum Vergleich sei daran erinnert, daB bei den zuvor
beschriebenen Versuchen mit nur 4-tdgiger TWR-Einwirkungszeit
beim Chinesischen Hamster nur 16 % des 239Pu beeinfluBt werden
konnten (Tabelle 24). Bei der Ratte wird unter dem EinfluB von
TX 100 in den 24-Tage-TWR-Versuchen im gleichen MaRe wie in
den Kontrollversuchen ein betrachtlicher Anteil der 2°7pu-
Aktivitdt unsedimentierbar. Beim Chinesischen Hamster erfolgt
diese Radionuklidfreisetzung durch TX 100 nur im 24-Tage-TWR-
Versuch, im Kontrollversuch zeigt das TX 100 keinen nachweéis-
baren Effekt (siehe unten).

In den Abb., 12 -14 4ist der EinfluB von TX 100 auf die Vertei-
Tungsprofile der lysosomalen Enzyme und der Radionuklide ge-
zeigt. Aus Abb. 12 ist zu ersehen, daB die Zugabe von TX 100
zu der ML-Fraktion vor Beginn der Zentrifugation zu einer Zer-
storung der Lysosomen fiihrt. Als Folge davon werden alle lyso-
somalen Enzyme in unterschiedlich starkem Mafe unsedimentier-
bar. Das Kathepsin D zeigt bei beiden Tierspezies einen ge-
ringeren Effekt, auch ist bei der Ratte kaum N-Acetyl-g-Gluko-
saminidase-Aktivitat freigesetzt, das Verteilungsprofil 1§t
jedoch sehr breit iliber den gesamten Gradienten verteilt. Beim
Chinesischen Hamster ist die N-Acetyl-g-Glukosaminidase nahe-
zu vollig unsedimentierbar., Das TX 100 bewirkt bei der Ratte
zu allen untersuchten Zeitpunkten eine Freisetzung beider Ra-
dionuklide, Beim Chinesischen Hamster ist nur am 10. Tag nach
Radionuklid-Injektion ein eindeutiger Effekt durch TX 100 nach-
weisbar, zu spdteren Zeiten kann ein TX 100-EinfluB nicht mehr
gesichert werden (Abb. 13 und 14).

3.4.1.2. Stabiles Eisen und 9Fe im linearen Saccharosedichte-

gradienten

Abb. 15 zeigt einen Vergleich der Verteilungsprofile von sta-
bilem Eisen und 59Fe nach 16-stiindiger Zentrifugationszeit,
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Bei der Ratte stimmen die Verteilungsmuster beider Isotope
59
Fe

eine breitere Verteilung auf als das stabile Eisen. Die Mo-

recht gut Uberein, beim Chinesischen Hamster weist das

dalen Dichten sind jedoch identisch,so daB bei beiden Tier-

59Fe als hinreichend zuverlédssiger Marker fir das

spezies das
Eisenspeichersystem der Leber gelten kann. In Abb. 16 sind die
Verteilungsprofile von 59Fe nach 4 und 16 Stunden Zentrifuga-
tion, sowie unter dem EinfluB von TX 100 dargestellt. Beim
Chinesischen Hamster ist die 59Fe—Radioaktivitat nach 4-stiin-
diger Laufzeit sehr breit iiber den Gradienten verteilt, die Aus-
dehnung der Zentrifugationszeit auf 16 Stunden bewirkt eine
Verschiebung des Profils zum hoheren Dichtebereich. Die Mediane
Dichte erhdht sich entsprechend von 1.161 auf 1.176 (Tab. 23).
TWR-Behandlung der Hamster flhrt unabhdngig von der Zentrifu-
gationszeit zu einer geringen Verschiebung in den leichten Dich-
tebereich, damit verbunden zu einer Verminderung der Medianen
Dichte von 1.161 auf 1.145., Das 59Fe—Prof11 bei der Ratte weist
nach 4-stiindiger Laufzeit eine deutlich bimodale Verteilung

auf. Der Radioaktivitdtsanteil im leichten Dichtebereich wird
durch Verldangerung der Zentrifugationszeit auf 16 Stunden vdllig
in den hoheren Dichtebereich verschoben, einhergehend mit einer
Erhohung der Medianen Dichte von 1.159 nach 4 Stunden auf

1.196 nach 16 Stunden Zentrifugation. Eine TWR-Behandlung wur-
de bei der Ratte bei den 59Fe-Ver‘suchen nicht durchgefiihrt.
Unter dem EinfluB von TX 100 verschwindet nach 4-stiindiger
Zentrifugation der 59Fe-Peak im schweren Dichtebereich bei bei-
den Tierspezies, nach l6-stiindiger Zentrifugation ist ein

TX 100-Effekt nicht mehr gesichert nachzuweisen. Fiir die spda-
tere Diskussion wurden die Verteilungsprofile von 59Fe und

239Pu in den Abb. 17 vergleichend zusammmengestellt,

3.4,1.3. EinfluB der 239Pu—Dosis auf die Verteilung des Radio-

nuklids im Saccharosedichtegradienten

In diesem Sonderversuch wurde untersucht, ob der EinfluB der
239Pu—Dosis bei der Verteilung des Radionuklids im Dichtegra-




31

dienten eine Rolle spielt., Es sollte gepriift werden, ob die
Verschiebung der 239Pu—Prof11e beim Chinesischen Hamster (Abb.6)
eventuell durch eine radiogene Schddigung der Leber am 70. Tag
bedingt sein konnte. Die iblicherweise verabfolgte Dosis lag
bei 3 . 10% Bq . kg_l. Eine histologische Untersuchung der
Lebern von 16 Chinesischen Hamstern 70 Tage nach Injektion die-
ser Dosis hatte keine pathologischen Befunde erbracht *, Ver-
glichen wurden die 239Pu-Verte1‘1ungsprof1‘1e.nach Injektion von
4.26 + 10° Bq - kg™' und 2.96 - 10° Bq - kg "' 23%y-citrat 70
Tage nach der Nuklid-Injektion. Abb. 18 zeigt, daR sowohl nach
der hohen als auch nach der geringen Dosis die Verteilungspro-
file zum Teichten Dichtebereich verschoben sind.

3.4.1.4. Verteilungsprofile von 2341h nach Injektion einer

232Th—ha1t1gen 234Th—Nifrat—Lbsung

234 2

Durch Injektion einer Th-Nitrat-LOsung mit 32Th als Tra-
ger beim Chinesischen Hamster sollte eine Markierung des Reti-
culoendothelidren Systems der Leber erzielt werden. Der 234Thw
Gehalt der Leber betrug in allen Versuchen zwischen 60 und 75 %
der injizierten Dosis, ein deutlicher Hinweis darauf, daB das
Radionuklid in einer polymeren Form vorlag. Am 4. Tag nach Nu-
klTid-Injektion erhdlt man ein 234Th—Verte11ungsprofi1, dessen
Mediane Dichte (1.19) noch hoher ist als die des 239Pu am 4.
Tag (1.16), und das keinesfalls mit den Verteilungsprofilen der
Transurane am 70. Tag Ubereinstimmt (Abb. 19 und Tab. 23).

* An dieser Stelle méchte ich Herrn Prof. Dr. W. Hofmann,
Pathologisches Institut der Universitdt Heidelberg, fiir die
Durchfihrung der histologischen Untersuchungen herzlich

danken,
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3.4.2. Verteilungsprofile von Radionukliden und Enzymen im
Metrizamiddichtegradienten

239 241

3.4.2.1, Pu-,~ "Am- und Enzymverteilung

Die Verteilungsprofile der lysosomalen Enzyme stimmen nach
6-stindiger Zentrifugation bei beiden Tierspezies weitgehend
iberein (Abb. 20). Alle lysosomalen Enzyme sind im leichten
Dichtebereich Tokalisiert und zeigen eine deutlich bimodale Ver-
teilung mit Aktivitdtsmaxima um 1.12 und 1.06 (abgesehen von

der N-Acetyl-g-Glukosaminidase bei der Ratte). Sie sind damit
eindeutig von den Mitochondrien und dem Endoplasmatischen Re-
ticulum unterscheidbar, deren Markerenzyme Mediane Dichten von
1.15 - 1,20 aufweisen (Abb. 21, Tabelle 27). Auffallend ist

das breite und schlecht reproduzierbare Verteilungsprofil der
GDH bei der Ratte. Bei beiden Tierspezies haben die Verteilungs-
profile von 5'Nucleotidase und Saurer Phosphatase eine auffal-
lTende Khnlichkeit, lediglich das Aktivitatsmaximum um 1,06

ist bei der 5'Nucleotidase noch stdrker ausgepragt als bei der
Sauren Phosphatase. Eine Hemmung der unspezifischen, fluorid-
sensitiven Sauren Phosphatase mit NaF bei der 5'Nucleotidase-
Bestimmung (siehe Abb. 22) hat keinen entscheidenden EinfluB auf
die Verteilungskurve. Die Alkalische Phosphodiesterase-Aktivi-
tdt ist sehr breit lUber den gesamten Gradienten verteilt. Sie
unterscheidet sich bei beiden Spezies deutlich von der 5'Nucleo-
tidase. In den Abbildungen 23 und 24 sind die Verteilungsprofile
von 239Pu und 241Am im Vergleich zu denen der Sauren Phospha-
tase und GDH dargestellt. Radionuklide und Saure Phosphatase
zeigen zu friihen Zeiten nach Radionuklid-Injektion bei Ratte und
Hamster sehr dahnliche Verteilungsprofile und eine klare Dissozia-
tion yon Verteilungsprofil der GDH und Glukose-6-Phosphatase.

Am 70. Tag nach Nuklid-Injektion sind die Radionuklidprofile in
geringem MaRe und unsystematisch verdndert, die Unterschiede
239Pu bei der Ratte nicht eindeutig

lassen sich aber bis auf
statistisch sichern,
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Entgegen den Resultaten im Saccharosedichtegradienten bewirkt
eine Verldangerung der Zentrifugationszeit von 6 auf 16 Stunden
im Metrizamiddichtegradienten eine mehr oder weniger deutliche
Verdnderung der Verteilungsprofile (Abb. 25 - 27, Tab. 27). Bei
den lysosomalen Enzymen fiihrt dies (mit Ausnahme der N-Acetyl-
B-Glukosaminidase und des Kathepsin D bei der Ratte) zu einer
Abnahme des Enzymgehaltes in den letzten Teichten Fraktionen,
die eindeutig bimodale Verteilung bleibt jedoch bestehen. Bei
der Ratte werden die Leitenzyme der Plasmamembranen deutlich
zum schweren Dichtebereich verschoben., Das GDH-Profil ist bei
beiden Spezies verdndert, es erscheint jetzt auch Enzymaktivi-
tdt in den leichtesten Fraktionen. Der Laufzeiteffekt auf die
239Pu—Verteﬂung ist vergleichsweise gering (Abb. 28, Tab. 28).

3.4.2.2. Verteilung von 239Pu, 241Am und Enzymen im Metrizamid-

dichtegradienten unter dem EinfluB von Triton X-100

Die Zugabe von TX 100 zur ML-Fraktion vor der Zentrifugation
fiihrt auch im Metrizamidgradienten zur Unsedimentierbarkeit
der lysosomalen Enzyme. Einzige Ausnahme ist auch hier die N-
Acetyl-g-Glukosaminidase der Ratte (Abb. 29). Das Verteilungs-
profil dieses Enzyms wird unter dem EinfluB von TX 100 deutlich
in den schweren Dichtebereich verschoben. Aus Abb. 30 ist er-
sichtlich, daB das TX 100 in gewissem Grade auch die Vertei-
lungsprofile der anderen Markerenzyme beeintridchtigt. Allein
die Aktivitdatsverteilung der 5'Nucleotidase zeigt keinerlei

TX 100-Effekt. In auffallendem Gegensatz zur Ratte bewirkt TX-
Zugabe beim Hamster keine wesentliche Umverteilung der Nuklide
(Abb, 31 und 32).

3.4.2.3. Verteilung von 5?Fe im Metrizamiddichtegradienten in
Abhdngigkeit von der Zentrifugationszeit und unter dem
EinfluB von TX 100

59

Nach 6-stiindiger Zentrifugationszeit ist die Fe-Radioaktivi-

tdt mit einer Medianen Dichte von 1.144 beim Chinesischen Ham-
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ster und 1,153 bei der Ratte im leichteren Dichtebereich loka-
Tisiert (Abb. 33, Tab., 28). Beim Chinesischen Hamster ist be-
reits nach 6-stiindiger Zentrifugation ein kleiner 59Fe—Peak im
schweren Dichtebereich angedeutet, der durch die Verlangerung
der Zentrifugation auf 16 Stunden etwas verstiarkt wird. Die
Mediane Dichte erhdht sich entsprechend auf 1,161, Bei der Ratte
bewirkt die Ausdehnung der Laufzeit eine deutliche Verschiebung
von 59Fe in den schweren Dichtebereich, es resultiert ein bi-
modales Verteilungsmuster mit einer Medianen Dichte von 1,191.
Beim Chinesischen Hamster wurden die Verteilungsprofile von
59Fe-ebenso wie jene der Transurane durch die Zugabe von TX

100 nicht eindeutig verdandert. Bei beiden Spezies fihrt die
Verlangerung der Laufzeit zu einer Verschiebung in den schwere-
ren Dichtebereich, Ein ausgepragter TX 100 EinfluB ist nicht

zu erkennen., Im Gegensatz zu den Verhdltnissen bei den Trans-
uranen, hat TX 100 auch bei der Ratte im Falle des 59Fe keinen

wesentlichen Effekt.

