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Zusammenfassung 

Die subzelluläre Verteilung von monomerem 239 Pu, 241 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 überwie
gend an diese Organellen gebunden. Auch beim Chinesischen Hamster 
sind die Lysosomen primär die Hauptbindungsstelle. Zu späteren 
Zeiten erfolgt jedoch vermutlich ein Obergang in Telolysosomen. 
Zu allen Zeitpunkten ist die subzelluläre Verteilung der Trans
urane sehr verschieden von jener des Eisens. 

The subcellular distribution of 239 Pu, 241 Am and 59 Fe in the 
liver of rat and Chinesehamster as dependent on time 

Abstract 

The subcellular distribution of monomeric 239 Pu, 241 Am and iron 
in rat and Chinese hamster liver has been investigated by sucrose-, 
metrizamide- and Percoll-density gradients. In rat liver, the 
transuranium elemen~ 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 iron. 
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1. Einleitung 

Die Leber als dominierendes Stoffwechsel-, Speicher-, Aus
scheidungs- und Entgiftungsorgan ist in vielen Fällen an der 
Aufnahme und Speicherung von Schwermetallen beteiligt. Häufig 
sind weder der genaue Aufnahmemodus noch die der Bindung und 
Speicherung zugrunde liegenden Mechanismen bekannt. Zu den 
Schwermetallen mit hoher Affinität zur Leber gehören auch 
einige Lanthaniden und Actiniden, so z.B. Lanthan, Cer, Acti
nium, Americium, Curium, in geringerem Ausmaß auch Plutonium 
und Californium (Durbin, 1962). Seit langem weiß man, daß die 
Ausscheidungsraten der Metalle aus der Leber weitgehend spezies
abhängig 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 Säugetierspezies viel langsamer aus
geschieden. Eine sehr geringe Elimination von 239 Pu findet beim 
Syrischen Hamster statt (Seidel, 1974; Volf und Seidel, 1974; 
Seidel, 1975). Praktisch völlig reteniert werden Transurane 
beim Chinesischen Hamster (Brooks et al., 1973). Auch für die 
Leber des Menschen ergaben sich Hinweise auf eine außerordent
lich langfristige Retention von Lanthaniden und Actiniden 
(Durbin, 1971). Die Ursachen dieser Spezies-spezifischen Schwer
metalleliminationsind unbekannt. Auch Ort und Art der Bindung 
in der Leber ist für viele Schwermetalle noch weitgehend unge
klärt. Zahlreiche Untersuchungen hinsichtlich der subzellulären 
Lokalisation von 239 Pu und anderen Transuranen wurden vor allem 
bei Hunden und Ratten durchgeführt. 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 
Or11, 1980; Hammersley und Taylor, 1979) als sehr wahrscheinlich 

gelten. Bei Hunden wurde eine lysosomale Bindung von Californium 
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(Bruenger et al., 1972) und Plutonium (Bruenger et al., 1976) 
beschrieben. Bhattacharya und Lindenbaum (1976) konnten lyso
somale Assoziation von 239 Pu auch bei der Maus nachweisen. 
Winter untersuchte die subzelluläre 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 lysosomale Assoziation des Nuklids bei Ratte und Maus 
bestätigen. Bei den Hamsterspezies war eine klare Zuordnung zu 
denjenigen Lysosomen, welche durch Saure Phosphatase- und Aryl
sulfatase-Aktivität, sowie Verschiebbarkeit durch TWR gekenn
zeichnet sind, nicht möglich. Es erhebt sich die Frage, ob das 
239 Pu bei den Hamsterspezies vielleicht bevorzugt in eine Lyso
somenpopulation aufgenommen wird, welche durch Bestimmung der 
Sauren Phosphatase und Arylsulfatase nicht erfaßt wird, und die 
nur unwesentlich an der Phagozytose von TWR beteiligt ist. Von 
vielen Autoren wird eine Heterogenität 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 außerordentliche Anreicherung an Kathepsin D 
(van Berkel et al., 1975) und Arylsulfatase (Arborgh et al., 
1973) aufweisen, die N-Acetyl-ß-Glukosaminidase dagegen etwas 
mehr in Hepatozyten vertreten sein (van Berkel et al., 1975). 
Die Saure Phosphatase weist eine gleichmäßige Verteilung zwischen 
Parenchym- und Nichtparenchymzellen auf (van Berkel et al., 1975). 
Andere Autoren beschrieben eine Heterogenität 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 größere, dichtere 
Lysosomen mit einem erhöhten Gehalt an Kathepsin D und Sauren 
Nukleasen. Um dieser offenkundigen Heterogenität der Lysosomen, 
bzw. ihrer Leitenzyme, Rechnung zu tragen, wurden zwei weitere 
lysosomale Leitenzyme, nämlich N-Acetyl-ß-Glukosaminidase und 
Kathepsin D, in die Untersuchungen mit einbezogen. Auch bezüg
lich der Selektivität der 5 1 Nucleotidase als Leitenzym für 
Plasmamembranen bestehen gewisse Vorbehalte, die im einzelnen 
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in der Diskussion näher erläutert werden. Zur genaueren 
Charakterisierung der perizellulären Membranen wurde daher zu
sätzlich die Bestimmung der Alkalischen Phosphodiesterase neu 
eingeführt. 

Die Behandlung mit TWR zwecks Lysosomenisolation führte bei 
Ratte und Maus zu einer Reduktion des 239 Pu-Gehaltes der Le
ber (Winter, 1980). Der Nuklid-Gehalt im Cytosol war unter 
dem Einfluß von TWR bei Ratte, Maus und Syrischem Hamster deut
lich erhöht, was eventuell auf eine erhöhte Durchlässigkeit der 
Tritosomen-Membran (Henning und Plattner, 1975), oder deren er
höhte Fragilität zurückzuführen ist, und daraus resultierend 
zu Artefakten führen kann. Diese mit der Anwendung von TWR 
verbundene Problematik wurde bei Winter bereits ausführlich dis
kutiert (Winter, 1980). Auch die Verwendung von Dextran T 500 
und eines Eisen-Sorbitol-Citrat-Komplexes zur Lysosomenisolierung 
brachten keine Klärung hinsichtlich der 239 Pu-Bindung bei den 
Hamstern. 

Die lysosomale Assoziation des 239 Pu bei Ratte und Maus war so
mit durch Verwendung von TWR bestätigt, 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 Veränderung der Lysosomen voraussetzt. Es handelt sich 
hierbei um Metrizamid, ein trijodiertes Benzamido-Derivat der 
Glukose, welches im Vergleich zu Saccharose eine geringere Osmo
lalität und Viskosität aufweist und in Wasser nicht-ionische 
Lösungen bildet. Damit sollte die Inertheit des Mediums gewähr
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 Isoosmolalität und geringen Viskosität 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 
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(Seidel, unveröffentlichte Ergebnisse), erlaubt aber eine eindeu
tige Unterscheidung von perizellulären Membranen und Lysosomen 
(Seidel und Sontag, 1981). Mit dem Metrizamid- und Percoll
medium stehen somit zwei neuere Methoden zur Verfügung, um 
die im Saccharosedichtegradienten mittels TWR-Injektion er
haltenen Ergebnisse zu überprüfen. Ein Hauptanliegen der Arbeit 
war es, diese Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
Radionuklid-Injektion durchzuführen, um möglicherweise sich unter dem 

Einfluß der Zeit ergebende Speziesunterschiede hinsichtlich des 
subzellulären Verteilungsmusters festzustellen. Zu Beginn die
ser Arbeiten wurden auch Ergebnisse elektronenmikroskopischer 
Untersuchungen bekannt (Hanke, 1977; Schmid, 1980), die darauf 
hinwiesen, daß der TWR-Metabolismus in Chin.Hamsterleberlyso
somen von jenem in Rattenleberlysosomen deutlich verschieden 
ist. Zur Oberprüfung der TWR-Methode wurden die Tiere daher 
&uch zu späten Zeiten nach TWR-Injektion untersucht. 

Eine Bindung von 239 Pu an eisenspeichernde Zellkomponenten 
wurde in früheren Arbeiten eingehend diskutiert (Bruenger et 

' al., 1971; Boocock et al., 1970), die Befunde sind aber wider
sprüchlich, zumal in der Arbeit von Winter (1980) deutliche 
Hinweise enthalten sind, daß es sich bei der postulierten 
Assoziation an Eisenspeicherproteine um Artefakte handeln 
könnte. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit ein Vergleich 
des subzellulären Transuranverhaltens mit jenem von stabilem 
Eisen und 59 Fe systematisch mit einbezogen werden. Es war auch 
zunächst naheliegend anzunehmen, daß eine engere Verwandschaft 
des 239 Pu- und Fe-Stoffwechsels auch ihren Ausdruck in einem 
ähnlichen Verhalten bezüglich der Organretention finden könnte. 
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 59 Fe-Reten
tion bei Ratte, Maus, sowie Syrischem und Chinesichem Hamster 
durchgeführt werden. 

Zusammenfassend lassen sich die Ziele der vorliegenden Arbeit 
wie folgt charakterisieren: 
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Viele bisherige Befunde sprechen für eine lysosomale 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 subzellulären 
59 Fe-Stoffwechsels überprüft werden~ Diese neu einzuführenden 
Verfahren sollten vor allem auch weiteren Aufschluß über die 
bisher unklare Art der Anfangsablagerung von Transuranen in 
der Leber Chinesischer Hamster erbringen. Von der Analyse der 
Zeitabhängigkeit der subzellulären 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 Verständnis des Verhaltens 
und der Wirkungen von Schwermetallen im Körper dienen. 
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2. Material und Methode 

2.1. Tierexperimentelle, chemische und radiochemische Methoden 

2.1.1. Versuchstiere und Tr-iton WR 1339-Behandlun 

Die von uns benutzten Versuchstier-e sind in der- folgenden Tabelle 
char-akterisiert. Ein Einfluß der Rassenzugehörigkeit auf die Er
gebnisse konnte nicht beobachtet werden. Zu den Versuchen wurden 
nur- weibliche Tiere benutzt. 

Spezies Rasse 

Ratte Heiligen-

Maus 

berg 

Spraque 
Dawley 

NMRI 

Gewicht Bezugsquelle 

175-205 g institutseigener 
Inzuchtstamm 

180-200 g Fa. Gaßner 
Sulzfeld 

25-33 g Zentralin
stitut f. Ver
suchstierkunde 
Hannover 

Chine
sischer 
Hamster 

Auszucht- 25-37 g institutseigene 
Kolonie der 
Bundesfor
schungsanstalt 
f. Ernährung, 
Karlsruhe 

Syri
scher 
Hamster 

tiere aus 
8 Inzucht-
paaren 

handels
übliche 
Tiere 

Dr. Renner 

60-150 g Tierhandlung 
Metz, Karlsruhe 

Fütterung 

Altromin
R-m-pellets, 

Standard
diät 

Altromin, 
Spezialdiät 
für Hamster 

Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Wasser bis zur 
Sektion, die wie die Injektion unter Äthernarkose durchgeführt 
wurde. Alle Radionuklidinjektionen erfolgten intravenös (i.v.), 
bei der Ratte in eine freipräparierte Schwanzvene, bei Maus und 

beiden Hamsterspezies in die V. jugularis. 
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Das nichtionische Detergenz Triton WR 1339 (iso-octyl-phenyl
polyäthylen-glycol-formaldehydpolymer) bezogen wir als Produkt 

von Röhm und Haas, U.S.A. über die Firma Serva, Heidelberg. Die 
Injektion von TWR erfolgte intraperitoneal (i .p.) unter Äther
narkose. Zeitpunkt der Applikation war, sofern nicht anders ver
merkt, vier Tage vor Sektion, da sich dieser Zeitpunkt auch für 
Nuklidbindungsstudien als optimal erwiesen hat (Gruner 1981). 
Die Dosis betrug 750 mg · kg- 1 TWR, bei der Ratte 0.6 ml einer 
25 %Lösung (in 0.9% NaCl ), beim Chinesischen Hamster 0.75 ml 

der 1:10 verdünnten Stammlösung (pro Tier). 

2.1.2. Radionuklidlösungen und Radionuklidnachweisverfahren 

Die 239 Pu (IV)-Nitrat-, 241 Am (III)-Nitrat-~owie 59 Fe (II)-Chlorid
stammlösungen wurden von der Firma Amersham-Buchler bezogen. Die 
radiochemische Reinheit wurde spektroskopisch überprüft. Das 
trägerfreie 234 Th wurde in unserem Labor durch Extraktion mit 
Diäthyläther und anschließendem Ionenaustausch von Uranylnitrat
hexahydrat abgetrennt und als Nitrat injiziert (0.1 ml je Tier) 
(Peter 1982). Zur Herstellung von trägerhaltigen Thoriumlösungen 
wurde eine Lösung von 232 Th-Nitrat (Radiochemical Centre Amers
ham, England) in 0.1 N HN0 3 angesetzt und unmittelbar vor der 
i .v. Injektion zu dem erforderlichen Volumen an 234 Th-Nitratlö-
s~ng pipettiert. Die Trägermenge betrug 7-10 mg 232 Th kg- 1 Kör-
pergewicht. 