3.4.3. Ergebnisse im Percolldichtegradienten

Die im Percolldichtegradienten erhaltenen Ergebnisse sind in
Tabelle 29 zusammengefaBt. Im Percoll-Gradienten ist es unter
bestimmten Bedingungen moglich, die Leitenzyme fiir perizellu-
ldre Membranen und Lysosomen besser voneinander zu unterschei-
den, als in Saccharose - und vor allem in Metrizamiddichtegra-
dienten. In unseren Versuchen erwiesen sich Percoll-Ausgangs-
dichten von 1.07 und 1.08 g/cm3 als gut geeignet zur deutlichen
Trennqu von lysosomaler Enzymaktivitat von jener der perizel-
Tuldren Membranen, Die Enzymverteilung wird durch ErhGhung der
Percoll-Ausgangsdichte von 1.07 auf 1,08 kaum beeinfluBt. In
beiden Percollgradienten weisen die lysosomalen Enzyme und die
Enzyme der perizelluldaren Membranen, ein eindeutig gegensinniges
Verhalten beziiglich ihrer Anreicherung in Dichtestufe I oder
ITI auf. Die Verteilung des 239Pu stimmt am 10, Tag mit jener
der lysosomalen Enzyme qualitativ insofern iberein, als

nur ein relativ kleiner Anteil in den leichten Fraktionen (Stu-
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felll) Tokalisiert ist. Im Gehalt in Stufe II unterscheidet sich
239Pu deutlich von N-Acetyl-g-Glukosaminidase und Kathepsin D,
Eine Korrelation mit 5'Nucleotidase oder Alkalischer Phospho-
diesterase ist in keiner Weise erkennbar. Analog zu den Ergeb-
nissen im Saccharosedichtegradienten (vgl. Abb. 6) nimmt der
239Pu-Geha]t im schweren Dichtebereich unabhdngig von der Per-
colT-Ausgangsdichte vom 10. zum 70. Tag linear ab, korrelijert
mit einer linearen Zunahme im leichten Dichtebereich. Eine
eindeutige Korrelation mit einer der beiden Enzymgruppen ist

am 70. Tag nicht mehr erkennbar.

3.5. Ergebnisse aus den Versuchen zur Lipidextraktion

239

Die Versuche zur Extraktion von Pu mit Lipiden brachten

folgende Ergebnisse (je ein Experiment):

Tage nach 239Pu-Geha1t (in %)
239Pu—Inj. im Lipidextrakt 1im Riickstand Ausbeute
4 5.0 95.0 88.2
10 5.5 - 94.5 76.2
10 4.3 95.7 83.2
70 4.9 95.1 99.4
70 10.1 89.9 72.2
239 . . _ . d . ch
Der Pu-Gehalt im Lipidextrakt- und Riickstand erwies sic

als unabhingig vom Zeitpunkt der Radionuklid-Injektion, die
Daten wurden daher vereinigt. Im Lipidextrakt waren 6 + 1 %,
im Rickstand 94 + 1 % des sedimentierbaren ML-Anteils.

3.6. Filtrierbarkeit von 23%py

Auch hinsichtlich der Filtrierbarkeit von 239Pu durch Millipore-

Filter war kein "Zeiteffekt" erkennbar (Tab. 30). Aus der ML-
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Fraktion waren ca. 80 % des Nuklids durch einen 1.2 um-Filter
und nur 10 - 15 % durch den 0.45 uym-Filter filtrierbar. Die ent-
sprechenden Werte flir die Gradientenfraktionen lagen bej 32 -

56 % fir 1.2 um - und zwischen 6 - 12 % fir 0.45 pm - Filter,
Der filtrierbare °2Fe-Anteil in der ML-Fraktion war im Falle

des 1.2 um-Filters dhnlich jenem des 239Pu, beim 0.45 uym=-Filter
jedoch deutlich hdher als 239Pu. Erwshnt sei, daB 70 - 80 %

des 59Fe in der Mikrosomenfraktion und im Cytosol selbst durch
ein 0.45 um-Filter filtrierbar waren. Die Ausbeuten lagen bej
diesen Versuchen bei iiber 90 % der eingesetzten Radionuklid-

aktivitdt.
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4, Diskussion

Die Hauptaufgabe der Arbeit bestand darin, den primdren Abla-
gerungsort fUr Plutonium in der Leberzelle zu definieren, und
den EinfluB der Zeit hierauf zu analysieren. Eine groRe Bedeutung
bei diesem Problem kam hierbei dem in der Einleitung beschrie-
benen Speziesunterschied und dessen Ursachen zu. Der Vergleich
von 239Pu mit 241Am sollte kldaren, inwieweit nuklidspezifische
Effekte vorliegen. Die Kombination mehrerer Gradientenmethoden
und Charakterisierung der Zellorganellen anhand von Leitenzymen
sollten eine eindeutige Zuordnung des 239Pu ermdglichen und
aufzeigen, ob Unterschiede beziiglich des Transuran-Bindungsortes
den Speziesunterschied bedingen. Eine mogliche Beteiligung des
Eisenspeichersystems bei der Transuranbindung wurde mit Hilfe
von 59Fe und stabilem Fe untersucht. Dabei ergaben sich interes-

sante Aspekte hinsichtlich des Eisenstoffwechsels.

Zundchst sollen die Ergebnisse der differentiellen Zentrifugation
und Dichtegradientenzentrifugation besprochen werden. In Uber-
einstimmung mit den von Boocock et al. (1970) sowie von Gruner
(Gruner, 1978) erhaltenen Daten fiir die Ratte erfolgt auch beim
Chin. Hamster eine rasche Aufnahme beider Radionuklide vom
Cytosol in die Partikuldrfraktion (Tab. 12 und 14),(vergl.auch
Winter und Seidel 1982). Wiahrend jedoch beim Chin.Hamster zu
keiner Zeit eine Nettoausscheidung der Nuklide aus der ML-Frak-
tion stattfindet, fd11t der Transurangehalt in der ML-Fraktion
bei der Ratte nach Erreichen eines Maximums wieder ab (Tab. 15
und 16, Gruner, 1978), moglicherweise ein Ausdruck der bereits
vonstatten gehenden Elimination der Transurane aus der Ratten-
lTeber. Bei beiden Spezies sedimentiert der groRte Teil der Radio-
nukTide mit der ML-Fraktion, der Transurangehalt in der Mikro-
somenfraktion und im Cytosol ist dagegen vernachldssigbar gering.
Die nachfolgend diskutierten Ergebnisse beschrinken sich daher
auf die Verhdltnisse in der ML-Fraktion.

Es wurden drei unterschiedliche Medien benutzt, die es ermdglichen
sollten, die Profile der Zellorganellen moglichst deutlich voneinan-
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der unterscheidbar zu machen. Bezliglich des Verhaltens der ein-
zelnen Leitenzyme traten hierbei keine solchen Speziesunter-
schiede auf, die im Hinblick auf das Hauptanliegen der Arbeit
ndher diskutiert werden miiBten. Es sei lediglich darauf hinge-
wiesen, daB in Ubereinstimmung mit den in der Einleitung erwdhn-
ten Befunden im Saccharosegradienten die Saure Phosphatase bei
beiden Tierspezies das "leichteste" Tysosomale Enzym ist, wohin-
gegen N-Acetyl-g-Glukosaminidase und Kathepsin D eine iiberein-
stimmende, signifikant hohere Mediane Dichte aufweisen. Alle
lysosomalen Enzyme zeigen eine deutliche TWR-Verschiebbarkeit
(Abb.3, Tab.22) und damit verbunden eine klare Dissoziation
von\den Verteilungsprofilen der Glukose-6-Phosphatase und GDH
(Abb.4), die beide durch TWR nicht beeinfluBbar sind. Sowoh]

in den Kontrollversuchen wie auch nach Behandlung mit TWR be-
stehen jedoch deutliche Uberlagerungen von lysosomaler Enzym-
aktivitat mit jener der perizelluldren Membranen, besonders im
Falle der Sauren Phosphatase und 5' Nucleotidase. Die Alkalische
Phosphodiesterase zeigt bedeutend weniger Ubereinstimmung mit
dem lysosomalen Leitenzym und ist auBerdem im Gegensatz zur 5°'
Nucleotidase nicht TWR-verschiebbar (Abb.5, Tab.22). Zusammen-
fassend kann man feststellen, daB im Saccharosegradienten durch
direkte Beeinflussung der Lysosomen mit TWR eine klare Trennung
von den Mitochondrien und dem ER erzielt wird. Uberlagerungen von
Lysosomen und Plasmamembranen bestehen bezliglich der 5'Nucleo-
tidase, bei der Alkalischen Phosphodiesterase sind sie weit weniger
ausgepragt.

Die Verwendung von Metrizamid als Gradientenmedium erlaubt eine
Trennung der Lysosomen von den Mitochondrien und dem ER, ohne
dabei auf die Zellorganellen direkten EinfluB nehmen zu miissen
(Wattiaux et al., 1978). Entgegen den Befunden von Wattiaux, der
eine Dissoziation der Enzymprofile nur nach Unterschichtung des
Metrizamidgradienten erzielte (Wattiaux et al., 1978), zeigen die
Abbildungen 1 und 2 eine gute Trennung der lysosomalen Enzyme

von der Glukose-6-Phosphatase und GDH auch nach Uberschichtung
des Gradienten. Die GDH besitzt im Metrizamid- und Saccharose-
gradienten d@hnliche Mediane Dichten (Tab.22 und 27), die mit den
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von Rickwood und Beaufay im Sucrosegradienten ermittelten Gleich-
gewichtsdichten fiir Lebermitochondrien gut libereinstimmen (Beaufay
und Berthet, 1963; Rickwood und Birnie, 1975). Verglichen mit dem
Saccharosegradienten weisen die Lysosomen im Metrizamidgradienten
eine erheblich geringere Dichte auf (Tab.22 und 27), was von
Rickwood mit einem Schwellen der Lysosomen im leicht hypotonischen
Medium begriindet wird (Rickwood und Birnie, 1975). Die ausge-
pragte bimodale Verteilung der lysosomalen Enzyme im Metrizamid-
gradienten mit einem mehr oder weniger betridchtlichen Enzymge-
halt in den leichtesten Fraktionen, kdnnte auf einer Freisetzung
von lysosomaler Enzymaktivitit beruhen. Inwieweit dies jedoch
wirklich der Fall ist, kann nach den vorliegenden Versuchen nicht
entschieden werden. Ein ebenfalls bimodales und die lysosomalen
Enzyme weitgehend lberlagerndes Verteilungsprofil, zeigt die 5'
Nucleotidase (Abb.21). Wie im Saccharosegradienten ist jedoch die
Ubereinstimmung von lysosomalen Enzymen mit der Alkalischen Phospho-
diesterase weniger ausgepridgt. Zusammenfassend ergibt sich, daB
durch die Verwendung des Metrizamidgradienten eine sehr gute
Trennung der Lysosomen von den Mitochondrien und dem Endoplas-
matischen Reticulum erzielt wird. Die Uberlagerung der lysosomalen
Enzyme mit jenen der Plasmamembranen, insbesondere der 5'Nucleo-
tidase, Tassen eine eindeutige Zuordnung zu Lysosomen oder peri-
zelluldren Membranen nicht zu.

Eine klare Trennung von Lysosomen und Plasmamembranen ist hin-
gegen im Percollgradienten mdoglich. Das Percoll-Medium soll
aufgrund seiner physiologischen Ionenstdrke, Isoosmolalitdt und
geringen Viskositdt die Sedimentations-Eigenschaften von Zell-
organellen nicht verdndern (Pertoft und Laurent, 1977). Die im
Percollgradienten erhaltene Gleichgewichtsdichte solite daher mit
der nativen Dichte eines Zellorganells ilibereinstimmen. Pertoft
beschrieb Gleichgewichtsdichten von 1.04 - 1.11 fir Rattenleber-
lysosomen und 1.02 - 1.03 fiir Rattenleberplasmamembranen. w1e

Tab. 29 zeigt, weisen 80 - 90% der Lysosomen aus der Chin. Hamster-
lTeber eine Gleichgewichtsdichte von 1.08 oder hoher auf, wogegen
90% der Plasmamembranen liber eine Gleichgewichtsdichte von hoch-
stens 1.07 verfigen. Die Verwendung von Percollgradienten geeigneter
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Ausgangsdichte erlaubt somit eine klare Trennung der Lysosomen

von den perizellularen Membranen.