Monomere 239 Pu-, 241 Am-, und 59 Fe-Citratlösungen 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. 
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Chin. Hamster Ratte Syr. Hamster Maus 
Nuklid -1 Bq . kg 

239Pu 0.4-29.6·10 4 5.0-51.1·10 4 

241Am 1.2-7.4·10 4 2.6-28.7·10 4 

59 Fe 0.4-4.4·10 4 1.5-11.1·10 4 0.4-5.2·10 4 5.2-6.7·10 

234Th 3.0·10 4 

Die Alpharadioaktivität von 239 Pu sowie 241 Am in verschiedenen 

Organen, Zellfraktionen und Saccharosegradientenfraktionen 
wurden nach Seidel et al. (1972) nach Naßveraschung in einem 
Gemisch von 70 % HCl0 4 + 30 % H2o2 (1:1) in Insta-Gel als Szin
tillator bestimmt. Metrizamid- und Percollgradientenfraktionen 
wurden sofort nach der Fraktionierung mit Insta-Gel aufgefüllt 
und im Flüssigkeitszintillationsspektrometer gemessen. Die Be

stimmung der y-Aktivität von 59 Fe und 234 Th erfolgte in einem 
Szintillationsspektrometer (Gamma 8 000 Beckman) mit einem 

NaJ (Tl) - Bohrloch-Kristall. 

In einem speziellen Versuch, in dem Chinesischen Hamstern nur 

4 

0 4 10 4 B k - 1 239 p . . . . t d ßt d. h . · · q · g u 1nJ1z1er wur en, mu e 1e se r ger1nge 
Radioaktivitätsmenge in den Saccharosedichtegradientenfraktionen 
nach Naßveraschung mit HN0 3 mittels eines Extraktionsverfahrens 
(Humphreys et al. 1976, Keough et al., 1970) bestimmt werden. 
Es wurden hierzu die Fraktionen gleicher Nummer aus 12 Röhrchen 
vereinigt. Bei diesem Verfahren wird nach Naßveraschung mit 
HN0 3 und HN0 3/HF der mineralisierte Rückstand in einem HN0 3-Bor
säure-Harnstoff-Gemisch aufgenommen und das 239 Pu durch Aus
schütteln in eine organische Szintillator-Extraktionsmittelphase 
überführt. Der Radioaktivitätsgehalt in jeder Fraktion wurde 
anschließend im Flüssigkeitsspektrometer gemessen. 
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2_ .1 . 3 . Atom a bs o r p t i o n s s p e k t r os k o p_~ 

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 mußte zunächst die Saccharo~e in 
den Gradientenfraktionen durch Aufheizen auf 500 °e entfernt wer
den. Nach der Trockenveraschung wurden die Rückstände in 5 ml 
2N Hel (Hel suprapur) gelöst und im Trockenschrank bei ca. 110 °e 
eine Stunde erhitzt. Nach dem Abkühlen wurden die Proben mit H20 
bidest quantitativ durch einen Schwarzbandfilter in 25 ml Meß
kölbchen überführt. Alle hierbei verwendeten Geräte wurden vor der 
Benutzung mit konzentrierter HN0 3 und 3 % EDTA-Lösung metallfrei 
gespült. Die Eisenbestimmung erfolgte in einem Beckman Atomic 
Absorption Spectrophotometer I 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 Saccharoselösung ge
puffert mit 10 mM Triäthanolamin · Hel (pH 7.2- 7.4). Jeweils 
10 g perfundierte Leber (zwei Ratten-, bzw. sieben Hamsterlebern 
vereinigt) wurden in 30 ml 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 Oberstände verdünnt wurden; die Angaben 1:10 usw. geben die 
Verdünnung gegenüber dem Ausgangsmaterial von 10 g Leber an). 
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Homogenat 1: ~ 

Überstand E 
(100ml/1:10) 

Zentrifugalion 10Min. 
bei 2~000RPM (Ti 60) 

Zentrifuga1ion 5Min. bei 5500 RPM {Ti 

Zentrifugalion 5 Min. bei 4000 RPM (Ti 60) 

Sediment H (50 ml/1: S) 

Sediment Ml 
(45ml/1:5) 

Überstand X 

Sediment P 
(30ml/1:5) 

Zentrifugalion 40 Min. bei 38 000 RPM 
(Ti 60) 

Überstand S 
( &Oml/1: 1 0) 

Das für die Bestimmungen benutzte N+E (1:20) wurde durch Verei
nigung von E undNunter 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 ml 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 
zerstören (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 g und 4 °e durchgeführt. Die av 
Laufzeit betrug 4 oder 16 Stunden (ohne An- und Auslaufzeit), 
um eine 239 Pu-Bindung durch eisenbindende Zellbestandteile zu 
erkennen (vgl. Winter 1980 und Winter et al. 1982). Durch Proben
entnahme vom Boden des Röhrchens wurde der Gradient in 22 Frak
tionen aufgeteilt. Die Fraktionen 1 und 22 wurden verworfen 
(siehe auch 2.7.3.). Zur späteren Enzymbestimmung wurden die ver
bliebenen Fraktionen in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis 
zur Bestimmu~g im Tiefkühlfach bei -20 °e aufbewahrt. 

2 . 3 . 2 . M e t r i za m i d g r a d i e nt e n 

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 verfügt über keine 
ionisierbaren funktionellen Gruppen und bildet daher in Wasser 
nicht-ionische Lösungen. Die Osmolalität von Metrizamidlösungen 
ist im Vergleich zur Saccharose sehr gering. in den von uns be
nutzten Lösungen betrug die Osmolalität zwischen 120 und 420 
mOs/ kg H2o ( Ri ckwood und Bi rni e, 1975 ). Die Metri zami dl ösungen 
gewünschter Dichte wurden durch Zugabe von H2o bidest. herge
stellt. Die Analyse im linearen Metrizamidgradienten (33 ml, 
14.7 ml 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. Oberschichtung von ML erwies sich die 
Oberschichtung des Gradienten als schonender für die Organellen, 

insbesondere für die Mitochondrien (siehe Abb. 1 und 2). 

* An dieser Stelle möchte ich Herrn Th. Mohr und P. Kindermann, 
Institut für Genetik und für Toxikologie von Spaltstoffen des 
KfK, für die Anfertigung der Gradientenaustropfvorri~htung 

danken. 
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1.7 ml der M~ Fraktion wurden daher in allen Versuchen auf den 
Metrizamidgradienten aufgetragen. Eine sechsstUndige Zentrifuga
tionszeit im Schwingbecherrotor (SW 27, Beckman) bei 88 000 g av 
und 4 °C war ausreichend fUr die Organellen, um ihre Gleichge-

. ht d' ht . h F" d V 1 . h 239 p .. 59 t· Wlc s 1c e zu erre1c en. ur en erg e1c von u m1t re 

wurde auch hier zusätzlich eine 16-stUndige Zentrifugationszeit 
gewählt. 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 Größe etwa 17 nm) durch eine 
U~mantelung mit Polyvinylpyrrolidon nichttoxisch sind. Das Kol
loid bildet in Wasser klare Lösungen mit einer geringen Osmola
lität ( < 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 Ausgangslösung (320 mOs/kg H20) mit einer Dichte von 
1.13 ±o.oo5 g/ml hergestellt. Die gewUnschte Dichte der Percoll
lösung 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 Ausgangslösung von Percoll/2.5 M 
Saccharose durch Zugabe von 0.25 M Saccharose so verdUnnt, daß 
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 g , 18 °c, im Beckman Verti-av 
kalrotor VTi 50 zentrifugiert. Die Gradienten wurden in derbe-
reits beschriebenen Weise in 18 Fraktionen aufgeteilt. Die sich 
im Verlauf der Zentrifugation selbst bildenden Gradienten sind 
ausgesprochen sigmoidal. Ihre Form ist unabhängig von der Aus
gangsdichte, sie wird im ·w~sentlichen durch die Größe des Zentri

fugenröhrchens, 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 (Abbe Refraktometer)wurde mit
tels der Int. Critical Tables o.f Numerical Data, Physical Che
mistry and Technology (Vol. II, London 1927) die Dichte ermittelt. 

Metrizamid 

Bei Metrizamidgradienten wurde im Abbe Refraktometer der Bre
chungsindex der Gradientenprobe ermittelt. Bei bekanntem Bre
chungsindex c kann nach der folgenden ~ormel die Dichte 8 be
stimmt werden (Birnie et al. 1973): 

8 = 3.35 . c - 3.462 

Percoll 

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

Y = -8.448 + 7.042 • X 

die Percolldichte bestimmt 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-ß-Glukosaminidase, Kathepsin D und zum Teil Arylsulfa
tase A,B herangezogen. Die perizellulären Membranen wurden durch 
Bestimmung der 5 1 Nucleotidase und Alkalischen Phosphodiesterase 
nachgewiesen, die Mitochondrien durch Glutamatdehydrogenase. Zum 
Nachweis der Membranen des Endoplasmatischen Reticulums wurde 
die Glukose-6-Phosphatase bestimmt. Die Testansätze zur Bestim

mung der Enzymaktivität 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-minü
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 1 Nucleotidase, Gluko
se-6-Phospha~ase, Arylsulfatase A,B und Glutamatdehydro
genase 

Die Bedingungen für diese Bestimmungen entsprechen hinsichtlich 
Molaritäten und Einwaagen jenen von Winter, 1980. Saure Phospha
tase wurde nach Appelmans et al .(1955)mit ß-Glycerophosphat, 

5 1 N u c l e o t i d a s e n a c h M i c h e 1 1 u n d H a w t h o r n e (1 9 6 5 ) m i t A d e n o s i n -
5 1 -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 
W i 1 l i a m so n (19 6 7), d i e Aryl s u 1 f a t a s e A , B nach R o y (19 54) . 

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

Substratsättigung und linearer Verlauf der Enzymreaktion während 

der Inkubationszeit wurden zuvor in einer Testreihe ermittelt. 

I. Pufferlösungen und Substrate 

1. N-Acetyl-S-Glukosaminidase 
4-Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-ß-D-Glucopyranosid + H20 
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N-Ac 
2 Acetamido-2-deoxy-0-glukose + 4 Nitrophenol 

Puffer: 47.04 g Na-Citrat (0.16 M) 
mit H20 bidest auf 1 1 auffüllen 
mit 0.1 N HCl auf pH 4.5 einstellen 

Substrat: 17.5 mM p-Nitrophenyl-S-0-Glucopyranosid 

Einwaage für 10 ml: 60 mg p-Nitrophenyl-S-0-Gluco
pyranosid (Sigma Nr. 9376) 

Nitrophenylbestimmung: 42 g Natriumhydrogencarbonat 

(wasserfrei) 0.5 M 
auf 1 1 mit H2o bidest auffüllen 

zur Bestimmung: 0.5 ml Oberstand der zentrifugierten 
Probe + 2.5 ml NaHC0 3-Lösung 

2. Alkalische Phosphodiesterase 

2'-0esoxy-thymidin-5'-p-nitrophenyl-phosphat + H20 
2'-0esoxy-thymidin-5'-phosphat + 4-Nitrophenol 

Puffer: 17.84 g Glycin · HCl (0.16 M) 
0.702 g Zinkacetat (3.2 mM) 

AP 

mit konzentrierter NaOH auf pH 9.6 einstellen, 
dann mit H2o bidest auf 1 1 auffüllen 

Substrat: 40 mM Thymidin-5'-phosphat-4-nitrophenol 
Einwaage für 10 ml: 189.3 mg Thymidin-5 1 -phosphat-
4-nitrophenol (Boer. Nr. 104256) 

II. Stoppen der Enzymreaktion und Messung 

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

III. Prinzip der Nitrophenolbestimmung 

Elektronenziehende Substituenten, wie das p-No 2 , erhöhen die 
Acidität 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 Protonenüberschuß 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 d~r Mesomerieeffekt er
höht, die Zahl der konjugierten Chromophore im Molekül 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 gehört 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 
Aminosäuren. In unserem Enzymtest wurde Hämoglobin als Substrat 
eingesetzt. Der lineare Verlauf der Enzymreaktion innerhalb der 
Inkubationszeit wurde zunächst in einer Testreihe ermittelt. Die 
Enzymaktivität wurde durch die photometrische Messung Folin
positiver Aminosäuren bestimmt. 