Die subzelluldre Verteilung von 59Fe stimmt im wesentlichen mit
der von stabilem Fe iliberein (Tab.17 und 18). Auch Deter und
Thiers fanden ca. 50% des stabilen Eisens im Cytosol und 10 - 15%
in der ML-Fraktion (Deter,1975; Thiers und Vallee, 1957). Auch
im Saccharosegradienten ergaben sich keine grundsdtzlichen Unter-
schiede hinsichtlich der Verteilung der beiden Eisenisotope
(Abb.15). Demnach kann man wohl davon ausgehen, daB durch das

Fe eine ausreichende Markierung der Eisenspeicher erfolgt. Die
durch Verldngerung der Zentrifugationszeit verschiebbare 59Fem
Radioaktivitdt repridsentiert den Nuklid-Anteil, der vermutlich
an "freies" Ferritin (weder lysosomal- noch ER- assoziiert) ge-
bunden ist. Darliberhinaus ist bei beiden Tierspezies eine zweite
59Fe-=b1'ndende Komponente nachweisbar, bei welcher es sich ver-
mutlich um Lysosomen handelt, was die TWR-Verschiebbarkeit beim
Chin.Hamster eindeutig demonstriert (Abb.16, Tab.23). De Duve
und Beaufay schitzen, daP etwa 10% des Zell-Ferritins in Lysosomen
gebunden sind, und der groBte Anteil des verbleibenden Ferritins
sich im Cytosol befindet (De Duve und Beaufay, 1957). Peters konnte
in Lysosomen eindeutig Ferritin und Hamosiderin nachweisen (Peters
und Seymour, 1976) und auch Essner beschrieb Ferritin in Saure
Phosphatase - aktiven "Residual Bodies" (Essner und Novikoff,
1960). Bradford zufolge Tiegt ein GroBteil des Speichereisens der
Rattenleber als Himosiderin und Ferritin in sekunddren Lysosomen
vor, welches dann zum Teil iiber die Galle ausgeschieden wird
(Bradford et al., 1969). Auch im Metrizamidgradienten besteht eine
deutliche Khnlichkeit zwischen den Verteilungsprofilen der lyso-
somalen Enzyme und jener des 59Fe. Wie im Saccharosegradienten
ist auch im Metrizamidgradienten eine weitere Eisenbindungskompo-
nente nachweisbar, welche durch Verlangerung der Zentrifugations-
zeit eine deutliche Verschiebung erfdahrt (Abb.33, Tab.28). Durch
die Kombination der soeben beschriebenen Verfahren sollte es also
moglich sein, eine Bindung des Plutoniums an die verschiedenen
Zellorganellen, bzw. an Eisenbindungskomponenten, eindeutig zu be-

stimmen.
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239Pu in der Partikularfraktion wurde

Die initiale Bindung des
bei der Ratte am 10.Tag, beim Chin.Hamster am 4.Tag nach Nuklid-
Injektion untersucht. Bei beiden Tierspezies zeigt das 239Pu iber-
einstimmend mit den Lysosomen eine ausgeprdgte TWR-Verschiebbar-
keit, verbunden mit einer klaren Dissoziation von den Mitochon-
drien und dem Endoplasmatischen Reticulum (Abb.4 und 8). Auch

im Metrizamidgradienten stimmt das 239Pu—Prof11 mit jenen der
lysosomalen Enzyme liberein, wobei ebenfalls eine deutliche Tren-
nung von den Mitochondrien und dem ER erzielt wurde (Abb.20-23).
Damit ist gezeigt, daB auch ohne direkte EinfluBnahme auf die
Eigenschaften der Lysosomen mit TWR eine Ubereinstimmung von
Plutonium- und Lysosomenverteilung besteht, und entgegen den Aus-
flihrungen von Pépin (Pé&pin und Boudene, 1974) eine Plutonium-
bindung an Mitochondrien ausgeschlossen werden kann. Auch das
Endoplasmatische Reticulum ist an der Transuranbindung nicht be-
teiligt. Die Verldngerung der Zentrifugationszeit hat keinen Ein-
fluR auf die 239Pu—Verte1’1ung (Tab.23), somit kommt eine Assozia-
tion an nicht-lysosomales Ferritin nicht in Betracht. Eine be-
deutende Rolle der Plasmamembranen bei der Transuranbindung kann
aus mehreren Griinden verneint werden. Eine Anreicherung des

Nuklids in isolierten Plasmamembranfraktionen konnte nicht be-
obachtet werden (Seidel, unverdffentlichte Ergebnisse). Auch

Gurney konnte keine 239Pu—Assoziation an Plasmamembranen bei der
Ratte nachweisen (Gurney and Taylor, 1975). Im Saccharosegradienten
Tiegen deutliche Unterschiede zwischen den Verteilungsprofilen
von Leitenzymen der perizelluldren Membranen und jenem des 239Pu
vor, besonders im Hinblick auf die Alkalische Phosphodiesterase.
Die von Gruner und Winter (Gruner et al., 1981; Winter und Seidel,
1982) beschriebene Assoziation von Plutonium an Lysosomen konnte
somit sowohl im Saccharosegradienten unter Verwendung von TWR,

als auch im Metrizamidgradienten fiir die Ratte bestatigt werden
und ist auch im Fall des Chinesischen Hamsters die.wahrscheinlich-
ste SchluBfolgerung aus unseren Befunden. Dies steht auch in Ein-
klang mit den Befunden von Boocock und Popplewell, die eine lyso-
239Pu, 241 244
der Rattenleber postulierten (Boocock et al., 1970; Popplewell et
al., 1971). James und Rowden konnten 241 Pu durch elektronenmikro-
skopische Autoradiographie in Lysosomen-dhnlichen Strukturen nach-

somale Assoziation fir die Transurane Am und Cm in
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weisen (James und Rowden, 1969). Auch fiir 67Ga wurde lysosomale

Assoziation beschrieben (Aulbert und Haubold, 1974; Hammersley
und Taylor, 1979; Samezima -und Orii, 1980).

Unter dem EinfluB der Zeit treten jedoch deutliche Speziesunter-
schiede beziiglich der Verteilung der Transurane auf. Bei der

239Pu auch

Ratte bleibt die initiale, lysosomale Assoziation des
zu spaten Zeiten nach Nuklid-Injektion (> 70 Tage) weitgehend er-
halten (Abb.8 und 23). Die zu diesen Zeitpunkten etwas vermin-
derte TWR-BeeinfluBbarkeit der Transuran-Profile kdonnte in einer
reduzierten Phagozytoseaktivitdt der Radionuklid-haltigen, sgggn—
Pu-

Profil sowohl im Saccharose-, als auch im Percollgradienten eine

ddren Lysosomen begriindet sein. Beim Chin.Hamster zeigt das

mit fortschreitender Zeit linear erfolgende Dichteverminderung,
welche im Saccharosegradienten zu einer deutlichen Dissoziation

von den lysoscomalen Enzymen fiithrt (Abb.3 und 8). Eine eindeutige
Zuordnung des Radionuklids zu einem Zellorganell ist nicht mehr
moglich, Eine Bindung an "freies" Ferritin oder sonstige Eisen-
speicherproteine kann aus mehreren Griinden ausgeschlossen werden:
1. Die Verldngerung der Zentrifugationszeit Ubt keinen Effekt auf
die 239Pu—Verteﬂung aus (Tab.23). 2. Der 239py-Gehalt im Cytosol
betrdagt etwa 3%, jener des stabilen Fe und 59Fe etwa 50% (Tab.1l2
und 17). 3. Das 59Fe im Cytosol ist zu rund 80% durch ein 0.45 um -
239Pu der ML-Fraktion nur zu etwa 10 - 15%
(Tab.30). Daraus ergeben sich jedoch zwei wichtige Gesichtspunkte,
239Pu-bindenden Zell-
bestandteils fiihren. Fiir das Eisen wird im Cytosol eine Bindung

an Ferritin angenommen (Beaufay und Berthet, 1963; Beaufay et al.,
1959), welches als sehr groBes Proteinmolekil mit einem Molekular-
gewicht von 450 000 - 850 000 (Bruenger et al., 1971) bei der
differentiellen Zentrifugation groBtenteils unsedimentierbar ist.
239Pu mit der ML-Fraktion.
Das 0.45 um-Filter sollte fir Proteine gut passierbar sein, was die
Filtrierbarkeit des 59Fe im Cytosol auch deutlich beweist. Das
239Pu ist durch das 0.45 pym-Filter kaum filtrierbar. Diese Er-
gebnisse legen den SchluB nahe, daB das 239

ten nach Nuklid-Injektion mit groBter Wahrscheinlichkeit mit

Filter filtrierbar, das

die zu einer groben GroBeneinschdtzung des

Demgegeniiber sedimentieren nahezu 100% des

Pu auch zu spdten Zei-
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einem Partikel assoziiert 1st,'das zumindest anndhernd die Grofe
von Zellorganellen besitzt.

Es erhebt sich nun die Frage nach der Natur dieser Zellkompo-
nente, an welche zu spdten Zeiten die Transurane beim Chinesischen
Hamster gebunden sind., Denkbar widre ein Transfer von den Lysosomen
zu einem anderen Zellorganell. Mitochondrien und Endoplasmatisches
Reticulum kommen hierfiir nicht in Betracht, da das 239Pu—Prof1]
sowohl 1im Metrizamid-, als auch im Saccharosegradienten (ohne
TWR-Behandlung!) eine klare Dissoziation von der GDH und Glukose-
6-Phosphatase aufweist (Abb.4,8,21,23; Tab.22,23,27,28). Peroxiso-
men besitzen im Metrizamid- und Sucrosegradienten eine Gleichge-
wichtsdichte von 1.20 - 1.25 g/cm° (Wattiaux et al., 1978;
Leighton et al., 1968). Ein Transfer des 239Pu an diese Organel-
Ten ist somit ebenfalls auszuschlieBen. Die Plasmamembranen

zeigen im Saccharose- und Metrizamidgradienten deutliche Uber-
lagerungen mit dem 2°2pu-Profil (Abb.5,8,22,23 Tab.22,23,27,28).
Einem Transfer des Radionuklids an Plasmamembranen widersprechen
jedoch eindeutig die Ergebnisse im Percollgradienten (Tab.29),

die zu keiner Zeit eine Korrelation zwischen 239Pu und den Plasma-
membran-Leitenzymen erkennen Tassen. Eine Beteiligung des Golgi-
Komplexes an der Transuranbindung ist ebenfalls duRerst unwahr-
scheinlich, da sowohl die 5'Nucleotidase, wie auch die Glukose-
6-Phosphatase als Konstituenten des Golgi-Komplexes nachgewiesen
sind (Whaley, 1975), und wie oben ausgefliihrt, mit diesen Enzymen
keine Ubereinstimmung besteht.

Moglich wdre auch ein unspezifischer Effekt aufgrund radiogener
Schddigung der Lysosomen, bzw. der Transuran-haltigen Leberzellen
durch das 239Pu. Der Vergleich zweier um den Faktor 100 verschie-
dener 239Pu—Dosen erbrachte keinen Unterschied beziiglich der
Nuklid-Verteilung (Abb.18). Daraus ergibt sich, daB die Verschie-
bung des Transuran-Profils in den leichten Dichtebereich im Sucrose-
gradienten nicht als Folge eines Dosis-Artefaktes gedeutet werden
kann., Huterer beobachtete bei Ratten, daR TWR von den Hepatozyten

in die Kupfferzellen transportiert wird, und schloB daraus auf eine




44

Umverteilung von lysosomalem Material von Parenchymzellen in
Kupfferzellen (Huterer et al., 1975). Auch aus einer solchen Um-
verteilung konnte eine Dichtednderung resultieren, wenn man von
einer "Heterogenitdt der Eigenschaften" von Lysosomen in Paren-
chym- und Nichtparenchymzellen ausgeht. Das Verteilungsprofil von
kolloidalem 23%Th, fiir welches eine Bindung an RES-Zellen als
duBerst wahrscheinlich angenommen werden kann (Arborgh et al.,
1974, konnten durch elektronenmikroskopische Untersuchungen
kolloidales Thoriumdioxid im RES nachweisen), ist mit dem Ver-
teilungsprofil des 239Pu am 70. Tag keinesfalls identisch, oder
auch nur anndhernd dhnlich (Abb.19). Ein Transfer in Kupfferzellen
als Ursache der Dichteverminderung ist somit ebenfalls auszu-
schlieBen. Im Gegensatz zur Rattenleber werden in Hamsterleber-
und Fibroblastenlysosomen hdufig Lipide gespeichert (Warburton
und Wynn, 1977; Nehemiah und Novikoff, 1974). Dementsprechend
wdre auch ein Transfer des 239Pu an Lipide denkbar. Bulman konnte
‘in vitro' Pu , Am und Cm mit Phospholipiden aus Citrat- und
Transferrinkomplexen extrahieren (Bulman und Griffin, 1978). Eine
Extraktion des 239Pu mit Lipiden war zu keiner Zeit moglich, so
daB eine Bindung des Radionuklids an Lipide als nicht sehr wahr-
scheinlich angesehen werden kann (siehe 3.5). Der Vergleich mit
241Am zeigt, daB sowohl bezliglich der subzelluldren Verteilung,
als auch des Verhaltens in den Dichtegradienten, keine statistisch
nachweisbaren Unterschiede zwischen Plutonium und Americium be-
stehen (Abb.6-9, 23,24; Tab.12,14,23,28). Auch Hafnium zeigt im
Saccharosegradienten ein mit den beiden Transuranen identisches
Verhalten (Winter et al., unverdffentlicht). Dies zeigt, daB dem
"Zeiteffekt" beim Chin.Hamster auch kein nuklid-spezifisches Ver-
239Pu zugrunde liegt, sondern daf es sich um ein all-

halten des
gemeines Phanomen handelt.

Ausgehend von der oben getroffenen Feststellung einer initialen
Bindung des 239Pu in Lysosomen der Chin.Hamsterleber erhebt sich
die Frage, ob die Nuklide nicht auch zu spdten Zeiten an lysoso-
male Partikel gebunden sind, die aufgrund moglicher Verdnderungen
nicht mehr "typischen" Lysosomen entsprechen. Das 239Pu—Profi1
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zeigt in der Tat im Metrizamid- und Percollgradienten deutliche
Uberlagerungen mit den Lysosomen (Abb.20,23; Tab.27-29). Dies"
steht allerdings eindeutig im Widerspruch zu den Ergebnissen im
Saccharosegradienten, wo eine klare Dissoziation zwischen Trans-
uranen und Lysosomen besteht. Diese Diskrepanz kdnnte eventuell
durch die folgende Hypothese erkldrt werden: In den weitgehend
isoosmolaren Metrizamid- und Percollgradienten zeigen die Lysosomen
ihre native Gleichgewichtsdichte und entsprechend ihrer Assoziation
mit Transuranen Ubereinstimmung der Enzym- und Radionuklidprofile.
Im stark hyperosmolaren Saccharosegradienten "schrumpfen" die
Lysosomen und sind daher zundchst mitsamt den Transuranen zu hoheren
Dichten verschoben. Im Verlaufe ihres Alterungsprozesses werden

die Transuran-haltigen sekunddaren Lysosomen zunehmend osmotisch
resistenter, moglicherweise infolge verstdrkter Lipidspeicherung.
Nach Milsom resultiert aus einer erhohten Lipidspeicherung eine
groBere osmotische Resistenz der Lysosomenmembran (Milsom und Wynn,
1973). Die zunehmende osmotische Resistenz bewirkt nun im hyper-
osmolaren Saccharosegradienten eine kontinuierliche Verminderung
der Gleichgewichtsdichte. Damit einhergehend verringert sich mog-
Ticherweise auch die Phagozytoseaktivitdt der alternden Lysosomen
und ihre Bereitschaft, mit primdren Lysosomen zu fusionieren.