I .. Pufferlösun]en_ und ~u.~s_trate: 

Puffer: 500 ml 1 N Natronlauge 
47 ml 98-100 % Ameisensäure 
mit 1 N NaOH auf pH 3.3 einstellen 
mit H20 bidest auf 1 1 auffüllen 

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

Präparation des Hämoglobin-Substrates: 
1 g Hämoglobin wurde in 10 ml H20 bidest. durch Verreiben 

g e 1 ö s t , d a n a c h 3 0 M i n . b e i 15 00 0 R P M u n d 4 ° C z e n t r i f u -
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giert. Der überstand wurde bei -20 °C eingefroren und zur 
Enzymbestimmung bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. 

11. Stoppen der Enzymreaktion: 

Die Enzymreaktion wird mit 3 % Trichloressigsäure gestoppt 

III. Bestimmung der Folin-positiven Aminosäuren: 

a) alkalisches Kupferreagenz 

Lösung A: 1.0 g Na-Citrat · 2 H20 
0.5 g Kupfersulfat · 5 H2o 
in 100 ml H2o bidest lösen 

Lösung B: 16.0 g Natriumhydroxyd 
50.0 g Natriumcarbonat (wasserfrei!) 

1 ml Lösung A + 79 ml H20 bidest + 20 ml Lösung B 

b) Folin-Ciocalteus-Reagenz 

Folin-Ciocalteus-Reagenz im Verhältnis 1:3 mit H2o bidest ver
dünnen 

zur Bestimmung: 
1 ml überstand der zentrifugierten Probe + 2.5 ml Kupferreagenz 
10 Minuten bei Zimmertemperatur stehenlassen , dann 250 ~l 

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 Triäthanolamin im Saccharosegradienten 
in Abhängigkeit von ihrer Konzentration bei der Kathepsin-Bestim
mung positiv reagieren). Die Nullwerte wurden vor der Substratzu
gabe mit Säure gestoppt (siehe Tabelle 1 und 2), danach sofort 
weiterverarbeitet, da längere Säureeinwirkung zu einer unspezi
fischen sauren Hydrolyse der Proteine führt , und somit den Null
wert verfälscht . 
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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 gav) 15 M1nuten zentrifugiert. Der Oberst~nd (=überstand 
1 zur 239 Pu-Bestimmung) wurde dekantiert. Die Lipide wurden aus 
dem Pellet (=Pellet 1) durch dreimaliges AusschUtteln mit 5 ml 
eines Chloroform/Methanol Gemisches(2:1) und Ultraschallbehandlung 
(10 Minuten) extrahiert, wobei jeweils bei 3. 200 g neu abzentri-av 
fugiert wurde (15 Min. ). Die Oberstände wurden jeweils durch ein 
Whatman Glasfaserfilter mittels Millipore-Filtrationsgerät 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 
239 Pu-Gehalt im letzten Pellet (=Pellet 2) und im Extrakt mittels 
des in 2.1.2. beschriebenen Verfahrens in Insta-Gel gemessen. Das 
Chloroform mußte wegen seiner großen Löschwirkung zuvor durch 
Erwärmen des Extraktes auf 60 °C entfernt werden. Es wurde die 
relative Verteilung der 239 Pu-Aktivität zwischen Pellet 2 und 
dem Extrakt bestimmt. Die Ausbeute errechnete sich aus dem 239 Pu
Gehalt von (Pellet 2 + Filter) + Extrakt+ Oberstand 1 und wurde 
auf den Gesamtgehalt an 239 Pu in 1.7 ml ML als 100% bezogen. 

2. 6. Versuche zur Filtrierbarkeit von 239 Pu 

Jeweils 1.7 ml ML wurden unter möglichst gleichmäßigem Druck durch 

Millipore-Membranfilter der Porengröße 1.2 ~m sowie 0.45 ~m fil
triert. Die 4 oder 5 Saccharosedichtegradientenfraktionen mit dem 
höchsten 239 Pu-Gehalt wurden vereinigt und Aliquots von 1.7 ml 
durch die Millipore-Membranfilter (1.2 ~m und 0.45 ~m Porengröße) 
filtriert. Bei 59 Fe-haltigen Proben wurde der Radionuklidgehalt 
auf dem Filter, im Filtrat, sowie in 1.7 ml einerunfiltrierten 
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Probe y-spektroskopisch bestimmt. Bei Verwendung von 239 Pu als 
Radionuklid wurden die Membranfilter vor Auffüllen mit Insta-Gel 
in Essigsäureäthylester gelöst, bzw. die Filtrate nach der in 
2.1.2. beschriebenen Methode naßverascht. 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 Präsentation der Daten 

2. 7 .1. Radioaktivität in den Organen 

Die verabreichte Dosis pro Tier wurde mit 100 % angenommen. Der 
239

Pu-Gehalt des Skeletts wurde berechnet durch Multiplikation 
der Aktivität des Femurs mit 20 für die Ratte (Rosenthal et al. 
1972), mit 27.5 für Chinesische Hamster. Zur Ermittlung dieses 
Faktors wurden die Skelette von 4 Chinesischen Hamstern völlig 
zerlegt und der 239 Pu-Gehalt am 10., 36. und 70. Tag nach Nuklid
Injektion in den einzelnen Knochen gemessen (siehe Tabelle 3). 
Bei 241 Am wurde ein Faktor von 20 für Ratte und von 34 für den 
Chinesischen Hamster angenommen (Seidel 1977). Bei 59 Fe ist 
immer der 59 Fe-Gehalt eines Femurs angegeben, da für eine Um
rechnung auf das Gesamtskelett die Daten fehlten. Bei einem Radio
aktivitätsgehalteines Organs von weniger als 0.1% der injizier
ten Dosis, wurde auf 0.1% aufgerundet. 

2.7.2. Radioaktivität und Enzymaktivität in den nach differen-
tieller Zentrifugation erhaltenen Zellfraktionen 

Der Radionuklidgehalt wurde in jeweils gleichen Mengen jeder Zell
fraktion gemessen. Der prozentuale Radioaktivitätsanteil 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 Berücksichtigung der jeweiligen 
Verdünnung). 
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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 6Q/ 6p (Ordinate)als Funktion 
der Dichte (Abszisse) aufgetragen. 6Q entspricht dem prozentualen 
Anteil der einzelnen Fraktion gemessen an der Gesamtaktivität des 
Gradienten, 6p ist der Dichtezuwachs innerhalb der einzelnen Frak
tion. Die Fläche jeder Fraktion ist direkt proportional dem pro
zentualen Anteil der Fraktion an der Gesamtfläche. Die Gesamt
fläche ergibt sich als die Summe der Flächen 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 Aktivitätsmaximum auftritt. 
Die Mediane Dichte entspricht dem Dichtewert, in dem durch eine 
Parallele zur Ordinate die Verteilungskurve in zwei gleiche Hälf
ten geteilt wird. Die Mediane Dichte wird nach der folgenden For
mel berechnet: 

= (6Qi ·Pi) pm 2: Q 

pm = Mediane Dichte 
6Qi = prozentuale Aktivität in den Fraktionen 
Pi = mittlere Dichte der Fraktionen 

2.7.4. Quantifizierung der 11 Triton WR 1339-Verschiebung 11 

Der Einfluß von Triton WR 1339 auf die Verteilungsprofile von 
Saurer Phosphatase und 239 Pu zu verschiedenen Zeiten nach Radio
nuklid-Injektion wurde quantitativ berechnet (Tabelle 24). Als 
Kontrolle dienten die entsprechenden Verteilungsprofile ohne TWR 
Einfluß (Abb. 3, 6, 8). Der TWR-beeinflußte Anteil eines Vertei-
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lungsprofils errechnet sich nach der folgenden Formel: 

6QT = prozentualer Aktivitätsanteil in den Fraktionen des Gra-

dienten nach TWR-Behandlung 

6QK = prozentualer Aktivitätsanteil in den Fraktionen bei Kon-

trolltieren 

Die "TWR-Verschiebung" entspricht also dem Mindestprozentsatz von 
239 

Pu oder Enzym, der durch TWR beeinflußt werden kann. 

Wie später gezeigt wird (Abb. 6 und 8, Tabelle 22 und 23), er

gaben sich bei den Saccharosegradienten Hinweise für eine Disso
ziation der Verteilungsprofile von 239 Pu und Saurer Phosphatase. 
Deshalb wurde versucht, quantitativ die Obereinstimmung der 
239 Pu-Verteilungsprofile zu verschiedenen Zeiten nach Nuklid-Injek

tion mit dem Verteilungsprofil der Sauren Phosphatase zu berech
nen. Dazu wurde die gemeinsame Fläche der beiden sich überlappen

den Verteilungsprofile bestimmt. Die Größe der gemeinsamen Fläche 

ist ein mögliches Maß für die maximale Assoziation von 239 Pu an 
Saure Phosphatase-haltige Lysosomen (Tab. 25). 

2. 7.5. Berechnung der Ergebnisse aus dem Percolldichtegradienten
verfahren 

Zunächst 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. 06 9 

< 1. 080 

Die Summe des 239 ru in den Fraktionen wurde als 100 % angenommen 
und der 239 ru-Gehalt in den drei Dichtebereichen jeweils hierauf 

bezogen. Entsprechend wurde die gesamte, aus den 18 Fraktionen 

erhaltene Enzymaktivität zu 100 % angenommen und der prozentuale 

Anteil in jedem Dichtebereich ausgerechnet. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Verteilung und Retention von 239 Pu und 241 Am in Or9anen des 
Chinesischen Hamsters und der Ratte 

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

3.2. Gehalt an 59 Fe in Organen von ,Ratte, Maus, Chinesischem und 
Syrischem Hamster 

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

239P d 241A u un m 

Die Tabellen 12- 16 zeigen die relative subzelluläre Verteilung 
der Nuklide bei Kontrolltieren und nach Behandlung mit Triton 
WR 1339. Sehr wesentlich ist, daß bezüglich ihres Verhaltens 
zwischen 239 Pu und 241 Am kein Unterschied festzustellen war. Beim 

Chinesischen Hamster nimmt der 239 Pu-Gehalt im Cytosol sehr rasch 
ab, entsprechend einer Zunahme in der ML-Fraktion. Bereits am 

'd · · d' t' "b 90 % d 239 Pu 10. Tag nach Nukl1 -InJektlon se 1men 1eren u er o es 
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des zellkernfreien Oberstandes (E) mit der ML-Fraktion, am 36. 
bis 119. Tag sind es zwischen 95 und 100 %. Aus den Daten von 

Gruner (1978) ist ersichtlich, daß bei der Ratte der Nuklidge
halt im Cytosol zunächst auch stark abnimmt, korreliert mit einer 
Zunahme in der MLP-Fraktion. Nach dem Erreichen eines Maximums 
etwa am 8. Tag nach Nuklid-Injektion fällt die Radioaktivitäts
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 
erhöht. 

Stabiles Eisen und 59 Fe 

Ein Vergleich der subzellulären Verteilung beider Eisenisotope 
zeigt (Tab. 17 und 18), daß sowohl beim Chinesischen Hamster 
als auch bei der Ratte die Verteilungsmuster prinzipiell über
einstimmen und somit durch 59 Fe 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 höher zu sein als bei 
der Ratte. Es bestehen bei beiden Spezies grundsätzliche Unter
schiede zur Verteilung der Transurane. 

Enzyme 

Die relative subzelluläre Verteilung von Markerenzymen der 
Lysosomen, perizellulären 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 überein. Bei der Ratte ist der extrem hohe 
Gehalt der ML-Fraktion an N-Actyl-ß-Glukosaminidase, korreliert 
mit einer sehr geringen Enzymmenge im Cytosol, auffallend. Bei 
beiden Tierspezies ist das Verteilungsmuster von Kathepsin D 
durch TWR-Behandlung am stärksten beeinflußt, der Enzymgehalt der 

Cytosolfraktion beträgt nach TWR-Behandlung über 40% (E). 
Die Verteilungsmuster der s•Nucleotidase und Glukose-6-Phospha
tase stimmen bei Chinesischem Hamster und Ratte mehr oder weniger 
weitgehend überein. 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, daß wir in ML jeweils mehr als zwei Drittel der 
239 ru-, 241 Am- und Enzymaktivität erfaßt haben. 

3.4. Dichtegradientenzentrifugation 
~ ~ 

3.4.1. Verteilungsprofile von Nukliden und Enzymen im Saccharose
dichtegradienten 

~ ~ 

3.4~1.1. Verteilung von 239 ru, 241 Am und Enzymen 

In Abb. 3 sind die Verteilungsprofile der lysosomalen Enzyme bei 
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 überein. 
Die Verteilungsprofile aller getesteten lysosomalen Enzyme sind 
unter TWR-Einfluß zu leichteren Dichten verschoben, was in einer 
Änderung ihrer Medianen Dichte deutlich zum Ausdruck kommt 
(Tab. 22). Die Unterschiede zwischen Kontroll- und TWR-Tieren 
hinsichtlich der lysosomalen Enzymverteilung sind bei der Ratte 
stärker ausgeprägt als beim Chinesischen Hamster. Als Repräsen
tant für 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 überein. Die Glutamatdehydro
genase (GDH) und Glukose-6-Phosphatase (G-6-P) sind durch TWR 
nicht beeinflußbar, 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-Einfluß auf das Verteilungsmuster der Alkalischen 
Phosphodiesterase weit weniger ausgeprägt, 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-Aktivität 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
licher Unterschied festgestellt werden, die beiden Radionuklide 
können daher gemeinsam abgehandelt werden. Wie aus Tabelle 23 
hervorgeht, hat eine Verlängerung deS Zentrifugationszeit von 
4 auf 16 Stunden keinen signifikanten Einfluß auf die Verteilungs
muster von 239 Pu und 241 Am im Saccharosedichtegradienten, so daß 
in den Abb. 6 bis 9 die Ergebnisse aus den 16 Stunden-Versuchen 
nicht berUcksichtigt wurden. Abb. 6 und 7 zeigen die Verteilungs
profile von 239 Pu und 241 Am beim Chinesischen Hamster und bei der 
Ratte zu verschiedenen Zeitpunkten nach Radionuklid-Injektion. 
Bei der Ratte ändert 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 239 Pu, bei 241 Am ist diese 
etwas stärker ausgeprägt. 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 239 Pu-Injektion sehr 
rasch auf 1.154 am 10. Tag, danach linear bis zum 70. Tag auf 

1.138. 
In den Abb. 8 und 9 ist der Einfluß von TWR auf die Verteilungs
profile von 239 Pu und 241 Am 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 Einfluß 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 
239 und ca. 50% des Pu durch TWR verschoben (Tabelle 24). Zu 

späteren Zeiten nach Nuklid-Injektion ist dieser TWR-Effekt 
immer noch deutlich vorhanden, wenn auch etwas geringer aus
geprägt. So können am 70. Tag nach 239 Pu-Injektion unter ent
sprechender Verminderung der Medianen Dichte (Tabelle 23) noch 
immer 31 % der Radionuklid-Aktivität zu leichten Dichten ver
schoben werden. Beim Chinesischen Hamster ist am 4. Tag nach 
239 Pu-Injektion ebenfalls ein deutlicher TWR-Effekt vorhanden 
(Abb. 8, Tab. 23 und 24). Wie bereits erwähnt 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 späteren Zeiten kein 11 typischer 11 TWR-Effekt 
nachweisbar, am 70. Tag nach 239 Pu-Injektion ist nach TWR-Be
handlung sogar eine Erhöhung der Medianen Dichte von 1.138 auf 
1.165 festzustellen. Zusammenfassend kann man also sagen, daß 
bei der Ratte zu allen untersuchten Zeiten eine deutliche Kor
relation zwischen dem Verhalten der Sauren Phosphatase und dem 
der beiden Radionuklide besteht, während dies beim Chinesischen 
Hamster nur zu ganz frühen Zeiten nach Radionuklid-Injektion 
festzustellen ist. Den Ergebnissen in Tabelle 25 zufolge, nimmt 
die Obereinstimmung der Verteilungsprofile von 239 Pu 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 
239 Pu-Verteilungskurven zeigt, daß diese Abnahme der Überein
stimmung mit dem Saure Phosphatase-Profil auf einer leichten 
Abflachung des 239 Pu-Verteilungsprofils im Maximumbereich 
korreliert mit einer geringen Zunahme im schweren und leichten 
Dichtebereich, beruht. Die Modale Dichte ändert sich hierbei 
nicht. Diesen Befund bestätigen auch die Ergebnisse in Tabelle 
26. In den Fraktionen 2 -11 (entspricht einem Dichteberejch 
von 1.19 - 1.14) befinden sich rund 89% der Saure Phosphatase

Aktivität und 88% der 239 Pu-Aktivität am 10. Tag nach Nuklid-

! n je k t i o n . Zum 70. Tag vermindert sieh der 239Pu-Geha lt in diesem Di chtebe-
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reich um lediglich 7 %. Beim Chinesischen Hamster nimmt die 
Obereinstimmung 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 239 ru-Profils 
ausschließlich in den leichten Dichtebereich, wobei im Gegensatz 
zur Ratte auch die Modale Dichte von 1.19 auf 1.14 verringert 
wird. Ganz deutlich kommt di~s in Tabelle 26 zum Ausdruck. In 
den Fraktionen 2 - 11 sind 78% der Sauren Phosphatase und 80 % 
des 239 Pu-Gehaltes am 4. Tag nach Nuklid-Injektion angereichert. 
Der 239 ru-Gehalt 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 239 ru-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 lysosomalen Enzyme 
unter dem TWR Einfluß zum leichteren Dichtebereich verschoben 
(siehe Abb. 10). Bei der Ratte ist dieser Effekt nun allerdings 
weit weniger ausgeprägt, verglichen mit den 4-Tage-TWR-Versuchen. 
Die Medianen Dichten nach 24 Tagen TWR sind deutlich höher als 
die 4-Tage-Werte (Tabelle 22), wohingegen beim Chinesischen Ham
ster die Medianen Dichten nach 4 bzw. 24 Tagen TWR-Einfluß keinen 
signifikanten Unterschied aufweisen. Auffallend ist bei beiden 
Tierspezies die Obereinstimmung der Medianen Dichten von N-Ace
tyl-s-Glukosaminidase und Arylsulfatase nach 24 Tagen TWR. So
wohl beim Chinesischen Hamster als auch bei der Ratte weisen 
diese beiden Enzyme die höchsten 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 239 ru 24 Tage nach TWR-Injek
tion (nach 4- und 16-stündiger Zentrifugationszeit), sowie 
nach Zugabe von Triton X-100 zu der ML-Fraktion vor Beginn der 
Zentrifugation. Die Verteilungsprofile von 239 Pu in Kontroll
versuchen 36 Tage nach Nuklid-Injektion (siehe auch Abb. 6) 
wurden bei diesen Versuchen als Kontrolle zum Vergleich heran
gezogen. Nach 4 und nach 16 Stunden Zentrifugation ist bei bei-
d T . · d' 239 p Akt' 't"t t d E' fl ß en 1erspez1es 1e u- lVl a un er em 1n u von 
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TWR zum leichten Dichtebereich verschoben. Die quantitative 
Berechnung in Tabelle 24 zeigt, daß das TWR bei beiden Tier

spezies eine Verschiebung der 239 Pu-Aktivität um 34 % und 
der Sauren Phosphatase um fast 50 % der jeweiligen Kontrolle 
bewirkt. Zum Vergleich sei daran erinnert, daß bei den zuvor 
beschriebenen Versuchen mit nur 4-tägiger TWR-Einwirkungszeit 
beim Chinesischen Hamster nur 16 % des 239 Pu beeinflußt werden 
konnten (Tabelle 24). Bei der Ratte wird unter dem Einfluß von 
TX 100 in den 24-Tage-TWR-Versuchen im gleichen Maße wie in 
den Kontrollversuchen ein beträchtlicher Anteil der 239 Pu
Aktivität unsedimentierbar. Beim Chinesischen Hamster erfolgt 
diese Radionuklidfreisetzung durch TX 100 nur im 24-Tage-TWR
Versuch, im Kontrollversuch zeigt das TX 100 keinen nachweis
baren Effekt (siehe unten). 
In den Abb, 12 -14 ist der Einfluß von TX 100 auf die Vertei
lungsprofile der lysosomalen Enzyme und der Radionuklide ge
zeigt. Aus Abb. 12 ist zu ersehen, daß die Zugabe von TX 100 
zu der ML-Fraktion vor Beginn der Zentrifugation zu einer Zer
störung der Lysosomen führt. Als Folge davon werden alle lyso
somalen Enzyme in unterschiedli~h starkem Maße unsedimentier
bar. Das Kathepsin D zeigt bei beiden Tierspezies einen ge
ringeren Effekt, auch ist bei der Ratte kaum N-Acetyl-s-Gluko
saminidase-Aktivität freigesetzt, das Verteilungsprofil ist 
jedoch sehr breit über den gesamten Gradienten verteilt. Beim 
Chinesischen Hamster ist die N-Acetyl-s-Glukosaminidase nahe
zu völlig 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 späteren Zeiten kann ein TX 100-Einfluß nicht mehr 
gesichert werden (Abb. 13 und 14). 

3.4.1.2. Stabiles Eisen und 59 Fe im linearen Saccharosedichte
gradienten 

Abb. 15 zeigt einen Vergleich der Verteilungsprofile von sta
bilem Eisen und 59 Fe nach 16-stündiger Zentrifugationszeit. 
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Bei der Ratte stimmen die Verteilungsmuster beider Isotope 
recht gut überein, beim Chinesischen Hamster weist das 59 Fe 
eine breitere Verteilung auf als das stabile Eisen. Die Mo
dalen Dichten sind jedoch identisch,so daß bei beiden Tier
spezies das 59 Fe als hinreichend zuverlässiger Marker für das 
Eisenspeichersystem der Leber gelten kann. In Abb. 16 sind die 
Verteilungsprofile von 59 Fe nach 4 und 16 Stunden Zentrifuga
tion, sowie unter dem Einfluß von TX 100 dargestellt. Beim 
Chinesischen Hamster ist die 59 Fe-Radioaktivität nach 4-stün
diger Laufzeit sehr breit über den Gradienten verteilt, die Aus
dehnung der Zentrifugationszeit auf 16 Stunden bewirkt eine 
Verschiebung des Profils zum höheren Dichtebereich. Die Mediane 
Dichte erhöht sich entsprechend von 1.161 auf 1.176 (Tab. 23). 
TWR-Behandlung der Hamster führt unabhängig 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 59 Fe-Profil bei der Ratte weist 
nach 4-stündiger Laufzeit eine deutlich bimodale Verteilung 
auf. Der Radioaktivitätsanteil im leichten Dichtebereich wird 
durch Verlängerung der Zentrifugationszeit auf 16 Stunden völlig 
in den höheren Dichtebereich verschoben, einhergehend mit einer 
Erhöhung 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 59 Fe-Versuchen nicht durchgeführt. 
Unter dem Einfluß von TX 100 verschwindet nach 4-stündiger 
Zentrifugation der 59 Fe-Peak im schweren Dichtebereich bei bei
den Tierspezies, nach 16-stündiger Zentrifugation ist ein 
TX 100-Effekt nicht mehr gesichert nachzuweisen. Für die spä
tere Diskussion wurden die Verteilungsprofile von 59 Fe und 
239 Pu in den Abb. 17 vergleichend zusammmengestellt. 

3 .. ~.1.3. Einfluß der 239 Pu-Dosis auf die Jerteilung des Radio
nuklids im Saccharosedichtegradienten 

In diesem Sonderversuch wurde untersucht, ob der Einfluß der 
239 Pu-Dosis bei der Verteilung des Radionuklids im Dichtegra-
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dienten eine Rolle spielt. Es sollte geprüft werden, ob die 
Verschiebung der 239 Pu-Profile beim Chinesischen Hamster (Abb.6) 
eventuell durch eine radiogene Schädigung der Leber am 70. Tag 
bedingt sein könnte. Die üblicherweise verabfolgte Dosis lag 
bei 3 · 104 Bq . kg- 1 . 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 239 Pu-Verteilungsprofile nach Injektion von 
4.26 · 10 5 Bq · kg- 1 und 2.96 · 10 3 Bq · kg- 1 239 Pu-Citrat 70 
Tage nach der Nuklid-Injektion. Abb. 18 zeigt, daß sowohl nach 
der hohen als auch nach der geringen Dosis die Verteilungspro
file z~m leichten Dichtebereich verschoben sind. 

3 . 4 . 1. 4 . V e r t e i l u n g__ s E_r o f i 1 e v o n 2 3 4 T h n a c h I nj e k t i o n e i n e r 
232 Th-haltigen 23 ~Th-Nitrat-Lösung 

Durch Injektion einer 234Th-Nitrat-Lösung mit 232 Th als Trä
ger beim Chinesischen Hamster sollte eine Markierung des Reti
culoendotheliären Systems der Leber erzielt werden. Der 234Th
Gehalt der Leber betrug in allen Versuchen zwischen 60 und 75 % 
der injizierten Dosis, ein deutlicher Hinweis darauf, daß das 
Radionuklid in einer polymeren Form vorlag. Am 4. Tag nach Nu
klid-Injektion erhält man ein 234Th-Verteilungsprofil, dessen 
Mediane Dichte (1.19) noch höher ist als die des 239 Pu am 4. 
Tag (1.16), und das keinesfalls mit den Verteilungsprofilen der 
Transurane am 70. Tag übereinstimmt (Abb. 19 und Tab. 23). 