Fir den Ablauf eines solchen Prozesses spricht die kontinuierlich
nachlassende TWR-Verschiebbarkeit. Im Verlaufe des Alterungspro-
zesses degenerieren diese Telolysosomen immer mehr, bis sie sich,
unter Verlust ihrer Enzymaktivitdt,in die von De Duve beschriebe-
nen Postlysosomen, nahezu v6llig inerte Restkdrper, umgewandelt
haben (De Duve und Wattiaux, 1966).

Ein Verlust der Enzymaktivitat ist allerdings nur dann moglich,

wenn die Telolysosomen nicht mehr mit primaren,’oder hydrolase-
aktiven sekunddren Lysosomen fusionieren konnen. Dies steht in ein-
deutigem Widerspruch zu den von Schellens beschriebenen Befunden,
wonach experimentell erzeugte "Residual Bodies" in der Mduseleber

- mit funktionell jlngeren Lysosomen fusionieren (Schellens, 1974).
Demnach miissten zwischen den Hamsterspezies und den Muriden tief-
greifende Unterschiede beziiglich des Lysosomenmetabolismus bestehen,
die ‘auch durch andere Ergebnisse bestdtigt werden. Dazu gehdrt die
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bereits erwdhnte Fettspeicherung in Hamsterlysosomen, die bei den
Muriden nicht beobachtet wurde. Auch beziiglich der Elimination von
unverdaulichen Restkdrpern aus der Leber, z.B. Schwermetallen oder
Detergentien, nehmen die Muriden eine Sonderstellung ein, denn
nicht nur die Transurane, sondern auch andere Schwermetalle werden
rasch eliminiert. So erfolgt z.B. die Exkretion von Blei bei der
Ratte 50 mal schneller als beim Hund (Klaasen und Shoeman, 1974).
Hanke konnte e1ektronenm1kroskbpisch zeigen, daB TWR sehr rasch
aus der Rattenleber eliminiert wird (Hanke, 1977), wohingegen
Schmid beim Chinesischen Hamster eine Zunahme der Tritosomen-

zahl und ihrer Fldche beobachtete (Schmid, 1980). Diese Befunde
decken sich mit den Abb.10 und 11. Beim Chin.Hamster sind selbst
24 Tage nach TWR-Injektion alle 1ysosoma1en Enzyme noch vollig im
lTeichten Dichtebereich lokalisiert, die Medianen Dichten nach

4 und 24 Tagen TWR sind praktisch identisch (Tab.22). Bei der
Ratte dagegen weisen die lysosomalen Enzyme zwar noch einen TWR-
Effekt auf, jedoch ist dieser im Vergleich zum 4-Tage-TWR-Versuch
weit weniger ausgeprdgt. Seidel (Seidel, unverdffentlichte Ergeb-
nisse) konnte zeigen, daB selbst nach 60 Tagen TWR beim Chin.Hamster
im Gegensatz zur Ratte nur ein geringfligiger Riickgang des TWR-
Effektes festzustellen ist. Daraus resulitiert allerdings, daB ent-
gegen der vorher gemachten Annahme, eine Fusion der als "Residual
Bodies" anzusehenden Tritosomen mit primdren Lysosomen erfolgt.Es
ist bekannt, daB TWR die Eigenschaften von Lysosomen verandert
(Wattiaux et al., 1963; Trout und Viles, 1979; Henning und Plattner,
1975), vermutlich infolge des TWR-Einflusses auf die Lysosomenmem-
bran. Moglicherweise ist das Fusionsvermdogen der Hamsterlebertri-
tosomen durch TWR induziert. Diese Beispiele legen es nahe, daB
zwischen Chin.,Hamsterleber und Rattenleber profunde Unterschiede
beziiglich des Lysosomenmetabolismus bestehen, und unterstiitzen da-
mit die Hypothese, daR das 239Pu bei beiden Tierspezies auch zu
spdteren Zeiten in Lysosomen, bzw. deren Folgekdrpern, lokalisiert
ist. Der beobachtete Speziesunterschied wdre somit im unterschied-
lichen Lysosomenmetabolismus begriindet.

Prinzipiell denkbar, wenn auch unwahrscheinlich, ist die Moglich-
keit, daB die Obereinstimmung von lysosomalen Enzymen und 239Pu
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im Metrizamid- und Percollgradienten nur zufallsbedingt ist, und
aus dhnlichen Dichten von Lysosomen und Nuklid-bindendem Zell-
organell resultiert., Dies wiirde eine lysosomale Assoziation vor-
tduschen, die 'in vivo' nicht besteht. Lediglich im Saccharose-
gradienten zeigen die Lysosomen aufgrund ihrer osmotischen Eigen-

schaften eine klare Dissoziation vom 239

Pu-bindenden Zellpartikel.

Die kontinuierliche "Dichteverminderung" des Nuklid-bindenden Zell-
bestandteils im Saccharose- und Percollgradienten kdnnte somit ein

Ausdruck der Umverteilung des Nuklids von den Lysosomen an ein

durch unsere Methoden nicht identifizierbares Zellorganell sein.

AbschlieBend seien noch kurz einige andere Aspekte dieser Arbeit
angesprochen,

Diese betreffen in erster Linie die Selektivitdt von Leitenzymen.
So zeigt die 5'Nucleotidase in Ubereinstimmung mit anderen Autoren
(Wattiaux et al., 1978; Gruner, 1978; Winter, 1980) eine ausge-
pragte TWR-Verschiebbarkeit (Abb.4, Tab.22). Ein EinfluB einer un-
spezifischen Sauren Phosphatase kann hierbei ausgeschlossen werden,
da eine Hemmung mit NaF (Hibscher und West, 1965) keine signifi-
kante Anderung des Verteilungsprofils erbringt (Abb.5). Die TWR-
Verschiebbarkeit der 5'Nucleotidase konnte in der von vielen
Autoren beschriebenen 5'Nucleotidase-Aktivitat der Lysosomenmembran
begriindet sein (Wattiaux et al., 1978; Pletsch und Coffey, 1972;
Widnell, 1972). Bemerkenswert hierbei ist, daB die Alkalische
Phosphodiesterase keinen statistisch nachweisbaren TWR-Effekt zeigt
(Tab.22; Abb.5). Das unterschiedliche Verhalten der beiden Plasma-
membran-Leitenzyme konnte auf einer Heterogenitdt der Plasmamembra-
nen beruhen, wie sie z.B. von Toda beschrieben wurde (Toda et al.,
1975). Die moglichen Griinde flir das unterschiedliche Verhalten der
beiden Enzyme zu suchen, wiirde den Rahmen der vorliegenden Arbeit
ibersteigen. Es wird daraus jedoch deutlich, daB die Selektivitdt
der 5'Nucleotidase kritisch geprift werden sollte,und daf die Hin-
zunahme eines weiteren Leitenzyms zur Organellcharakterisierung
dringend angezeigt ist.
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Auch beziiglich des Verhaltens der lysosomalen Enzyme ergaben

sich deutliche Unterschiede. So ist die Saure Phosphatase bei
beiden Tierspezies nicht nur das "leichteste" lysosomale Enzym,
dariiberhinaus zeigt sie auch die geringste TWR-Verschiebbarkeit.
Den ausgeprdgtestenTWR-Effekt weist das Kathepsin D auf. Die unter-
schiedliche TWR-BeeinfluBbarkeit der lysosomalen Enzyme beruht
moglicherweise auf einer Selektivitdt einzelner Lysosomenpopula-
tionen fiir bestimmte Substrate, wie sie z.B. von Davies flr die
Rattenleber beschrieben wurde (Davies, 1973). Ein von allen
anderen lysosomalen Enzymen deutlich verschiedenes Verhalten
zeigt auch die N-Acetyl-g-Glukosaminidase bei der Ratte (Abb.20
und 25, Tab.27). Dies kommt vor allem in der Reaktion auf TX 100
zum Ausdruck (Abb.29). Das Verhalten der N-Acetyl-g-Glukosamini-
dase auf TX 100-Behandlung legt den Schluf nahe, daB dieses Enzym
eine von den anderen lysosomalen Enzymen unterschiedliche Bindung
in den Rattenleberlysosomen aufweist. Wesentlich ist jedoch die
aus diesem Verhalten resultierende wichtige Erkenntnis, daB die
lysosomale Lokalisation einer Substanz nicht zwangslaufig eine
Freisetzbarkeit durch TX 100 zur Folge haben muB. Aus diesen Er-
gebnissen wird deutlich, daB fiir eine genaue Lysosomencharakteri-
sierung die Bestimmung mehrerer Leitenzyme unbedingt erforderlich
ist.

Aucheinige Aspekte hinsichtlich der benutzten Gradientenmedien
seien erwdhnt. Vor- und Nachteile der Triton WR1339-Methode zu-
sammen mit Saccharosegradienten wurden bei Gruner und Winter
(Gruner, 1978; Winter, 1980) bereits ausfiihrlich diskutiert,hierauf
soll nicht mehr ndher eingegangen werden. Das Metrizamid erlaubt
eine klare Trennung der Lysosomen von den Mitochondrien und dem
Endoplasmatischen Reticulum, ohne direkte Beeinflussung der Zell-
organellen. Zur prdparativen Lysosomenisolation ist diese Methode
Jedoch nicht ohne weiteres geeignet, da starke Uberlagerungen von
Lysosomen und Plasmamembranen bestehen. Unbedingt erwdhnenswert
ist auch die schlechte Reproduzierbarkeit der GDH-Profile bei der
Ratte, und die Verdnderung ihrer Profile bei Verldngerung der
Zentrifugationszeit. Dies, sowie der betrachtliche Anteil 1lysoso-
maler Enzymaktivitdat in den leichtesten Gradientenfraktionen geben
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Hinweise auf eine im Metrizamidgradienten erfolgende Verdnderung,
moglicherweise sogar Schiadigung der Zellorganellen, die eine vor-
sichtige Interpretation der Resultate im Metrizamidgradienten

nahelegen.

Durch Verwendung des Percollgradienten ist es mdglich, Partikel
sehr dhnlicher Dichten zu trennen. Die Separation von Zellorga-
nellen kann mit sehr kurzen Zentrifugationszeiten von wenigen Mi-
nuten erzielt werden. Dies bedeutet, verglichen mit der 4-stiindigen
Laufzeit im Saccharose- und der 6-stiindigen im Metrizamidgradienten,
eine ausgesprochen schonende Isolierungsmethode fiir die Organellen.
Ein groBer Vorteil bei der Anwendung des Percolls besteht auch
darin, daB die sich im Verlaufe der Zentrifugation selbst bildenden
Dichtegradienten, vol1lig unabhdngig von der Ausgangsdichte, unter
konstanten Bedingungen nahezu parallelen Verlauf aufweisen

(Pertoft et al., 1978).

Zum AbschluB seien noch einige Anmerkungen zur 59Fe—Retention ge-

stattet. Die Verteilung und Retention von 59Fe in Organen von Ratte,
Maus, Chinesischem und Syrischem Hamster zeigte, da zwischen
Transuranen und 59Fe insofern kein einfacher, direkter Zusammen-
hang besteht, als der fiir die Transurane typische Speziesunter-
schied beim °?Fe nicht beobachtet werden konnte (Tab.4 bis 12).

Es ergaben sich jedoch interessante Hinweise auf einen Spezies-
unterschied zwischen Muriden und Hamstern beziiglich des Eisen-
stoffwechsels. Bei den Muriden nimmt der 59Fe-Geha1t der Milz

stark zu, wohingegen bei den Hamsterspezies keine statistisch nach-
weisbare Anderung erfolgt. Eine Diskussion dieses Befundes ist

allerdings im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht moglich.

Zusammenfassend 1dBt sich der Transuran-Metabolismus bei Ratte
und Chin.Hamster durch folgende Modelle veranschaulichen: Das
Transuran wird im Blut an Proteine gebunden zur Leberzelle trans-
portiert und dort vermutlich iiber einen Endocytoseprozess in die
Leberzellen aufgenommen. Die Transuran-haltigen Phagosomen fusio-
nieren mit primdren Lysosomen. Bei der Ratte werden die Radionu-
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klide in den sekunddren Lysosomen wahrscheinlich durch einen
Exocytoseprozess hauptsdchlich liber die Galle ausgeschieden.