* An dieser Stelle möchte ich Herrn Prof. Dr. W. Hofmann, 
Pathologisches Institut der Universität Heidelberg, für die 
Durchführung der histologischen Untersuchungen herzlich 

danken. 
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3.4.2. Verteilungsprofile von Radionukl~id~n und Enzymen im 
Metrizamiddichtegradienten 

239 241 3.4.2.1. Pu-, Am- und Enzymverteilung 

Die Verteilungsprofile der lysosomalen Enzyme stimmen nach 
6-stündiger Zentrifugation bei beiden Tierspezies weitgehend 
überein (Abb. 20). Alle lysosomalen Enzyme sind im leichten 
Dichtebereich lokalisiert und zeigen eine deutlich bimodale Ver
teilung mit Aktivitätsmaxima um 1.12 und 1.06 (abgesehen von 
der N-Acetyl-a-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 1 Nucleotidase und Saurer Phosphatase eine auffal
lende Ähnlichkeit, lediglich das Aktivitätsmaximum um 1.06 
ist bei der 5 1 Nucleotidase noch stärker ausgeprägt als bei der 
Sauren Phosphatase. Eine Hemmung der unspezifischen, fluorid
sensitiven Sauren Phosphatase mit NaF bei der 5 1 Nucleotidase
Bestimmung (siehe Abb. 22) hat keinen entscheidenden Einfluß auf 
die Verteilungskurve. Die Alkalische Phosphodiesterase-Aktivi
tät ist sehr breit über den gesamten Gradienten verteilt. Sie 
unterscheidet sich bei beiden Spezies deutlich von der 5 1 Nucleo
tidase. In den Abbildungen 23 und 24 sind die Verteilungsprofile 
von 239 Pu und 241 Am im Vergleich zu denen der Sauren Phospha
tase und GDH dargestellt. Radionuklide und Saure Phosphatase 
zeigen zu frühen Zeiten nach Radionuklid-Injektion bei Ratte und 
Hamster sehr ähnliche Verteilungsprofile und eine klare Dissozia
tion vom Verteilungsprofil der GDH und Glukose-6-Phosphatase. 
Am 70. Tag nach Nuklid-Injektion sind die Radionuklidprofile in 
geringem Maße und unsystematisch verändert, die Unterschiede 
lassen sich aber bis auf 239 Pu bei der Ratte nicht eindeutig 
statistisch sichern. 
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Entgegen den Resultaten im Saccharosedichtegradienten bewirkt 
eine Verlängerung der Zentrifugationszeit von 6 auf 16 Stunden 
im Metrizamiddichtegradienten eine mehr oder weniger deutliche 
Veränderung der Verteilungsprofile (Abb. 25 - 27, Tab. 27). Bei 
den lysosomalen Enzymen führt dies (mit Ausnahme der N-Acetyl
~-Glukosaminidase und des Kathepsin D bei der Ratte) zu einer 
Abnahme des Enzymgehaltes in den letzten leichten 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 verändert, es erscheint jetzt auch Enzymaktivi
tät in den leichtesten Fraktionen. Der 'Laufzeiteffekt auf die 
239

Pu-Verteilung ist vergleichsweise gering (Abb. 28, Tab. 28). 

3.4.2.2. Verteilung von 239 Pu, 241 Am und Enzymen im Metrizamid
dichte~radienten unter dem Einfluß von Triton X-100 

Die Zugabe von TX 100 zur ML-Fraktion vor der Zentrifugation 
führt auch im Metrizamidgradienten zur Unsedimentierbarkeit 
der lysosomalen Enzyme. Einzige Ausnahme ist auch hier die N
Acetyl-ß-Glukosaminidase der Ratte (Abb. 29). Das Verteilungs
profil dieses Enzyms wird unter dem Einfluß von TX 100 deutlich 
in den schweren Dichtebereich verschoben. Aus Abb. 30 ist er
sichtlich, daß das TX 100 in gewissem Grade auch die Vertei
lungsprofile der anderen Markerenzyme beeinträchtigt. Allein 
die Aktivitätsverteilung 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 59 Fe im Metrizamid~ichtegradienten in 
Abhänaigkeit von der Zentrifugationszeit und unter dem 
Einfluß von TX 100 

Nach 6-stündiger Zentrifugationszeit ist die 59 Fe-Radioaktivi
tät mit einer Medianen Dichte von 1.144 beim Chinesischen Harn-
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sterund 1.153 bei der Ratte im leichteren Dichtebereich loka
lisiert (Abb. 33, Tab. 28). Beim Chinesischen Hamster ist be
reits nach 6-stündiger Zentrifugation ein kleiner 59 Fe-Peak im 
schweren Dichtebereich angedeutet, der durch die Verlängerung 
der Zentrifugation auf 16 Stunden etwas verstärkt wird. Die 
Mediane Dichte erhöht sich entsprechend auf 1.161. Bei der Ratte 
bewirkt die Ausdehnung der Laufzeit eine deutliche Verschiebung 
von 59 Fe in den schweren Dichtebereich, es resultiert ein bi
modales Verteilungsmuster mit einer Medianen Dichte von 1.191. 
Beim Chinesischen Hamster wurden die Verteilungsprofile von 
59

Fe ·ebenso wie jene der Transurane durch die Zugabe von TX 
100 nicht eindeutig verändert. Bei beiden Spezies führt die 
Verlängerung der Laufzeit zu einer Verschiebung in den schwere
ren Dichtebereich. Ein ausgeprägter TX 100 Einfluß ist nicht 
zu erkennen. Im Gegensatz zu den Verhältnissen bei den Trans
uranen, hat TX 100 auch bei der Ratte im Falle des 59 Fe keinen 
wesentlichen Effekt. 

3.4.3. Ergebnisse im Percolldichtegradienten 

Die im Percolldichtegradienten erhaltenen Ergebnisse sind in 
Tabelle 29 zusammengefaßt. Im Percoll-Gradienten ist es unter 
bestimmten Bedingungen möglich, die Leitenzyme für perizellu
läre 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/cm 3 als gut geeignet zur deutlichen 
Trennu~g von lysosomaler Enzymaktivität von jener der perizel
lulären Membranen. Die Enzymverteilung wird durch Erhöhung der 
Percoll-Ausgangsdichte von 1.07 auf 1.08 kaum beeinflußt. In 
beiden Percollgradienten weisen die lysosomalen Enzyme und die 
Enzyme der perizellulären Membranen, ein eindeutig gegensinniges 
Verhalten bezüglich ihrer Anreicherung in Dichtestufe I oder 
III auf. Die Verteilung des 239 Pu stimmt am 10. Tag mit jener 
der lysosomalen Enzyme qualitativ insofern überein, als 
nur ein relativ kleiner Anteil in den leichten Fraktionen (Stu-
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feiii) lokalisiert ist. Im Gehalt in Stufe II unterscheidet sich 
239 Pu deutlich von N-Acetyl-ß-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 
239 Pu-Gehalt im schweren Dichtebereich unabhängig von der Per
co 1 1 -Aus gang s d i c h t e vom 1 0 . zum 7 0 . Tag 1 i 11 e a i' ab , kor r e 1 i er t 
mit einer linearen Zunahme im leichten Dichtebereich. Eine 
eindeutige Korrelation mit einer der beiden Enzymgruppen ist 
am 70. Tag nicht mehr erkennbar. 

3 . 5 . E r g e b n i s s e a u s d e n V e r s u c h e n z u r L i e_, i d e x tr a k t i on 

Die Versuche zur Extraktion von 239 Pu mit Lipiden brachten 
folgende Ergebnisse (je ein Experiment): 

Tage nach 239 Pu-Gehalt ( i n %) 
239p I . u- nJ. im Lipidextrakt im Rückstand 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 9 5. 1 99.4 

70 10.1 89.9 72.2 

Der 239 pu-Gehalt im Lipidextrakt- und Rückstand erwies sich 
als unabhängig vom Zeitpunkt der Radionuklid-Injektion, die 
Daten wurden daher vereinigt. Im Lipidextrakt waren 6 ~ 1 %, 
im Rückstand 94 + 1% des sedimentierbaren ML-Anteils. 

3.6. Filtrierbarkeit von 239 Pu 

Auch hinsichtlich der Filtrierbarkeit von 239 Pu durch Millipore
Filter war kein 11 Zeiteffekt 11 erkennbar (Tab. 30). Aus der ML-
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Fraktion waren ca. 80% des Nuklids durch einen 1.2 ~m-Filter 
und nur 10 - 15 % durch den 0.45 ~m-Filter filtrierbar. Die ent
sprechenden Werte für die Gradientenfraktionen lagen bei 32 -
56 % für 1.2 ~m- und zwischen 6 - 12% für 0.45 ~m- Filter. 
Der filtrierbare 59 Fe-Anteil in der ML-Fraktion war im Falle 
des 1.2 ~m-Filters ähnlich jenem des 239 Pu, beim 0.45 ~m-Filter 
jedoch deutlich höher als 239 Pu. Erwähnt sei, daß 70 - 80% 
des 59 Fe in der Mikrosomenfraktion und im Cytosol selbst durch 
ein 0.45 ~m-Filter filtrierbar waren. Die Ausbeuten lagen bei 
diesen Versuchen bei über 90% der eingesetzten Radionuklid
aktivität. 
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4. Diskussion 

Die Hauptaufgabe der Arbeit bestand darin, den primären Abla
gerungsort für Plutonium in der Leberzelle zu definieren, und 
den Einfluß der Zeit hierauf zu analysieren. Eine große Bedeutung 
bei diesem Problem kam hierbei dem in der Einleitung beschrie
benen Speziesunterschied und dessen Ursachen zu. Der Vergleich 
von 239 Pu mit 241 Am sollte klären, inwieweit nuklidspezifische 
Effekte vorliegen. Die Kombination mehrerer Gradientenmethoden 
und Charakterisierung der Zellorganellen anhand von Leitenzymen 
sollten eine eindeutige Zuordnung des 239 Pu ermöglichen und 
aufzeigen, ob Unterschiede bezüglich des Transuran-Bindungsortes 
den Speziesunterschied bedingen. Eine mögliche Beteiligung des 
Eisenspeichersystems bei der Transuranbindung wurde mit Hilfe 
von 59 Fe und stabilem Fe untersucht. Dabei ergaben sich interes
sante Aspekte hinsichtlich des Eisenstoffwechsels. 

Zunächst sollen die Ergebnisse der differentiellen Zentrifugation 
und Dichtegradientenzentrifugation besprochen werden. In Ober
einstimmung mit den von Boocock et al. (1970) sowie von Gruner 
(Gruner, 1978) erhaltenen Daten für die Ratte erfolgt auch beim 
Chin. Hamster eine rasche Aufnahme beider Radionuklide vom 
Cytosol in die Partikulärfraktion (Tab. 12 und 14),(vergl .auch 
Winter und ·seidel 1982). Während jedoch beim Chin.Hamster zu 
keiner Zeit eine Nettoausscheidung der Nuklide aus der ML-Frak
tion stattfindet, fällt der Transurangehalt in der ML-Fraktion 
bei der Ratte nach Erreichen eines Maximums wieder ab (Tab. 15 
und 16, Gruner, 1978), möglicherweise ein Ausdruck der bereits 
vonstatten gehenden Elimination der Transurane aus der Ratten
leber. Bei beiden Spezies sedimentiert der größte Teil der Radio
nuklide mit der ML-Fraktion, der Transurangehalt in der Mikro
somenfraktion und im Cytosol ist dagegen vernachlässigbar gering. 
Die nachfolgend d1skutierten Ergebnisse beschränken sich daher 
auf die Verhältnisse in der ML-Fraktion. 