Nicht ganz so eindeutig ist das Schicksal der Transurane beim
Chin.Hamster. Eine Elimination iliber die Galle findet nicht statt.
Nach unserer Meinung hat gegenwdrtig das Modell die groBRte Wahr-
scheinlichkeit, wonach die transuranhaltigen sekunddren Lysosomen
unter allmahlichem Enzymverlust im Verlaufe der Zeit inerte Rest-
korper bilden, die als Postlysosomen in der Leberzelle gespeichert

werden.
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5. Zusammenfassung und SchluBfolgerung

. . . v e 239
1. Die Retention von intravends injiziertem,monomerem 3 Pu-,

241Am- und 59Fe—C1’trat wurde in Ratte, Maus, Syrischem und
Chinesischem Hamster bis zum 180. Tag nach Injektion untersucht.
Die bereits friher bekannten Speziesunterschiede in der Aus-
scheidungsrate von Transuranen aus der Leber wurden bestdtigt.
Es wurden keine, diesen Speziesunterschieden analoge Unterschie-

de in der Retention von 59Fe beobachtet.

2. Die subzelluldre Verteilung der Nuklide wurde in der Leber
von Ratte und Chinesischem Hamster durch Analyse der ML-Frak-
tion entsprechender Homogenate mittels Saccharose-, Metrizamid-
und Percoll-Dichtegradienten fiir Zeitpunkte zwischen 4 und

180 Tagen nach Nuklid-Injektion untersucht. Die Transurane

werden beij beiden Spezies mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit
innerhalb der ersten Tage in die Lysosomen transportiert. Dort
finden sich nach 4 bis 10 Tagen etwa 90% der gesamten Radio-
aktivitdtsmenge in der Leber. Bei der Ratte ergaben sich keine
Hinweise fiir eine wesentliche Umverteilung der Nuklide zu
spateren Zeitpunkten. Sowohl im Saccharose-, als auch im Percoll-
gradienten, trat bei Chinesischen Hamstern mit fortschreitender
Zeit eine Verminderung der Gleichgewichtsdichte bei den Trans-
uranen auf. Derartige Phdnomene wurden andererseits im Metrizamid-
gradienten nicht beobachtet. Es konnte aber auch keine Bindung

an andere, von uns in Betracht gezogene Organellen nachgewiesen
werden. Ferner ist es sehr unwahrscheinlich, daB dieser Dichte-
verminderung eine Umverteilung der Transurane von den Hepatocyten
in RES-Zellen zugrunde liegt. Als zwar keinesfalls gesicherte,
gegenwdrtig aber wahrscheinlichste Hypothese kdnnte angenommen
werden, daB jene Lysosomen in der Chin.Hamsterleber, in welche
die Transurane zundchst abgelagert wurden, sich im Laufe der
Zeit verdndern und zu inerten Telolysosomen umwandeln.

59Fe-Stoffwechse] unterscheidet sich deut-

59Fe wird das subzellulédre

3. Der subzellulédre
Tich von jenem der Transurane. Durch
Verhalten des stabilen Eisens zuverldssig erfaft. In den Lysosomen
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befinden sich hdchstens 20% des gesamten Zelleisens.

4. Die Effekte von TWR auf die lysosomale Dichte sind bei
der Ratte innerhalb von 24 Tagen teilweise reversibel, beim

Chinesischen Hamster jedoch nicht.

5. Die von uns erhaltenen Befunde sprechen insgesamt fir
wesentliche Unterschiede beziiglich der Speicherung von Schwer-
metallen in Leberlysosomen zwischen Ratten und Chinesischen
Hamstern. Sie weisen auf Unterschiede im biologischen Schick-
sal dieser Lysosomen hin, welche moglicherweise die Spezies-
unterschiede hinsichtlich der Geschwindigkeit der Schwer-

metallausscheidung aus der Leber verursachen.
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7. Tabellen und Abbildungen




Tabelle 1 Bedingungen

Enzym Probe-

menge
(ul)

Saure 100

Phosphatase

5' Nucleo- 100

tidase

Glukose-6- 100

Phosphatase

N-Acetyt-8-

Glukosaminidase 100,1:2 verd.

Alk.Phospho-
diesterase

Kathepsin D 100

Nadhere Erldauterungen siehe

bei

100,1:101 verd.

Puffermenge

1ml + 10 ul TX 100

1 ml + 10 w1 TX 100

1ml + 10 ul TX 100

500 ul

500 i

100 w1

2.4.

Substrat- Reaktions- Reaktions-

menge

(ul)
100

100

100

100

100

100

Enzymbestimmungen

temperatur

%

25

25

25

37

37

37

zeit

Min.

20

20

Ratte:20

Ch.Hamster:15

15

15

60

Stopp-
reagenz-
menge ul

200

200

200

500

500

1.9

den Enzymbestimmungen nach differentieller Zentrifugation

Aufarbeitung

500 ul Uberstand
zur Phosphatbestimmung

500 ul Uberstand
zur Phosphatbestimmung

500 ul1 Uberstand
zur Phosphatbestimmung

500 w1l Uberstand

+ 2.5 ml NaHCO3

1 ml Uberstand
+ 2.5 ml Kupferreagenz
+ 250 ul Folin-Reagenz

Messung
bei Wel-
Tenlange A

(nm)
660

660

660

12°]

400

400

500




Tabelle 2: Bedingungen bei den Enzymbestimmungen in den Dichtegradientenfraktionen

Enzym Probe- Puffermenge - Substrat- Inkuba- Inkuba- Stopp- Aufarbeitung Messung
menge menge tions- tions- reagenz- bei Wel-
tempera-  zeit menge lenldnge A
tug
ul ul C Min. ul nm
Saure 1 ml Oberstand 660
Phosphatase 200 1 ml + 10 ul TX 100 100 25 60 200 zur Phosphatbestimmung
5 'Nucleo- 200 1ml + 10yl TX 100 100 25 60 200 1 ml Uberstand 660
tidase zur Phosphatbestimmung
(o)}
Glukose-6- 200 1 ml + 10l TX 100 100 25 Ratte:60 200 1 ml Oberstand 660
Phosphatase _ Ch.Hamster:30 zur Phosphatbestimmung
N-Acetyl-B 100 500 ui 100 37 20 500 500 ul Oberstand ' 400
Glukosaminidase + 2.5 ml NaHCO3
Alk.Phospho- 100 500 Wl 100 37 20 500 - 400
diesterase Ratte:1:21 verd.
Ch.Hamster: .
1:6 verd.
Kathepsin D 200 100 ul 100 37 60 1.9 1 Oberstand

I1m

+ 2.5 ml Kupferreagenz

+ 0.25 ml Folin-Reagenz
Glutamat- Ratte: 25 ul 1 ml 100 25 jeweils 0.5 - - 365
dehydrogenase Ch.Hamster:50 ul

Ndhere Erlduterungen siehe 2.4 Enzymbestimmungen
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Tabelle 3 Verteilung von Pu im Skelett des Chinesischen
Hamsters am lo., 36.,70. Taga nach i.v.Injektion
von 239Pu—Citrat

9 239 .
% der Pu-Dosis im Gesamt-Skelett

Femora 7.39 + 0.48

Humeri 5.15 * 0.10

Tibiae/Fibulae 4,77 + 0,23

Radii/Ulnae 2.70 + 0.15

Pfoten 2.65 + 0.25

Vertebrae 30.82 + 1.10

Pelvis 5.14 =+ 0.21

Costae,Sternum,Claviculae 8.58 =+ 0.33

Scapulae 3.89 + 0.20

Mandibulae 6.75 * 0.21

Cranium 20.18 =+ 1.67

Total 98.02

Skelettfaktor = Sesamtskelett —_ 575 4 1.6

Femur
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
a
Einen Wert flr 10. und 36. Tag, 2 Werte fur 70. Tag,

die Werte konnten vereinigt werden.




Tabelle il Retention von 239

Pu in Organen des Chinesischen Hamsters nach i.v. Injektion
von 239Pu—C1'trat
% der injizierten Dosis
Tage nach
239Pu-Inj. Skelett Leber Milz® Nieren Blut (1ml)
0.04 9.8 * 0.9 21.1 + 2.6 0.09 = 0.01 1.92 =+ 0.23 8.00 = 1.60
1 35.6 £ 3.7 34.9 + 2.2 0.07 £ 0.02 2.06 £ 0.39 1.24 =+ 0.28
32.2 = 5.7 39.0 + 3.8 0.03 £ 0.01 2.33 £ 0.51 0.18 + 0.12
36.8 * 1.3 36.6 + 1.0 0.06 + 0.01 1.07 £ 0.12 0.08 + 0.01b
38.1 = 1.7 35.1 £+ 1.3 0.07 =+ 0.04 0.89 = 0.15 -
10 33.9 = 2.8 47.5 + 3.8 0.04 = 0.01 0.89 + 0.10 -
46.3 = 1.7 34.4 £+ 1.3 0.06 + 0.01 0.72 =+ 0.06 -
36 29.5 = 1.7 41.7 = 2.0 0.03 = 0.01 0.31 + 0.02 -
70 30.4 = 1.5 42.6 + 1.2 0.03 + 0.01 0.22 + 0.02 -
29.6 + 2.7 33.4 £ 2.3 0.08 =+ 0.01 0.39 + 0.07 -
119 28.1 = 3.2 51.9 = 2.4 0.03 = 0.01 0.30 + 0.03 -
176 20.1 = 1.6 35.7 £ 0.9 0.04 + 0.01 0.19 + 0.02 -

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern;
4Standardfenhler auf 0.01 aufgerundet, nihere Erlduterungen siehe 2.7.1.

bn = 8

n

Zahl der Tiere

L9




Tabelle 5 : Retention von 241

241

Am in Organen des Chinesischen Hamsters nach i.v.Injektion

von Am-Citrat
% der injizierten Dosis
Tage nach
241 n-1nj. Skelett Leber Mi1z2
10 21.3 = 0.7 28.9 + 1.8 0.02 = O
70 16.6 = 1.3 33.6 + 1.1 0.01 = 0
84 19.6 =+ 0.8 38.8 + 2.8 0.02 + O
91 14.4 + 0.9 32.3 = 1.9 0.01 =+ O

Arithmetische Mittelwerte

a Standardfehler auf 0.01

mit Standardfehlern; n = Zahl der

aufgerundet, ndahere Erlduterungen

Nieren
.01 2.21 =
.01 0.32 =
.01 0.22 =
.01 0.20 =
Tiere
siehe 2.7.1.

0.27

0.06

0.06

0.08

21

16

89




Tabelle 6: Retention von 23%py in Organen der Ratte nach i.v.Injektion von
239

Pu-Citrat
Tage nach % der injizierten Dosis
239 . ) .
Pu-Inj. Skelett Leber Milz Nieren
10 63.9 = 3.0 14.5 + 1.7 0.34 =+ 0.02 0.60 = 0.07
36 56.1 + 2.6 3.8 + 0.5% 0.43 + 0.03 0.32 + 0.03
70 51.5 + 1.8 2.7 + 0.3 0.41 =+ 0.02 0.20 =+ 0.03
176 48.3 = 0.5 1.7 = 0.2 0.35 £+ 0.05 0.12 =+ 0.02

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere

69




Tabelle 7 : Retention von 241

Am in Organen der Ratte nach i.v. Injektion von

241 pn-Citrat
% der injizierten Dosis
Tage nach
241Am-Inj. Skelett Leber Milz®2 Nieren
10 21.8 + 1.1 33.6 + 2.9 0.07 + 0.01 0.41 =+ 0.02
70 21.0 = 0.5 2.0 = 0.2 0.10 + 10.01 0.16 =+ 0.01
100 21.5 = 0.9 2.2 +* 0.4 0.11 = 0.01 0.16 + 0.01

Arithmetische Mittelwerte

@ standardfehler auf 0.01

mit Standardfehlern:; n = Zahl der Tiere

aufgerundet, nahere Erlduterungen siehe 2.7.1.

oL




Tabelle 8 : Retention von °’Fe in Organen der Ratte nach i.v. Injektion von

59Fe—Citrat
Tage nach % der injizierten Dosis
59Feéhﬂ. Femur Leber Milz Nieren Blut (1ml)
10 0.16 + 0.01 15.5 + 0.8°2 1.03 = 0.06 1.22 £ 0.07 5.9 = 0.4°
36 0.11 = 0.01 12.4 + 0.6° 2.00 £ 0.27 0.80 + 0.12 5.4 + 0.2
0.05 £ 0.01 . 5.7 % 0.3b 0.73 + 0.05 0.31 + 0.04 -
70 0.14 = 0.01 13.3 = 0.8% 9.56 £ 0.76 0.70 £ 0.03 2.8 ¢ O.Zd
0.09 £ 0.01 9.7 + 0.6P 9.88 £ 0.43 0.56 £ 0.03 2.0 £ 0.1

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere
a Einige Lebern perfundiert, mit Daten von unperfundierten Lebern vereinigt, da keine
Signifikanz (p = 0.05)

b
unperfundierte Lebern

.Cn=4 n = 5

14

L




Tabelle 9 : Retention von °’Fe in Organen der Maus nach i.v. Injektion von

59

Fe-Citrat
Tage nach % der injizierten Dosis
59Fe—hﬁ. Femur Leber Milz Nieren
10 0.10 + 0.01 11.6 + 1.0° 0.76 + 0.08 1.51 + 0.12
36 0.12 £ 0.01 8.2 + 2.2° 2.61 + 0.28 1.10 + 0.09
0.17 £ 0.02 14.8 + 1.3d 2.59 + 0.74 1.23 + 0.18
70 0.10 £ 0.02 5.3+ 0.5° 3.51 + 0.27 0.72 = 0.07

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n Zahl der Tiere

a Einige Lebern perfundiert, mit Daten von unperfundierten Lebern
da keine Signifikanz (p = 0.05)

n =17
¢ perfundierte Lebern

d nicht perfundierte Lebern

vereinigt,

Blut

17.

20.4

14.

10.

6

2

(1m1)

I+

I+

I+

0.

8

12

L




Tabelle 10:

Tage nach

re-1nj.