Es wurden drei unterschiedliche Medien benutzt, die es ermöglichen 
sollten, die Profile der Zellorganellen möglichst deutlich voneinan-
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der unterscheidbar zu machen. Bezüglich des Verhaltens der ein
ielnen Leitenzyme traten hierbei keine solchen Speziesunter
schiede auf, die im Hinblick auf das Hauptanliegen der Arbeit 
näher diskutiert werden müßten. Es sei lediglich darauf hinge
wiesen, daß in Obereinstimmung mit den in der Einleitung erwähn
ten Befunden im Saccharosegradienten die Saure Phosphatase bei 
beiden Tierspezies das 11 leichteste 11 lysosomale Enzym ist, wohin
gegen N-Acetyl-S-Glukosaminidase und Kathepsin D eine überein
stimmende, signifikant höhere 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), diebeidedurch TWR nicht beeinflußbar sind. Sowohl 
in den Kontrollversuchen wie auch nach Behandlung mit TWR be
stehen jedoch deutliche Oberlagerungen von lysosomaler Enzym
aktivität mit jener der perizellulären Membranen, besonders im 
Falle der Sauren Phosphatase und 5 1 Nucleotidase. Die Alkalische 
Phosphodiesterase zeigt bedeutend weniger Obereinstimmung mit 
dem lysosomalen Leitenzym und ist außerdem im Gegensatz zur 5 1 

Nucleotidase nicht TWR-verschiebbar (Abb.5, Tab.22). Zusammen
fassend kann man feststellen, daß im Saccharosegradienten durch 
direkte Beeinflussung der Lysosomen mit TWR eine klare Trennung 
von den Mitochondrien und dem ER erzielt wird. Oberlagerungen von 
Lysosomen und Plasmamembranen bestehen bezüglich der 5 1 Nucleo
tidase, bei der Alkalischen Phosphodiesterase sind sie weit weniger 
ausgeprägt. 

Die Verwendung von Metrizamid als Gradientenmedium erlaubt eine 
Trennung der Lysosomen von den Mitochondrien und dem ER, ohne 
dabei auf die Zellorganellen direkten Einfluß nehmen zu müssen 
(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 Oberschichtung 
des Gradienten. Die GDH besitzt im Metrizamid- und Saccharose
gradienten ähnliche Mediane Dichten (Tab.22 und 27), die mit den 
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von Rickwood und Beaufay im Sucrosegradienten ermittelten Gleich
gewichtsdichten für Lebermitochondrien gut übereinstimmen (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 begründet wird (Rickwood und Birnie, 1975). Die ausge-
prägte bimodale Verteilung der lysosomalen Enzyme im Metrizamid
gradienten mit einem mehr oder weniger beträchtlichen Enzymge-
halt in den leichtesten Fraktionen, könnte auf einer Freisetzung 
von lysosomaler Enzymaktivität beruhen. Inwieweit dies jedoch 
wirklich der Fall ist, kann nach den vorliegenden Versuchen nicht 
entschieden werden. Ein ebenfalls bimodales und die lysosomalen 
Enzyme weitgehend überlagerndes Verteilungsprofil, zeigt die 5' 
Nucleotidase (Abb.21). Wie im Saccharosegradienten ist jedoch die 
Obereinstimmung von lysosomalen Enzymen mit der Alkalischen Phospho
diesterase weniger ausgeprägt. Zusammenfassend ergibt sich, daß 
durch die Verwendung des Metrizamidgradienten eine sehr gute 
Trennung der Lysosomen von den Mitochondrien und dem Endoplas
matischen Reticulum erzielt wird. Die Oberlagerung der lysosomalen 
Enzyme mit jenen der Plasmamembranen, insbesondere der 5'Nucleo
tidase, lassen eine eindeutige Zuordnung zu Lysosomen oder peri
zellulären Membranen nicht zu. 

Eine klare Trennung von Lysosomen und Plasmamembranen ist hin
gegen im Percollgradienten möglich. Das Percoll-Medium soll 
aufgrundseiner physiologischen Ionenstärke, Isoosmolalität und 
geringen Viskosität die Sedimentations-Eigenschaften von Zell
organellen nicht verändern (Pertoft und Laurent, 1977). Die im 
Percollgradienten erhaltene Gleichgewichtsdichte sollte daher mit 
der nativen Dichte eines Zellorganells übereinstimmen. Pertaft 
beschrieb Gleichgewichtsdichten von 1.04- 1.11 für Rattenleber
lysosomen und 1.02 - 1.03 für Rattenleberplasmamembranen. Wie 
Tab. 29 zeigt, weisen 80 - 90% der Lysosomen aus der Chin. Hamster
leber eine Gleichgewichtsdichte von 1.08 oder höher auf, wogegen 
90% der Plasmamembranen über eine Gleichgewichtsdichte von höch
stens 1.07 verfügen. Die Verwendung von Percollgradienten geeigneter 
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Ausgangsdichte erlaubt somit eine klare Trennung der Lysosomen 

von den perizellulären Membranen. 

Die subzelluläre Verteilung von 59 Fe stimmt im wesentlichen mit 
der von stabilem Fe Uberein (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 Val.lee, 1957). /~uch 

im Saccharosegradienten ergaben sich keine grundsätzlichen Unter

schiede hinsichtlich der Verteilung der beiden Eisenisotope 
(Abb.15). Demnach kann man wohl davon ausgehen, daß durch das 
59 Fe eine ausreichende Markierung der Eisenspeicher erfolgt. Die 
durch Verlängerung der Zentrifugationszeit verschiebbare 59 Fe
Radioaktivität repräsentiert den Nuklid-Anteil, der vermutlich 
an 11 freies 11 Ferritin (weder lysosomal- noch ER- assoziiert) ge
bunden ist. DarUberhinaus ist bei beiden Tierspezies eine zweite 
59 Fe-bindende Komponente nachweisbar, bei welcher es sich ver
mutlich um Lysosomen handelt, was die TWR-Verschiebbarkeit beim 
Chin.Hamster eindeutig demonstriert (Abb.16, Tab.23). Oe Duve 
und Beaufay schätzen, daß etwa 10% des Zell-Ferritins in Lysosomen 
gebunden sind, und der größte Anteil des verbleibenden Ferritins 
sich im Cytosol befindet (Oe Duve und Beaufay, 1957). Peters konnte 

in Lysosomen eindeutig Ferritin und Hämosiderin nachweisen (Peters 
und Seymour, 1976) und auch Essner beschrieb Ferritin in Saure 
Phosphatase - aktiven 11 Residual Bodiesu (Essner und Novikoff, 
1960). Bradford zufolge liegt ein Großteil des Speichereisens der 
Rattenleber als Hämosiderin und Ferritin in sekundären Lysosomen 
vor, welches dann zum Teil Uber die Galle ausgeschieden wird 
(Bradford et al., 1969). Auch im Metrizamidgradienten besteht eine 

deutliche Ähnlichkeit zwischen den Verteilungsprofilen der lyso
somalen Enzyme und jener des 59 Fe. Wie im Saccharosegradienten 
ist auch im Metrizamidgradienten eine weitere Eisenbindungskompo
nente nachweisbar~ welche durch Verlängerung der Zentrifugations
zeit eine deutliche Verschiebung erfährt (Abb.33, Tab.28). Durch 
die Kombination der soeben beschriebenen Verfahren sollte es also 
möglich sein, eine Bindung des Plutoniums an die verschiedenen 
Zellorganellen~ bzw. an Eisenbindungskomponenten, eindeutig zu be
stimmen. 
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Die initiale Bindung des 239 Pu in der Partikulärfraktion wurde 

bei der Ratteam 10.Tag, beim Chin.Hamster am 4.Tag nach Nuklid-
I . . . . t d 239p "b njektion untersucht. Bei belden T1erspez1es ze1g as u u er-
einstimmend mit den Lysosomen eine ausgeprägte 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 239 Pu-Profil mit jenen der 
lysosomalen Enzyme überein, wobei ebenfalls eine deutliche Tren
nung von den Mitochondrien und dem ER erzielt wurde (Abb.20-23). 
Damit ist gezeigt, daß auch ohne direkte Einflußnahme auf die 
Eigenschaften der Lysosomen mit TWR eine Obereinstimmung von 
Plutonium- und Lysosomenverteilung besteht, und entgegen den Aus

führungen von Pepin (Pepin und Boudene, 1974) eine Plutonium
bindung an Mitochondrien ausgeschlossen werden kann. Auch das 
Endoplasmatische Reticulum ist an der Transuranbindung nicht be
teiligt. Die Verlängerung der Zentrifugationszeit hat keinen Ein
fluß auf die 239 Pu-Verteilung (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 Gründen verneint werden. Eine Anreicherung des 

Nuklids in isolierten Plasmamembranfraktionen konnte nicht be
obachtet werden (Seidel, unveröffentlichte Ergebnisse). Auch 
Gurney konnte keine 239 Pu-Assoziation an Plasmamembranen bei der 
Ratte nachweisen (Gurney and Taylor, 1975). Im Saccharosegradienten 
liegen deutliche Unterschiede zwischen den Verteilungsprofilen 
von Leitenzymen der perizellulären Membranen und jenem des 239 Pu 
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 für die Ratte bestätigt werden 
und ist auch im Fall des Chinesischen Hamsters die.wahrscheinlich
ste Schlußfolgerung aus unseren Befunden. Dies steht auch in Ein
klang mit den Befunden von Boocock und Popplewell, die eine lyso
somale Assoziation für die Transurane 239 Pu, 241 Am und 244 cm in 
der Rattenleber postulierten (Boocock et al., 1970; Popplewell et 

al ·, 1971). James und Rowden konnten 241 Pu durch elektronenmikro
skopische Autoradiographie in Lysosomen-ähnlichen Strukturen nach-
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weisen (James und Rowden, 1969). Auch für 67 Ga wurde lysosomale 
Assoziation beschrieben (Aulbert und Haubold, 1974; Hammersley 
und Taylor, 1979; Samezima ·und Orii, 1980). 

Unter dem Einfluß der Zeit treten jedoch deutliche Speziesunter
schiede bezüglich der Verteilung der Transurane auf. Bei der 
Ratte bleibt die initiale, lysosomale Assoziation des 239 Pu auch 

zu späten Zeiten nach Nuklid-Injektion (~ 70 Tage) weitgehend er
halten (Abb.8 und 23). Die zu diesen Zeitpunkten etwas vermin
derte TWR-Beeinflußbarkeit der Transuran-Profile könnte in einer 
reduzierten Phagozytoseaktivität der Radionuklid-haltigen, sekun
dären Lysosomen begründet sein. Beim Chin.Hamster zeigt das 239 Pu
Profil sowohl im Saccharose-, als auch im Percollgradienten eine 
mit fortschreitender Zeit linear erfolgende Dichteverminderung, 
welche im Saccharosegradienten zu einer deutlichen Dissoziation 
von den lysosomalen Enzymen führt (Abb.3 und 8). Eine eindeutige 
Zuordnung des Radionuklids zu einem Zellorganell ist nicht mehr 
möglich. Eine Bindung an 11 freies 11 Ferritin oder sonstige Eisen
speicherproteine kann aus mehreren Gründen ausgeschlossen werden: 
1. Die Verlängerung der Zentrifugationszeit übt keinen Effekt auf 
die 239 Pu-Verteilung aus (Tab.23). 2. Der 239 Pu-Gehalt im Cytosol 
beträgt etwa 3%, jener des stabilen Fe und 59 Fe etwa 50% (Tab.12 
und 17). 3. Das 59 Fe im Cytosol ist zu rund 80% durch ein 0.45 11m
Filter filtrierbar, das 239 Pu der ML-Fraktion nur zu etwa 10 - 15% 
(Tab.30). Daraus ergeben sich jedoch zwei wichtige Gesichtspunkte, 
die zu einer groben Größeneinschätzung des 239 Pu-bindenden Zell
bestandteils führen. Für das Eisen wird im Cytosol eine Bindung 
an Ferritin angenommen (Beaufay und Berthet, 1963; Beaufay et al., 
1959), welches als sehr großes Proteinmolekül mit einem Molekular
gewicht von 450 000 - 850 000 (Bruenger et al., 1971) bei der 
differentiellen Zentrifugation größtenteils unsedimentierbar ist. 
Demgegenüber sedimentieren nahezu 100% des 239 Pu mit der ML-Fraktion. 
Das 0.45 11m-Filtersollte für Proteine gut passierbar sein, was die 
Filtrierbarkeit des 59 Fe im Cytosol auch deutlich beweist. Das 
239 Pu ist durch das 0.45 11m-Filter kaum filtrierbar. Diese Er
gebnisse legen den Schluß nahe, daß das 239 Pu auch zu späten Zei
ten nach Nuklid-Injektion mit größter Wahrscheinlichkeit mit 
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einem Partikel assoziiert ist, das zumindest annähernd die Größe 
von Zellorganellen besitzt. 

Es erhebt sich nun die Frage nach der Natur dieser Zellkompo
nente, an welche zu späten Zeiten die Transurane beim Chinesischen 
Hamster gebunden sind, Denkbar wäre ein Transfer von den Lysosomen 
zu einem anderen Zellorganell. Mitochondrien und Endoplasmatisches 
Reticulum kommen hierfür nicht in Betracht, da das 239 Pu-Profil 
sowohl im 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 3 (Wattiaux et al., 1978; 
Leighton et al., 1968). Ein Transfer des 239 Pu an diese Organel
len ist somit ebenfalls auszuschließen. Die Plasmamembranen 
zeigen im Sacchafose- und Metrizamidgradienten deutliche Ober
lagerungen mit dem 239 Pu-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 239 Pu und den Plasma
membran-Leitenzymen erkennen lassen. Eine Beteiligung des Golgi
Komplexes an der Transuranbindung ist ebenfalls äußerst 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 ausgeführt, mit diesen Enzymen 
keine Obereinstimmung besteht. 

Möglich wäre auch ein unspezifischer Effektaufgrund radiogener 
Schädigung der Lysosomen, bzw. der Transuran-haltigen Leberzellen 
durch das 239 Pu. Der Vergleich zweier um den Faktor 100 verschie
dener 239 Pu-Dosen erbrachte keinen Unterschi~d bezüglich der 
Nuklid-Verteilung (Abb.18). Daraus ergibt sich, daß 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, daß TWR von den Hepatozyten 
in die Kupf~rzellen transportiert wird, und schloß daraus auf eine 
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Umverteilung von lysosomalem Material von Parenchymzellen in 
Kupf~rzellen (Huterer et al., 1975). Auch aus einer solchen Um
verteilung könnte eine Dichteänderung resultieren, wenn man von 
einer 11 Heterogenität der Eigenschaften 11 von Lysosomen in Paren
chym- und Nichtparenchymzellen ausgeht. Das Verteilungsprofil von 
kolloidalem 234 Th, für welches eine Bindung an RES-Zellen als 
äußerst wahrscheinlich angenommen werden kann (Arborgh et al., 
1974, konnten durch elektronenmikr~skopische Untersuchungen 
kolloidales Thoriumdioxid im RES nachweisen), ist mit dem Ver
teilungsprofil des 239 Pu am 70. Tag keinesfalls identisch, oder 
auch nur annähernd ähnlich (Abb.19). Ein Transfer in Kupfferzellen 
als Ursache der Dichteverminderunq ist somit ebenfalls auszu
schließen. Im Gegensatz zur Rattenleber werden in Harnsterleber
und Fibroblastenlysosomen häufig Lipide gespeichert (Warburton 
und Wynn, 1977; Nehemiah und Novikoff, 1974). Dementsprechend 
wäre auch ein Transfer des 239 Pu an Lipide denkbar. Bulman konnte 
1 in vitro 1 Pu , Am und Cm mit Phospholipiden aus Citrat- und 
Transferrinkomplexen extrahieren (Bulman und Griffin, 1978). Eine 
Extraktion des 239 Pu mit Lipiden war zu keiner Zeit möglich, so 
daß eine Bindung des Radionuklids an Lipide als nicht sehr wahr
scheinlich angesehen werden kann (siehe 3.5.). Der Vergleich mit 
241 Am zeigt, daß sowohl bezüglich der subzellulären Verteilung, 
als auch des Verhaltens in den Dichtegradienten, keine statistisch 
nachweisbaren Unterschiede zwischen Plutonium und Americium be
stehen (Abb.6-9, 23,24; Tab.l2,14,23,28). Auch Hafnium zeigt im 
Saccharosegradienten ein mit den beiden Transuranen identisches 
Verhalten (Winteret al., unveröffentlicht). Dies zeigt, daß dem 
11 Zeiteffekt 11 beim Chin.Hamster auch kein nuklid-spezifisches Ver
halten des 239 Pu zugrunde liegt, sondern daß es sich um ein all
gemeines Phänomen handelt. 

Ausgehend von der oben getroffenen Feststellung einer initialen 
Bindung des 239 Pu in Lysosomen der Chin.Hamsterleber erhebt sich 
die Frage, ob die Nuklide nicht auch zu späten Zeiten an lysoso
male Partikel gebunden sind, die aufgrundmöglicher Veränderungen 
nicht mehr 11 typischen 11 Lysosomen entsprechen. Das 239 Pu-Profil 
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zeigt in der Tat im Metrizamid- und Percollgradienten deutliche 
Oberlagerungen 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 könnte eventuell 
durch die folgende Hypothese erklärt werden: In den weitgehend 
isoosmolaren Metrizamid- und Percollgradienten zeigen die Lysosomen 
ihre native Gleichgewichtsdichte und entsprechend ihrer Assoziation 
mit Transuranen Obereinstimmung der Enzym- und Radionuklidprofile. 
Im stark hyperosmolaren Saccharosegradienten 11 Schrumpfen 11 die 
Lysosomen und sind daher zunächst mitsamt den Transuranen zu höheren 
Dichten verschoben. Im Verlaufe ihres Alterungsprozesses werden 
die Transuran-haltigen sekundären Lysosomen zunehmend osmotisch 
resistenter, möglicherweise infolge verstärkter Lipidspeicherung. 
Nach Milsom resultiert aus einer erhöhten Lipidspeicherung eine 
größere 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 mög
licherweise auch die Phagozytoseaktivität der alternden Lysosomen 
und ihre Bereitschaft, mit primären Lysosomen zu fusionieren. 
Für den Ablauf eines solchen Prozesses spricht die kontinuierlich 

nachlassende TWR-Verschiebbarkeit. Im Verlaufe des Alterungspro
zesses degenerieren diese Telalysosomen immer mehr, bis sie sich, 
unter Verlust ihrer Enzymaktivität, in die von Oe Duve beschriebe

nen Postlysosomen, nahezu völlig inerte Restkörper, umgewandelt 
haben (Oe Duve und Wattiaux, 1966). 

Ein Verlust der Enzymaktivität ist allerdings nur dann möglich, 
wenn die Telalysosomen nicht mehr mit primären, oder hydrolase
aktiven sekundären Lysosomen fusionieren können. Dies steht in ein
deutigem Widerspruch zu den von Schellens beschriebenen Befunden, 

wonach experimentell erzeugte 11 Residual Bodies 11 in der Mäuseleber 
mit funktionell jüngeren Lysosomen fusionieren (Schellens, 1974). 
Demnach müssten zwischen den Hamsterspezies und den Muriden tief
greifende Unterschiede bezüglich des Lysosomenmetabolismus bestehen, 
die ·auch durch andere Ergebnisse bestätigt werden. Dazu gehört die 
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bereits erwähnte Fettspeicherung in Hamsterlysosomen, die bei den 
Muriden nicht beobachtet wurde. Auch bezüglich der Elimination von 
unverdaulichen Restkörpern 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 elektronenmikroskopisch zeigen, daß TWR sehr rasch 
aus der Rattenleber eliminiert wird (Hanke, 1977), wohingegen 
Schmid beim Chinesischen Hamster eine Zunahme der Tritosomen-
zahl und ihrer Fläche beobachtete (Schmid, 1980). Diese Befunde 
decken sich mit den Abb.10 und 11. Beim Chin.Hamster sind selbst 
24 Tage nach TWR-Injektion alle lysosomalen Enzyme noch völlig im 
leichten 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 ausgeprägt. Seidel (Seidel, unveröffentlichte Ergeb
nisse) konnte zeigen, daß selbst nach 60 Tagen TWR beim Chin.Hamster 
im Gegensatz zur Ratte nur ein geringfügiger Rückgang des TWR
Effektes festzustellen ist. Daraus resultiert allerdings, daß ent
gegen der vorher gemachten Annahme, eine Fusion der als "Residual 
Bodies" anzusehenden Tritosomen mit primären Lysosomen erfolgt.Es 
ist bekannt, daß TWR die Eigenschaften von Lysosomen verändert 
(Wattiaux et al., 1963; Traut und Viles, 1979; Henning und Plattner, 
1975), vermutlich infolge des TWR-Einflusses auf die Lysosomenmem
bran. Möglicherweise ist das Fusionsvermögen der Hamsterlebertri
tosomen durch TWR induziert. Diese Beispiele legen es nahe, daß 
zwischen Chin.Hamsterleber und Rattenleber profunde Unterschiede 
bezüglich des Lysosomenmetabolismus bestehen, und unterstützen da
mit die Hypothese, daß das 239 Pu bei beiden Tierspezies auch zu 
späteren Zeiten in Lysosomen, bzw. deren Folgekörpern, lokalisiert 
ist. Der beobachtete Speziesunterschied wäre somit im unterschied
lichen Lysosomenmetabolismus begründet. 

Prinzipiell denkbar, wenn auch unwahrscheinlich, ist die Möglich
keit, daß die Obereinstimmung von lysosomalen Enzymen und 239 Pu 
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im Metrizamfd- und Percollgradienten nur zufallsbedingt ist, und 
aus ähnlichen Dichten von Lysosomen und Nuklid-bindendem Zell
organell resultiert. Dies würde eine lysosomale Assoziation vor
täuschen, die 1 in vivo 1 nicht besteht. Lediglich im Saccharose
gradienten zeigen die Lysosomen aufgrund ihrer osmotischen Eigen
schaften eine klare Dissoziation vom 239 Pu-bindenden Zellpartikel. 
Die kontinuierliche 11 0ichteverminderung 11 des Nuklid-bindenden Zell
bestandteils im Saccharose- und Percollgradienten könnte somit ein 
Ausdruck der Umverteilung des Nuklids von den Lysosomen an ein 
durch unsere Methoden nicht identifizierbares Zellorganell sein. 

Abschließend seien noch kurz einige andere Aspekte dieser Arbeit 
angesprochen. 

Diese betreffen in erster Linie die Selektivität von Leitenzymen. 
So zeigt die 5 1 Nucleotidase in Obereinstimmung mit anderen Autoren 
(Wattiaux et al., 1978; Gruner, 1978; Winter, 1980) eine ausge
prägte TWR-Verschiebbarkeit (Abb.4, Tab.22). Ein Einfluß einer un
spezifischen Sauren Phosphatase kann hierbei ausgeschlossen werden, 
da eine Hemmung mit NaF (Hübscher und West, 1965) keine signifi
kante Änderung des Verteilungsprofils erbringt (Abb.5). Die TWR
Verschiebbarkeit der 5 1 Nucleotidase könnte in der von vielen 
Autoren beschriebenen 5 1 Nucleotidase-Aktivität der Lysosomenmembran 
begründet sein (Wattiaux et al., 1978; Pletsch und Coffey, 1972; 
Widnell, 1972). Bemerkenswert hierbei ist, daß die Alkalische 
Phosphodiesterase keinen statistisch nachweisbaren T~!R-Effekt zeigt 
(Tab.22; Abb.5). Das unterschiedliche Verhalten der beiden Plasma
membran-Leitenzyme könnte auf einer Heterogenität der Plasmamembra
nen beruhen, wie sie z.B. von Toda beschrieben wurde (Toda et al., 
1975). Die möglichen Gründe für das unterschiedliche Verhalten der 
beiden Enzyme zu suchen, würde den Rahmen der vorliegenden Arbeit 
übersteigen. Es wird daraus jedoch deutlich, daß die Selektivität 
der 5 1 Nucleotidase kritisch geprüft werden sollte, und daß die Hin
zunahme eines weiteren Leitenzyms zur Organellcharakterisierung 
dringend angezeigt ist. 
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Auch bezüglich des Verhaltens der lysosomalen Enzyme ergaben 
sich deutliche Unterschiede. So ist die Saure Phosphatase bei 
beiden· Tierspezies nicht nur das 11 leichteste 11 lysosomale Enzym, 
darüberhinaus zeigt sie auch die geringste TWR-Verschiebbarkeit. 
Den ausgeprägtestenTWR-Effekt weist das Kathepsin D auf. Die unter
schiedliche TWR-Beeinflußbarkeit der lysosomalen Enzyme beruht 
möglicherweise auf einer Selektivität einzelner Lysosomenpopula
tionen für bestimmte Substrate, wie sie z.B. von Davies für die 
Rattenleber beschrieben wurde (Davies, 1973). Ein von allen 
anderen lysosomalen Enzymen deutlich verschiedenes Verhalten 
zeigt auch die N-Acetyl-S-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-S-Glukosamini
dase auf TX 100-Behandlung legt den Schluß nahe, daß dieses Enzym 
eine von den anderen lysosomalen Enzymen unterschiedliche Bindung 
in den Rattenleberlysosomen aufweist. Wesentlich ist jedoch die 
aus diesem Verhalten resultierende wichtige Erkenntnis, daß die 
lysosomale Lokalisation einer Substanz nicht zwangsläufig eine 
Freisetzbarkeit durch TX 100 zur Folge haben muß. Aus diesen Er
gebnissen wird deutlich, daß für eine genaue Lysosomencharakteri
sierung die Bestimmung mehrerer Leitenzyme unbedingt erforderlich 
ist. 