10

36

70

Retention von

von 59Fe-C1trat
Femur

.08 + 0.01

.18 + 0.01

.07 + 0.01

.11 £ 0.02

.14 = 0.01

Arithmetische

17.

% der injizierten Dosis

Leber Milz

a
.0+ 1.6 0.61 + 0.07 1.
3+ 2.7% 0.64 + 0.07 2.
3+ 0.7° 0.38 + 0.07 0.
7+ 2.2 0.70 + 0.06 1.
.5 + 0.3° 0.46 + 0.01 1

9Fe in Organen des Chinesischen Hamsters nach i.v.

Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere

2 Einige Lebern perfundiert, mit Daten von unperfundierten Lebern

keine Signifikanz (p =

n =5
e

c
n =

nicht perfundierte Lebern

0.05)

d n =16

vereinigt, da

Injektion
Nieren Blut (1ml)
49 + 0.23 23.5 + 0.2P
18 + 0.21 -
81 + 0.11 16.8 + 0.3¢
32 + 0.46 -
.30 = 0.09 19.1 + 1.2d

20

gL
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Tabelle 11: Retention von Fe in Organen des Syrischen Hamsters nach i.v. Injektion

von 59Fe—Citrat

% der injizierten Dosis

Tage nach

59Fe-hu. Femur Leber Milz Nieren Blut (1ml)
10 0.12 + 0.01 6.0 £ 0.82 0.65 = 0.12 1.43 = 0.18 8.8 = 1.0
36 0.10 £ 0.01 3.0 + 0.42 0.60 £ 0.10 0.50 = 0.08 7.3 £ 0.8
70 0.19 £ 0.04 3.4 % 0.8b 0.50 £ 0.06 0.45 = 0.07 3.8 # 0.3
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere
a Einige Lebern perfundiert, mit Daten von unperfundierten Lebern vereinigt, da keine

Signifikanz (p = 0.05)

b perfundierte Lebern

10

L




Tabelle 12: Relative subzelluldre Verteilung von 239

Pu? nach differentieller Zentrifugation
in der Leber von unbehandelten Chinesischen Hamstern

Tage nach % (N+E) % E
23%-1nj. E N ML p s Ausbeute ML p s Ausbeute
0.04  84.8 16.9 13.9 6.3 64.3 101.5 16.4 7.5 75.8 99.7
86.8 12.9 32.0 10.5 44.7 ©100.1 36.9 12.0 51.5 100.4
79.9 18.1 46.4 6.7 25.9 97.0 58.1 8.4 32.4 99.0
65.1:2.6 34.5:2.6 48.7+2.6  4.1:0.6 11.4+0.8  98.7:0.8 74.6:1.4  6.4:0.9 17.5+1.4 98.6%1.5
6  82.2 17.1 69.9 3.3 8.7 99.0 84.4 4.0 10.5 99.0
10 67.7¢5.8 33.4:5.8 63.2+6.5  1.9:0.4 3.6:0.4 102.1:1.0 93.0¢1.8  2.8+#0.2 5.30.5 101.1¢1.9
36 63.8:1.9 36.3:2.8 60.2+3.6  1.7:0.5 2.420.4 100.6:0.4 94.2+2.9  2.6:0.8 3.8+0.8 100.7+1.6
70 65.3:+3.6 34.0:3.8 62.4+2.6  1.6:0.6 2.2+¢0.4 100.1¢#1.2 95.9+1.7  2.4%0.9 3.2+0.5 101.5+1.2
119  72.6 28.9 73.0 0.7 1.5 104.0 100.4 0.9 2.0 103.4

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

n = Zahl der Experimente

239 239

a Applikation von Pu i.v. als Pu-Citrat

Nahere Erlduterungen und Abkiirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

SL

= 0T W W O b




239p,2 nach differentieller Zentri-

fugation in der Leber von Chinesischen Hamstern nach i.p. Injektion von
750 mg - kg~ Y Triton WR 1339 (THR)

Tabelle 13 : Relative subzellulidre Verteilung von

Tage nach Tage nach % (N+E) % E

23%y-Inj.  TWR-Inj. E N ML p S Ausbeute ML p S Ausbeute
4 3.75 49.2 51.3 30.1 3.4 14.0  98.7 61.1 6.8 28.5  96.4
36 4 50.1 49.4 43.5 2.7 5.5 101.0 86.8 5.3 10.9 103.0
70 4 48.2 52.8 41.0 1.6 4.4  99.8 85.1 3.2 9.2  97.6

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte;

n = Zahl der Experimente

239 . 239

a Applikation von Pu i.v. als Pu-Citrat

Nahere Erlduterungen und Abkiirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

9L




Tabelle 14 : Relative subzellulire Verteilung von 241Ama nach differentieller Zentrifugation
in der Leber von unbehandelten Chinesischen Hamstern und nach i.p. Injektion
von 750 mg - kg ! Triton WR 1339 (TWR)P

Tage nach % (N+E) s E :

24 pn-1nj.  E N ML p S Ausbeute ML p S Ausbeute

10 52.2 46.6 47.8 1.4 2.1 97.9 91.1 2.8 4.1 97.9 2

70 61.3 37.3 59.5 0.9 1.5 99.2 97.1 1.5 2.4 100.9 2

91 56.4 44 .3 54.0 0.4 1.5 100.2 95.7 0.7 2.6 99.1 1
Triton WR 1339 - behandelt’

10 36.7 62.4 27.3 2.2 6.2 97.9 73.5 6.2 16.5 96.1 1

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte; n = Zahl der Experimente

aApph’kation von Am i.v. als

241 24l pm-citrat

bi.p.Injektion von Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion

Nadhere Erlduterungen und Abkirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

LL




Tabelle 15: Relative subzelluldre Verteilung von 2

in der Leber von

Tage nach
23%,-nj. E N

10 77.0£ 3.4 24.9+3.0
36 52.6x 1.5 46.420.4
70 45.1+ 1.5 54.8+%1.7
180 40.6+2.1 58.7+3.2

10 66.9 33.1
36 55.0£3.8 44.2+3.9
70 44.7+3.2 55.0+3.2

62
39
33
29

45.

34
26

b

% (N+E)

ML

.3x2.4
.9+1.3
.8x1.0
.8x1.9

P S

6.1£1.0 9.1+1.9
5.2¢0.2  7.3%0.3
4.2+0.3 7.420.4
4.3+t0.4 7.3%0.6

Ausbeute

102.4+1.0

98.9+1.0
100.2+1.0
100.0+1.2

Triton WR 1339 - behandelt?

7

7.4 11.4

.4+1.0 10.4° 14.9+0.7

A+3.2

8.5#0.1 12.6%0.6

Arithmetische Mittelwerte und Standardfehler; n =

a 239

Applikation von

¢ n =1

Pu i.v. als

239Pu—C1’trat

i.p.Injektion von Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion

Ndhere Erlduterungen und Abkiirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

97.6
98.2+1.1
102.5+0.3

ML

80.9x1.2
75.7x0.3
74.9+1.5
73.2%2.0

68.3
58.5%1.1
58.7+3.1

Zahl der Experimente

% E
P

7.9%£1.5
9.7+0.0
9.2+0.5
10.6+0.8

11.0
17.8¢
19.3+1.2

Injektion von 750 mg -

S

11.7+1.9
13.920.7
16.4+0.9
17.9x1.4

17.4
27.2+0.9
28.3+1.7

kg~

Pu? nach differentieller Zentrifugation
unbehandelten Ratten und nach i.p.
Triton WR 1339 (TWR)

1

Ausbeute

100.6+0.8

99.7x1.2
100.5+1.0
101.7+0.3

96.6
97.9+2.4
106.2+0.5

(%)




Tabelle 16 : Relative subzelluldre Verteilung von 241

in der Leber unbehandelter Ratten und nach i.p.Injektion von 750 mg - kg

Triton WR 1339 (TWR) P
Tage nach ' % (N+E) % E
28l p e Tng . E N ML p S Ausbeute ML p
10 69.9+4.6 30.6:5.0 57.7+3.2  4.350.7 5.7¢0.9 98.3:2.0 82.6:1.6 6.1.1.9
70 56.3t1.9 45.7+3.4 39.2+0.5  5.6:0.5 8.6+1.0 99.3:+1.7 69.8:1.5 9.9.0.6
100 58.9 42.2 12.7 3.8 9.5 98.2 72.6 6.5
176 19.7 52.8 37.5 3.4 8.3 102.0 75.4 6.9
Triton WR 1339 - behandelt P
10 64.4+1.2 36.7+2.3 48.4:2.1  4.4+0.4 9.9:0.5 99.4:2.3 75.1+1.9 6.8+0.6
70 62.5 37.6 38.2 7.2 13.0 95.9 61.0 11.5

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente

a 241Am 241

Applikation von i.v. als Am-Citrat

b i.p. Injektion von Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion

Nahere Erlduterungen und Abkiirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.V

8.1+0.8
15.3:1.3
16.1
16.7

15.4+1.0
20.1

Am® nach differentieller Zentrifugation

Ausbeute

96.8+0.4
94.9+0.1
95.2
99.0

97.240.7
93.3

=N W W

6L




Tabelle 17 : Relative subzelluldre Verteilung von stabilem Eisen und 59Fea nach
differentieller Zentrifugation in der Leber von Chinesischen Hamstern

Isotop Tage nach % (N+E) % E
e 1nj. E N ML p S Ausbeute ML p S
stabiles Fe - 70.1  47.7 26.4  10.0 37.4  121.5 37.7  14.3  53.3
59q 10 79.8  20.9 21.5  20.5  37.2 100.1 26.9  25.7  46.6
ke 70 81.7 20.9 26.2 17.0  36.5 100.4 32.1  20.8 44.6

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte; n = Zahl der Experimente

a 59 . 59

Applikation von Fe i.v. als Fe-Citrat

Ndahere Erlduterungen und Abkilirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

Ausbeute

105.3

99.2

97.4

08




Tabelle 18: Relative subzelluldre Verteilung von stabilem Eisen und 59Fe
Zentrifugation in der Leber von Ratten.
Tage nach k (N+E) »E
Isotop 59 . E N ML P S Ausbeute ML P
Fe-Inj.
stabiles Fe - 94.6 12.6 10.2 22.0 47.8 92.6 10.7 23.3
ke 10 87.8 12.4 14.0 27.2 50.6 104.3 15.9 31.0
59Fe 70 84.1 14.8 17.1 29.0 39.4 100.2 20.3 34.5
Einzeldaten; n = Zahl der Experimente
a Applikation von 59Fe i.v. als 59Fe—Citrat
Ndhere Erlduterungen und Abkilirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

a

nach differentieller

S Ausbeute

50.
57.

46.

6 84.6 1
7 104.5 1

8 101.6 1
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Tabelle 19 : Relative subzelluldre Verteilung von lysosomalen Markerenzymen nach differentieller

Zentrifugation in der Leber von unbehandelten Chinesischen Hamstern und nach i.p. Injektion

von 750 mg-kg~! Triton WR 1339 (TWR)®

Enzym Behandlung % (N+E) tE
E N ML p S Ausbeute ML P S Ausbeute
Saure Kontrolle 71.7 28.6 55.3 6.3 8.5 98.7 77.8 9.3 11.8 98.8
Phosphatase TWR 56.8 42.4 39.8 8.0 10.5 100.6 70.2 14.1 18.4 102.7
. Kontrolle 63.4 29.0 55.0 1.9 6.0 21.9 86.8 3.0 9.5 99.2
Kathepsin D ™""ryn™"" 3.5 25.6 31.5 3.8  28.7 89.5 49.4 6.0 45.5 100.8

N-Acetyl-B Kontrolle 66.5+¥3.5 32.9+3.5 51.2+4.4 1.5+0.4 11.4+1.8 98.7+2.1 76.9%5.3 2.3%#0.5 17.2%#2.8 96.4+3.5

Glukos-
aminidase TWR 58.7+3.5 37.2%¥3.8 36.1#6.6 2.3%0.2 16.7%¥2.9 92.3%#1.7 60.5¢7.3 4.0+0.2 29.3%6.0 93.8%1.6

Arithmetische Mittelwerte zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente

a i.p. Injektion von Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion

Nahere Erlduterungen und Abkilirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

NN

[ASIAN)
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Tabelle 20:

Enzym

Saure
Phosphatase

Kathepsin D

N-Acetyl-B

Glukos-
aminidase

Relative subzelluldre Verteilung von lysosomalen Markerenzymen nach differentieller
Zentrifugation in der Leber von unbehandelten Ratten und nach i.p. Injektion von
750 mg-kg L Triton WR 1339 (TWR)2

Behandlung % (N+E) % E
E N ML p S Ausbeute ML P S Ausbeute
Kontrolle 84.1x4.5 19.7x3.6 69.8+x2.9 5.9+1.1 7.5x2.0 102.4+3.8 83.9+5.1 6.8%£1.3 8.5x2.0 99.2+5.5
TWR 69.3 31.3 48.6 6.1 15.8 101.7 70.1 8.8 22.9 101.7
Kontrolle 63.1 28.9 41.8 4.2 11.5 86.3 66.6 6.9 17.6 91.1
TWR 68.9 25.7 32.1 3.5 29.3 90.6 47.1 5.3 41.1 93.5

Kontrolle 75.7x2.5 23.6x2.6 75.0£0.5 2.4x0.4 2.6x0.6 103.6%#3.3 99.3+#3.8 3.2+0.5 3.3+x0.8 105.8%3.4

TWR ©8.9 35.2 52.2 4.3 4.4 96.0 74.9 6.4 6.7 87.9

Arithmetische Mittelwerte zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente

a

i.p. Injektion von Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion

Ndhere Erlduterungen und Abkirzungen siehe 2.2. und 2.7.2.

N O

[NCR )
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Tabelle 21 : Relative subzelluldre Verteilung von Leitenzymen des Endoplasmatischen Reticulums und der
perizelluldren Membranen nach differentieller Zentrifugation in der Leber von Ratten und
Chinesischen Hamstern.

Tier- Enzym % (N+E) % E
Spezies E N ML P S Ausbeute ML P S Ausbeute
Ratte Glukose-6- 97.8 13.3 73.7 17.9 4.5 109.4 76.0 18.0 4.7 98.5
Phosphatase
5'Nucleo- 62.2 26.3 46.5 16.8 5.1 94.6 77.1 25.9 8.0 110.6
tidase
Alkalische 57.5 42.0 49.3 9.1 3.5 103.8 85.7 15.7 6.1 107.6

Phosphodiesterase

Chin. Glukose-6- 73.6%6.8 28.6+5.0 57.9+#6.0 12.1+#3.1 1.4+#0.7 100.1#4.3 78.5#2.1 16.0+#2.8 2.1+1.1 96.622.2
Hamster Phosphatase
5'Nucleo- 51.6 41.6 37.7 11.7 3.9 94.8 73.6 23.1 7.5 104.1
tidase
Alkalische 38.0 55.2 25.3 9.9 1.5 91.9 66.5 26.1 4.0 96.5

Phosphodiesterase

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte, zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente

Nahere Erlduterungen und Abkilirzungen siehe Methoden 2.2, und 2.7.2.

y8
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Tabelle 22: Medjane Dichten der Verteilungsprofile von Leitenzymen nach 4- und 16-stiundiger?
Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktionb aus der Leber
unbehandelter Tiere und nach Injektion von Triton HWR 1339°

Tierspezies Enzym Behandlung Tage nach TWR-Inj. ML 4 + 16 h n
Chin. Hamster Saure Phosphatase Kontrolle - 1.161%0.003 23
THR 4 1.108%0.006 9

24 1.115%0.004 3

 N-Acetyl- Kontrolle - 1.184%0.002 8
B-Glukosaminidase THR 4 1.123%0.004 6
. 24 1.123%0.003 3

Kathepsin D Kontrolle - 1.175%0.003 7

TWR 4 1.113%0.002 4
_ 24 1.112%0.003 3
5'Nucleotidase Kontrolle - 1.152%0.002 18

' THR 4 1.125%0,007 5

Alk. Phosphodiesterase Kontrolle - 1.145%0, 002 5
THR 4 1.142%0.002 5

Glutamatdehydrogenase Kontro11e+TWRd 4 1.191f0.002 21
Glukose-6-Phosnhatase Kontro11e+TWRd 4 1.172t0.002 16
Ratte Saure Phosphatase Kontrolle . - 1.183f0.001 8
THR 4 1.112%0.002 12

Co 24 1.137 2

. N-Acetyl- Kontrolle ' - 1.192%0.002 7
B-Glukosaminidase THR 4 1.121%0.002 6
24 1.147 2

Kathepsin D Kontrolle - 1.192%0.003 7
THR 4 1.117%0.003 5

24 1.122 2

5'Nucleotidase Kontrolle - 1.166%0.004 5
THR 4 1.128%0.007 10
Alk. Phosphodiesterase Kontrolle - 1.151%0.002 9
THR 4 1.145%0.002 4
Glutamatdehydrogenase Kontro11e+TNRd 4 1.198%0.002 8
Glukose-6-Phosphatase Kontr011e+TNRd 4 1.182%0.006 5

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
n = Zahl der Experimente
a

Einzeldaten nach 4- bzw. 16- stiindiger Zentrifugationszeit vereinigt, da kein signifikanter
{p = 0.05) Unterschied

o

ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation des Leberhomogenates. (s. Meth.2.2.)

1

i.p. Injektion von 750 mg * kg~ - Triton WR 1339 (TWR)

d ..
Einzelwerte aus Kontroll- und TWR-Versuchen vereinigt, da kein signifikanter (p = 0.05)
Unterschied

Nahere Enlduterungen siehe 2.7.3.




Tabelle 23:

Tierspezies Nuklid

Chin.Hamster 239Pu

241Am

59Fe

Ratte 239Pu

241Am

59Fe

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte, zum Teil mit

4
10
36
70

10
70

10 + 70

10
36
70

10
70
10 + 70

a Applikation der Nuklide i.v.

b ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation

¢ i.p. Injektionen von 750 mg

Nahere Erlduterungen siehe Methoden

Tage nach
Nuklid-Inj.

T O S 'y

[

et

als Citrat

kg

4 h

.162 £ 0.004
.154 + 0.004
.147 * 0.002
.138 £ 0.003
.147 £ 0.003
.128 + 0.006
.161

.189

.177 £ 0.005
.181 = 0.004
.184 + 0.003
.169 = 0.003
.159

Kontrolle

n

6 1

4 1

5 1

10 1
1

2 1

2 1

4 1

7 1

3

6

2 1

Mediane Dichten der Verteilungsprofile von

Triton WR 1339 4 Tage

2.7.3.

239

Pu,
Stunden Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktionb aus der
Leber unbehandelter Tiere und nach Injektion von Triton WR 1339€

16

.160
.155
.143
.132

.148

.176

.186
.181
.176

.196

Standardfehlern;

i+

1+

I+

I+ 1+

h

241

Am und

.004

0.001
0.004

0.003

.003

W P NN W

59Fe

a nach 4 oder 16

TWR

4 h n
.141 + 0.003 4
. 150
.165
. 152 2
. 145 1
.127 2
.131 + 0.005 3
.143 £ 0.006 4
.134 + 0.001 3
. 139 2

= Zahl der Experimente

des Leberhomogenates
vor Sektion
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Tabelle 24: EinfluB von Triton WR 1339 (TWR)a auf die Verteilung von Saurer Phosphatase sowie

239, b

Pu” nach 4 stiindiger Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktion®

aus der Leber TWR-behandelter Tiere

A durch TWR beeinfluBbare Fraktion (% der jeweiligen Kontrolle)
Tage nach Tage nach

. - Kontrolle Kontrolle

239Pu-1nj. TWR-1nj. Chin.Hamster n n Ratte n n

239, 4 3.75 34.4 + 3.6 4 6 -
10 4 - 3 50.4 2 2
36 4 15.6 2 5 35.8 + 1. 3 4
70 4 10 31.4 + 4 4 7
304 24 33.7 2 5 34.4 2 4

Saure Phos-

phatase - 4 48.3 + 2.1 6 15 63.6 £ 1.5 5
- 24 49.9 + 3.0 3 15 47.0 2 5

Arithmetische Mittelwerte zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente

o O O

i.p. Injektion von 750 mg - kg ' Triton WR 1339
239 239 .
Pu-Citrat

ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation
239

Applikation von Pu i.v. als

Kontrolle zu diesem Versuch: Verteilung von Pu im Saccharosedichtegradienten nach 4-stindiger
Zentrifugation einer ML-Fraktion aus der Leber unbehandelter Tiere 36 Tage nach Injektion von
239 .

Pu-Citrat

Ndhere Erlduterungen siehe 2.7.4.
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Tabelle 25: OUbereinstimmung des Verteilungsprofils von 239Pua mit dem der Sauren Phosphataseb
nach vierstiindiger Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktion®
aus der Leber unbehandelter Tiere.

Prozentuale Ubereinstimmung

Tage nach

239Pu—Inj. Chin.Hamster n  Ratte n
4 90.5 £ 2.0 6 -

10 85.0 = 2.3 3 90.6 2
36 77.2 + 2.8 5 78.0 + 2.8 4
70 70.5 = 3.7 10 81.7 =+ 2.0 7

Arithmetische Mittelwerte zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente

a 239Pu i.v. als 239Pu—C1‘trat

Berechnung siehe Methoden 2.7.4.

Applikation von

C ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation des Leberhomogenates (s. Meth. 2.2.)

88




89

Tabelle 26: Gesamtgehalt an 239Pu und Saurer Phosphatase in den

Fraktionen 2 - 11 (p = 1.19 - 1.,14) in % des Gesamt-
gehalts im Saccharosedichtegradientena

Tage nach Gehalt in Fr.2-11 n

239Pu—1nj. (in %)

Chinesischer Hamster

Saure Phosphatase - 78.1

+ 1.3 15
239, 4 80.2 + 1.4 6
10 76.2 + 1.3 4
70 54,8 + 0.9 10
Ratte
Saure Phosphatase - 88.8 + 1.6 5
239p, 10 83.1 + 2.1 2
70 80.8 + 1.4 7

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
n = Zahl der Experimente
a

4-stiindige Zentrifugation der ML-Fraktion im Tinearen Saccharose-
dichtegradienten (siehe auch Abb. 6 und 8)




Tabelle 27 : Mediane Dichten der Verteilungsprofile von Leitenzymen nach 6 oder 16 Stunden
Zentrifugation im Metrizamiddichtegradienten einer ML-Fraktion® aus der Leber

unbehandelter Tiere.

Tierspezies Enzym h n 16 h

Chin.Hamster Saure Phosphatase 1.109 = 0.002 6 1.109 = 0.004
N-Acetyl-B-Glukosaminidase 1.110 = 0.001 4 1.131 + 0.003
Kathepsin D 1.106 + 0.000 4 1.115 + 0.005
5'Nucleotidase 1.097 = 0.002 5 1.102 = 0.001
Alk.Phosphodiesterase 1.129 = 0.006 4 1.133
Glutamatdehydrogenase 1.201 = 0.002 4 1.163
Glukose-6-Phosphatase 1.160 = 0.003 4 1.150 + 0.002

Ratte Saure Phosphatase 1.116 £ 0.004 5 1.119 £ 0.003
N-Acetyl-B-Glukosaminidase 1.140 + 0.005 6 1.157 = 0.001
Kathepsin D 1.122 = 0.007 3 1.112 = 0.003
5'Nucleotidase 1.095 = 0.004 4 1.121
Alk.Phosphodiesterase 1.123 £ 0.002 5 1.143 = 0.004
Glutamatdehydrogenase 1.178 = 0.003 4 1.159
Glukose-6-Phosphatase 1.154 £ 0.005 5 1.161 = 0.006

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern;

n = Zahl der Experimente
a

" Nihere Erldauterungen siehe Methoden 2.7.3.

ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation des Leberhomogenates

=

I PPN W W W =

e O N W W W
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Tabelle 28: Mediane Dichten der Verteilungsprofile von 239Pu, 241Am und 59Fea

nach 6 oder 16
Stunden Zentrifugation im Metrizamiddichtegradienten einer ML-FraktionP aus der -

Leber unbehandelter Tiere.

Tierspezies Nuklid Tage nach 6 h n 16 h n
Nuklid-Inj. ‘
Chin.Hamster 239, 4+ 10°€ 1.132 + 0.004 7 1.146 + 0.004 5
70 1.122 + 0.004 1 1.129 + 0.005 4
241, 10 1.118 2 1.146 1
70 1.111 # 0.007 3
59, 10 + 70 1.144 2 1.161 2
239 .
Ratte Pu .10 1.124 * 0.006 3 1.147 1
70 1.149 * 0.005 6 1.157 * 0.007 3
241nn 10 1.138 + 0.004 3 -
70 1.128 + 0.003 5 _
59k 10 + 70 1.153 2 1.191 2

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente

E Applikation der Nuklide i.v. als Citrat

ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentr1fugat1on des Leberhomogenates
Einzeldaten aus 4-bzw. 10-Tage-Versuchen vereinigt, da kein signifikanter Unterschied (p = 0.05)

Nahere Erlduterungen siehe 2.7.3.

16




Tabe]]e 29: Relative Verteilung von 239Pua und Leitenzymen der Lysosomen und perizelluldren

Membranen einer ML-Fraktionb aus der Leber von Chinesischen Hamstern im Percoll-
Dichtegradienten

239

Dichtebereich in % der Pu-Aktivitit© in % der Gesamt—Enzymaktivit'a'tC
und Ausgangsdichte Tage nach 239Pu—Inj.
1.07 10 36 70 N.A.G. Kath.D 5'N AP n
I. >1.073 68.1 59.6 51.4 52.7 41.1 13.4 7.6 2
IT. <1.07321.069 14.4 -16.8 17.8 36.3 42 .1 45.2 24.5 2
IIT. <1.069 17.5 23.6 30.7 11.1 16.9 41.5 67.9 2
1.08 '
I. >1.083 62.5 49.8 32.8 45.2 42.6 14.1 7.4 2
IT. <1.083>1.080 15.7 14.8 18.6 41.9 37.8 25.6 33.3 2
ITIT. <1.080 21.8 35.3 48.5 13.0 19.7 60.5 59.4

Einzelwerte oder arithmetische Mittelwerte;

n = Zahl der Experimente

a 239Pu

239

Applikation von 1.v. als Pu-Citrat

b ML Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation des Leberhomogenates

Bezogen auf die jeweils erhaltene Gesamtaktivitat (als 100 %) im Gradienten
Abkiirzungen und ndhere Erlduterungen siehe 2.3.3. und 2.7.5.
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Tabelle 30 : Filtrierbarkeit von 239Pu und 59Fe durch Millipore-Filter in Fraktionen aus der

Chinesischen Hamsterleber (siehe auch 3.6.)

Nuk1id Tag nach Ausgangs- PorengroBe % der aufgetragenen Nuklidmenge
Nuklid-Inj. material (um) Filter Filtrat ~Ausbeute

239p,, 4 ML 1.2 16.5 75.2 91.7

ML 0.45 74.5 11.3 86.2

Fr. 8-122 1.2 33.7 56.3 90.0

Fr. 8-12° 0.45 90.1 11.9 102.0

10 ML 1.2 10.1 88.1 98.2

Fr. 9-14° 1.2 59.0 31.8 90.8

Fr. 9-14° 0.45 80.9 6.2 87.1

70 ML 1.2 15.7 85.6 101.3

ML 0.45 624 15.3 77.7

Fr. 9-14° 1.2 45.0 46.3 91.3

Fr. 9-14°2 0.45 92.1 5.7 97.8

e 10 ML 1.2 22.5 70.5 93.0

ML 0.45 57.1 30.3 87.4

Ein Experiment pro Wert, bei ML am 4. Tag zwei Experimente

qFraktionen aus Saccharosedichtegradienten (entsprechend Abb. 6 und 8)

£6
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Chinesischer Hamster
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Abb. 1: Verteilung von Enzymen nach Zentrifugation der ML-
Fraktion aus Chinesischen Hamsterlebern im Tinearen Metriz-
amiddichtegradienten (6 Stunden, 88 000 gav)' Linke Spalte:
Gradient mit 1.7 m1 ML Uberschichtet; rechte Spalte: Gradient
mit 1.7 ml unterschichtet.

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte, Zahl der Versuche
in Klammern.

SP = Saure Phosphatase, GDH = Glutamatdehydrogenase, G-6-P =
Glukose-6-Phosphatase, 5'N = 5'Nucleotidase. Ndhere Eridu-
terungen zur Darstellung siehe auch 2.7.3.

AQ = relativer Gehalt der Komponente in der Fraktion,

Ap = Dichteunterschied zwischen den Fraktionen




Haeufigkeit (aQ/ap)

Abb. 2:

ML-Fraktion aus Rattenlebern
gradienten (6 Stunden, 88 000 gav).

siehe Abb. 1.
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Verteilung von Enzymen nach Zentrifugation der
im linearen Metrizamiddichte-

Linke Spalte: Gradient
mit 1.7 ml ML iiberschichtet, rechte Spalte: Gradient mit
1.7 m1 ML unterschichtet. Nahere Angaben und Abkilirzungen
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Chinesischer Hamster Ratte
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Abb. 3: Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von
Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-
Fraktion im linearen Saccharosedichtegradienten (Daten nach
4- und 16-stiindiger Zentrifugation vereinigt, da kein signi-
fikanter Unterschied [p = 0.05], 88 000 gav)' SP = Saure
Phosphatase, N-A-G = N-Acetyl-B-Glukosaminidase, Kath. D =
Kathepsin D. Ndhere Angaben siehe Abb. 1.
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Abb. 4: Verteilung von Enzymen aus der Leber von Ratten und
Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im
Tinearen Saccharosedichtegradienten (Daten nach 4- und 16-
Stiindiger Zentrifugation vereinigt, da kein signifikanter
Unterschied [p = 0.05]. Nahere Angaben und Abkiirzungen siehe
Abb. 1.
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Chinesischer Hamster Ratte
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Abb. 5: Verteilung von Enzymen der perizelluldren Membranen aus
der Leber von Ratte und Chinesischem Hamster nach Zentrifuga-
tion der ML-Fraktion im Tinearen Saccharosedichtegradienten
(Daten nach 4- und 16-stiindiger Zentrifugation vereinigt, da
kein signifikanter Unterschied [p = 0.05]), 5'N+NaF = 5'
Nucleotidasebestimmung unter Zugabe von NaF zur Hemmung der .
fluoridsensitiven Sauren Phosphatase, AP = Alkalische Phospho-
diesterase. Ndhere Angaben siehe Abb. 1.
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10.d Pu-233
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239

Pu-Aktivitat aus der Leber von Ratten

und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion
im linearen Saccharosedichtegradienten (4 Stunden am 10., 36.
und 70. Tag nach Nuklid-Injektion). Ndhere Angaben siehe Abb. 1.
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Verteilung von Saurer Phospha
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Zuckerdichte [g/cm’]

239

tase und Pu aus der

Leber von Triton WR 1339-behandelten Ratten und Chinesischen
Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im linearen
Saccharosedichtegradienten (4 Stunden). Sektion 4, 10, 36 oder
70 Tage nach Radionuklid-Injektion, TWR-Injektion 4 Tage vor
Sektion (beim 4-Tage-Versuch TWR-Injektion 6 Stunden nach

Nuklid-Injektion).

Ndhere Angaben sie

gestrichelte Linie).

he Abb. 1 (TWR-Profil
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Abb. 9: Verteilung von Saurer Phosphatase und
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241Am aus der

Leber von Triton WR 1339-behandelten Ratten und Chinesischen
Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im linearen
Saccharosedichtegradienten (4 Stunden). Sektion 10 oder 70
Tage nach Radionuklid-Injektion, Applikation von TWR 4 Tage
vor Sektion. Ndhere Angaben siehe Abb. 1.
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Chinesischer Hamster
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10: Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von
Triton WR 1339-behandelten Ratten und Chinesischen Hamstern
nach Zentrifugation der ML-Fraktion im Tinearen Saccharose-
dichtegradienten (4 Stunden). Injektion von TWR 24 Tage vor

Abb.,

Sektion.
Abb.
Linie).

Aryl =

3, ndhere Angaben siehe Abb. 1 (TWR-Profil =

Arylsulfatase A,B. Weitere Abkiirzungen siehe

durchgezogene
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Abb. 11: Verteilung von Saurer Phosphatase und 239Pu aus der

Leber von Triton WR 1339-behandelten Ratten und Chinesischen
Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im linearen
Saccharosedichtegradienten (4 oder 16 Stunden). Radionuklid-
Injektion 30 Tage, TWR-Injektion 24 Tage vor Sektion. Zugabe
von TX 100 zur ML-Fraktion vor dem Auftragen auf den Dichte-
gradienten. N&here Angaben siehe Abb. 1 (TWR-Profil = durchge-
zogene Linie). |
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Abb. 12: Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von
Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der mit

TX 100-behandelten ML-Fraktion im linearen Saccharosedichte-
‘gradienten (4 Stunden). Abkiirzungen siehe Abb. 3, ndhere Angaben
siehe Abb. 1.
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239Pu aus der

Leber von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation
der mit TX 100-behandelten ML-Fraktion im linearen Saccharose-
dichtegradienten (4 Stunden). Sektion 10, 36 oder 70 Tage nach
239Pu—Injektion. Nihere Angaben siehe Abb. 1.
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der mit TX 100-behandelten ML-Fraktion

im linearen Saccharose-

dichtegradienten (4 Stunden). Sektion 10 oder 70 Tage nach
Am-Injektion, Nahere Angaben siehe Abb. 1.
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59Fe aus der Leber

Abb. 15: Verteilung von stabilem Eisen und
von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der
ML-Fraktion im Tinearen Saccharosedichtegradienten (16 Stunden).
Sektion 10 oder 70 Tage nach 59Fe-Injektion (Daten aus diesen

beiden Versuchen vereinigt). Nahere Angaben siehe Abb., 1.
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fugation der ML-Fraktion im linearen Saccharosedichtegradienten

(4 oder 16 Stunden).

Zugabe von TX 100 zur ML-Fraktion vor dem

Auftragen auf den Gradienten. Sektion 10 oder 70 Tage nach
Fe-Injektion (Daten aus beiden Versuchen vereinigt). Ndhere
Angaben siehe Abb. 1.




110

Chinesischer Hamster Ratte
o 15 | 4nh Pu-239 4 h Pu-239
<
~
% 10 70.d [101] 4.d 70.d (7] 10.d
4
Clan! 5 ’,.
[V}
AV
(@]
::_—i
o 15 | 4n Fe-59 4 h Fe-59
:E 10.+70.d [2] 10.+70.d 23
10
S
15 16 h Pu-238 16 h Pu-239
10 T 70.d [7] 4.d 70.d [7]
5 |
15 16 h Fe-SS 16 h Fe-38
10.+70.d [2] 10. +70.d
[21]
10
5
1.05 1.10 1.15 1.20 1.25 1.05 1.10 1,15 1.20 1.25
2} 3
Zuckerdichte [g/cm™]
Abb. 17: Verteilung von 239Pu und 59Fe aus der Leber von Ratten

und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion
im linearen Saccharosedichtegradienten (4 oder 16 Stunden).
Sektion 4, 10 oder 70 Tage nach

nach 59

Ndhere Angaben siehe Abb.

1.

39Pu- bzw. 10 oder 70 Tage

Fe-Injektion; (Daten aus beiden Versuchen vereinigt).
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Abb. 18: Einflup der °3%Pu-Dosis auf die Verteilung von 237pu

aus der Leber von Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation

der ML-Fraktion im linearen Saccharosedichtegradienten (4 Stun-
den). Injektion von 4.26-10° Bq-kg_1 und 2.96-10° Bq-kg_l.
Sektion 70 Tage nach 239Pu—Injektion. Nahere Angaben siehe

Abb. 1.
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Abb. 19: Verteilung von Th (mit Th als Trdger) und
aus der Leber von Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation

der ML-Fraktion im linearen Saccharosedichtegradienten (4 Stun-
den). TWR-Behandlung der Hamster erfolgt 6 Stunden nach
Nuklid-Injektion, Sektion 4 oder 33 Tage nach 234Th-Injektion
bzw. 4 oder 36 Tage nach 239Pu-Injektion. Nahere Angaben siehe

Abb. 1.
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Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von
Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-
Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten (6 Stunden).
Abklrzungen siehe Abb. 3, ndhere Angaben siehe Abb. 1.
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Abb. 21: Verteilung von Enzymen aus der Leber von Ratten und
Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im
linearen Metrizamiddichtegradienten (6 Stunden). Abklrzungen

und nahere Angaben siehe Abb.

1.
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Abb. 22: Verteilung von Enzymen der perizelluldren Membranen
aus der Leber von Ratte und Chinesischem Hamster nach Zentri-
fugation der ML-Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten
(6 Stunden). 5'N+NaF = 5' Nucleotidasebestimmung unter Zugabe
von NaF zur Hemmung der fluoridsensitiven Sauren Phosphatase,
AP = Alkalische Phosphodiesterase. Ndhere Angaben siehe Abb. ‘1.
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Abb. 23: Verteilung von Saurer Phosphatase, Glutamatdehydro-
genase (GDH) und 239p,, aus der Leber von Ratten und Chine-
sischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im
lTinearen Metrizamiddichtegradienten (6 Stunden). Sektion 4,
10 oder 70 Tage nach Radionuklid-Injektion (4- und 10-Tage
Daten beim Chinesischen Hamster vereinigt, da kein signifi-
kanter Unterschied [p = 0.05]).Abklirzungen und ndhere Angaben
siehe Abb. 1.
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Chinesischer Hamster
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Abb. 24: Verteilung von Saurer Phosphatase, Glutamatdehydro-

genase (GDH) und

241

Am aus der Leber von Ratten und Chinesi-

schen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im linearen

Metrizamiddichtegradienten (6 Stunden).

Sektion 10 oder 70 Tage

nach Radionuklid-Injektion. Abkiirzungen und ndhere Angaben
siehe Abb. 1.
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Abb. 25: Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von

Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-
Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienteh (16 Stunden).
Abklrzungen siehe Abb. 3, ndhere Angaben siehe Abb. 1.
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Abklirzungen
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Abb. 27: Verteilung von Enzymen der perizelluldren Membranen

in der Leber von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentri-
fugation der ML-Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten
(16 Stunden, 88 000 9yy)+ 5'N+NaF = 5° Nucleotidasebestimmung
unter Zugabe von NaF zur Hemmung der fluoridsensitiven Sauren
Phosphatase, AP = Alkalische Phosphodiesterase. Ndhere Angaben
siehe Abb. 1.
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Abb. 28: Verteilung von Saurer Phosphatase, Glutamatdehydrogenase

(GDH) und 237

Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im linearen Metriz-
amiddichtegradienten (16 Stunden). Sektion 4, 10 oder 70 Tage
nach Radionuklid-Injektion (4- und 10-Tage-Daten beim Chine-
sischen Hamster vereinigt, da kein signifikanter Unterschied

(p = 0.05]). Abkiirzungen und nidhere Angaben siehe Abb. 1.
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Abb. 29: Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von

Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der TX 100-
behandelten ML-Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten
(6 Stunden). Abkiirzungen siehe Abb. 3, ndhere Angaben siehe

Abb. 1.
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Abb. 30: Verteilung von Enzymen aus der Leber von Ratten und
Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der TX 100-behandel-
ten ML-Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten (6 Stun-
den). Abkiirzungen und nidhere Angaben siehe Abb. 1. '
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239

Abb. 31: Verteilung von Saurer Phosphatase und Pu aus der

Leber von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation
der TX 100-behandelten ML-Fraktion im linearen Metrizamid-

dichtegradienten (6 Stunden). Sektion 4, 10 oder 70 Tage nach
Radionuklid-Injektion (4- und 10-Tage-Daten beim Chinesischen
Hamster vereinigt, da kein signifikanter Unterschied [p = 0.05]).

Nahere Angaben siehe Abb. 1.
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Abb. 32:
Leber von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation
der TX 100-behandelten ML-Fraktion
gradienten (6 Stunden). Radionuklid-Injektion 10 oder 70 Tage
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Abb. 33: Verteilung von 59Fe aus der Leber von Ratten und
Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im
lTinearen Metrizamiddichtegradienten (6 oder 16 Stunden).
Zugabe von TX 100 zur ML-Fraktion vor dem Auftragen auf den
Gradienten. Sektion 10 oder 70 Tage nach 59Fe-Injektion
(Daten aus beiden Versuchen vereinigt). Nahere Angaben siehe
1.

Abb .