Aucheinige Aspekte hinsichtlich der benutzten Gradientenmedien 
seien erwähnt. Vor- und Nachteile der Triton WR1339-Methode zu
sammen mit Saccharosegradienten wurden bei Gruner und Winter 
(Gruner, 1978; Winter, 1980) bereits ausführlich diskutiert,hierauf 
soll nicht mehr näher eingegangen werden. Das Metrizamid erlaubt 
eine klare Trennung der Lysosomen von den Mitochondrien und dem 
Endoplasmatischen Reticulum, ohne direkte Beeinflussung der Zell
organellen. Zur präparativen Lysosomenisolation ist diese Methode 
jedoch nicht ohne weiteres geeignet, da starke Oberlagerungen von 
Lysosomen und Plasmamembranen bestehen. Unbedingt erwähnenswert 
ist auch die schlechte Reproduzierbarkeit der GDH-Profile bei der 
Ratte, und die Veränderung ihrer Profile bei Verlängerung der 
Zentrifugationszeit. Dies, sowie der beträchtliche Anteil lysoso
maler Enzymaktivität in den leichtesten Gradientenfraktionen geben 
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Hinweise auf eine im Metrizamidgradienten erfolgende Veränderung, 
möglicherweise sogar Schädigung der Zellorganellen, die eine vor
sichtige Interpretation der Resultate im Metrizamidgradienten 
nahelegen. 

Durch Verwendung des Percollgradienten ist es möglich, Partikel 
sehr ähnlicher 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-stündigen 
Laufzeit im Saccharose- und der 6-stündigen im Metrizamidgradienten, 
eine ausgesprochen schonende Isolierungsmethode für die Organellen. 
Ein großer Vorteil bei der Anwendung des Percolls besteht auch 
darin, daß die sich im Verlaufe der Zentrifugation selbst bildenden 
Dichtegradienten, völlig unabhängig von der Ausgangsdichte, unter 
konstanten Bedingungen nahezu parallelen Verlauf aufweisen 

(Pertoft et al., 1978). 

Zum Abschluß seien noch e1n1ge Anmerkungen zur 59 Fe-Retention ge
stattet. Die Verteilung und Retention von 59 Fe in Organen von Ratte, 
Maus, Chinesischem und Syrischem Hamster zeigte, daß zwischen 
Transuranen und 59 Fe insofern kein einfacher, direkter Zusammen
hang besteht, als der für die Transurane typische Speziesunter
schied beim 59 Fe nicht beobachtet werden konnte (Tab.4 bis 12). 

Es ergaben sich jedoch interessante Hinweise auf einen Spezies
unterschied zwischen Muriden und Hamstern bezüglich des Eisen
stoffwechsels. Bei den Muriden nimmt der 59 Fe-Gehalt der Milz 
stark zu, wohingegen bei den Hamsterspezies keine statistisch nach
weisbare Änderung erfolgt. Eine Diskussion dieses Befundes ist 
allerdings im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht möglich. 

Zusammenfassend läßt 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 über einen Endocytoseprozess in die 
Leberzellen aufgenommen. Die Transuran-haltigen Phagosomen fusio

nieren mit primären Lysosomen. Bei der Ratte werden die Radionu-
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klide in den sekundären Lysosomen wahrscheinlich durch einen 
Exocytoseprozess hauptsächlich Uber die Galle ausgeschieden. 
Nicht ganz so eindeutig ist das Schicksal der Transurane beim 
Chin.Hamster. Eine Elimination Uber die Galle findet nicht statt. 
Nach unserer Meinung hat gegenwärtig das Modell die größte ~ahr
scheinlichkeit, wonach die transuranhaltigen sekundären Lysosomen 
unterallmählichem Enzymverlust im Verlaufe der Zeit inerte Rest
körper bilden, die als Postlysosomen in der Leberzelle gespeichert 
werden. 
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5. Zusammenfassung und Schlußfolgerung 

1 D. R t t' . t .. . . . . t 239p . 1e e en 1on von 1n ravenos lnJlZler em,monomerem u-, 
241

Am- und 59 Fe-Citrat wurde in Ratte, Maus, Syrischem und 

Chinesischem Hamster bis zum 180. Tag nach Injektion untersucht. 
Die bereits früher bekannten Speziesunterschiede in der Aus
scheidungsrate von Transuranen aus der Leber wurden bestätigt. 
Es wurden keine, diesen Speziesunterschieden analoge Unterschie-
d . d R . 59 h e 1n er etent1on von Fe beobac tet. 

2. Die subzelluläre 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 für Zeitpunkte zwischen 4 und 
180 Tagen nach Nuklid-Injektion untersucht. Die Transurane 
werden bei beiden Spezies mit sehr großer Wahrscheinlichkeit 
innerhalb der ersten Tage in die Lysosomen transportiert. Dort 

finden sich nach 4 bis 10 Tagen etwa 90% der gesamten Radio
aktivitätsmenge in der Leber. Bei der Ratte ergaben sich keine 
Hinweise für eine wesentliche Umverteilung der Nuklide zu 
späteren 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 Phänomene 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, daß dieser Dichte
verminderung eine Umverteilung der Transurane von den Hepatocyten 
in RES-Zellen zugrunde liegt. Als zwar keinesfalls gesicherte, 
gegenwärtig aber wahrscheinlichste Hypothese könnte angenommen 
werden, daß jene Lysosomen in der Chin.Hamsterleber, in welche 
die Transurane zunächst abgelagert wurden, sich im Laufe der 

Zeit verändern und zu inerten Telalysosomen umwandeln. 

3. Der subzelluläre 59 Fe-Stoffwechsel unterscheidet sich deut
lich von jenem der Transurane. Durch 59 Fe wird das subzelluläre 
Verhalten des stabilen Eisens zuverlässig erfaßt. In den Lysosomen 
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befinden sich höchstens 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 für 
wesentliche Unterschiede bezüglich der Speicherung von Schwer
metallen in Leberlysosomen zwischen Ratten und Chinesischen 
Hamstern. Sie weisen auf Unterschiede im biologischen Schick
sal dieser Lysosomen hin, welche möglicherweise die Spezies
unterschiede hinsichtlich der Geschwindigkeit der Schwer
metallausscheidung aus der Leber verursachen. 
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7. Tabellen und Abbildungen 



Tabelle 1 Bedingungen bei den Enzymbestimmungen nach differentieller Zentrifugation 

Enzym Probe- Substrat- Reaktions- Reaktions- Stopp- Messung 
menge Puffermenge menge temperatur zeit reagenz- Aufarbeitung bei Wel-

( 111 ) ( lll ) oc Min. menge 11l l enl änge A. 
(nm) 

Saure 100 1 ml + 10 111 TX 100 100 25 20 200 500 11l überstand 660 
Phosphatase zur Phosphatbestimmung 

5' Nucleo- 100 1 ml + 10 111 TX 100 100 25 20 200 500 111 Oberstand 660 
tidase zur Phosphatbestimmung 

Glukose-6- 100 1 ml + 10 111 TX 100 100 25 Ratte:20 200 500 111 überstand 660 
Phosphatase Ch.Hamster:15 zur Phosphatbestimmung 

Q) 

~ 

N-Acety1-ß- 500 111 100 37 15 500 500 111 Oberstand 400 
Glukosaminidase 100,1:2 verd. + 2.5 ml NaHC03 

Alk.Phospho- 500 111 100 37 15 500 - 400 
diesterase 100,1:101 verd. 

Kathepsin D 100 100 111 100 37 60 1.9 1 ml überstand 500 
+ 2.5 ml Kupferreagenz 
+ 250 111 Folin-Reagenz 

Nähere Erläuterungen siehe 2.4. Enzymbestimmungen 



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 1 enl änge A 

]Jl ]Jl 
tus 

c Min. ]Jl nm 

Saure 200 1 ml + 10 ]Jl TX 100 100 25 60 200 1 ml überstand 660 
Phosphatase zur Phosphatbestimmung 

5 'Nucleo- 200 1 ml + 10 ]Jl TX 100 100 25 60 200 1 ml überstand 660 
tidase zur Phosphatbestimmung 

0'1 

Glukose-6- 200 1 ml + 10 ]Jl TX 100 100 25 Ratte:60 200 1 ml Oberstand 660 V1 

Phosphatase Ch.Hamster:30 zur Phosphatbestimmung 

N-Acetyl-ß 100 500 ]Jl 100 37 20 500 500 ]Jl Oberstand 400 
Glukosaminidase + 2.5 ml NaHC03 

Alk.Phospho- 100 500 ]Jl 100 37 20 500 - 400 
diesterase Ratte:1:21 verd. 

Ch.Hamster: 
1:6 verd. 

Kathepsin D 200 100 ]Jl 100 37 60 1.9 1 ml Oberstand 
+ 2.5 ml Kupferreagenz 
+ 0.25 ml Folin-Reagenz 

Glutamat- Ratte: 25 ]Jl 1 ml 100 25 jeweils 0.5 - - 365 
dehydrogenase Ch.Hamster:50 Jll 

N ä h e r e E r 1 ä u t e r u n g e n s i e h e 2 . 4. E n z y m b e s t i m m u n g e n 



Tabelle 3 

Fernara 
Humeri 
Ti b i ae; F i b u l a e 
Radii/Ulnae 
Pfoten 
Vertebrae 
Pelvis 

66 

Verteilung von 239 Pu im Skelett des Chinesischen 
Hamstersam 1o., 36.,70. Taga nach i.v.Injektion 
von 239 Pu-Citrat 

% der 239p D . U- OSlS im Gesamt-Skelett 

7. 39 ± 0.48 
5. 15 ± 0.10 
4. 7 7 ± 0.23 
2.70 ± 0. 15 
2.65 ± 0.25 

30.82 ± 1. 10 
5.14 ± 0. 21 

Costae,Sternum,Claviculae 8.58 ± 0.33 
Scapulae 
Mandibulae 
Cranium 
Total 

Skelettfaktor = 

3.89 ± 

6.75 ± 

20.18 ± 

98.02 

Gesamtskelett 

Femur 
= 

0.20 
0.21 
1. 6 7 

27.5 ± 1.6 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern 
a 

E i n e n W e r t f ü r 1 0. u n d 3 6 . T a g , 2 W e r t e f ü r 7 0 . Ta g , 
die Werte konnten vereinigt werden. 



Tabelle 4 Retention von 239 Pu in Organen des Chinesischen Hamsters nach i.v. Injektion 
239P c· t von u- 1 tra 

% der injizierten Dosis 
Tage nach 

239p I . u- nJ . Skelett Leber Milza Nieren 

0.04 9. 8 ± 0.9 21.1 ± 2.6 0.09 ± 0.01 1.92 ± 0.23 

1 35.6 ± 3. 7 34.9 ± 2.2 0.07 ± 0.02 2.06 ± 0.39 

2 32.2 ± 5. 7 39.0 ± 3.8 0.03 ± 0.01 2.33 ± 0.51 

4 36.8 ± 1.3 36.6 ± 1.0 0.06 ± 0.01 1.07 ± 0.12 

6 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; n = Zahl der Tiere 

aStandardfehler auf 0.01 aufgerundet, nähere Erläuterungen siehe 2.7.1. 
b n = 8 

Blut (1ml) 

8.00 ± 1. 60 

1. 24 ± 0.28 

0.18 ± 0.12 

0.08 ± 0.01b 

-
-
-
-
-
-
-
-

n 

8 

3 

4 

45 
3 

15 

7 0'1 
--.J 

22 

35 

6 

8 

19 



Tabelle 5 

Tage nach 
241A I . m- nJ. 

10 

70 

84 

91 

Retention von 241 Am in Organen des Chinesischen Hamsters nach i.v.Injektion 

von 241 Am-Citrat 

% der ]njizierten Dosis 

Skelett Leber Milz a Nieren 

21.3 ± 0.7 28.9 ± 1.8 0.02 ± 0.01 2.21 ± 0.27 

16.6 ± 1.3 33.6 ± 1.1 0.01 ± 0.01 0.32 ± 0.06 

19.6 ± 0.8 38.8 ± 2.8 0.02 ± 0.01 0.22 ± 0.06 

14.4 ± 0.9 32.3 ± 1.9 0.01 ± 0.01 0.20 ± 0.08 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere 

a Standardfehler auf 0.01 aufgerundet, nähere Erläuterungen siehe 2.7.1. 

n 

21 

16 

5 0" 
00 

5 



Tabelle 6: Retention von 239 Pu in Organen der Ratte nach i.v.Injektion von 

239 Pu-Citrat 

% der injizierten Dosis Tage nach 

239p I . u- nJ. Skelett Leber Milz Nieren 

10 63.9 ± 3.0 14.5 ± 1.7 0.34 ± 0.02 0.60 ± 

36 56. 1 ± 2.6 3.8 ± 0.5a 0.43 ± 0.03 0.32 ± 

70 51.5 ± 1.8 2.7 ± 0.3 0.41 ± 0.02 0.20 ± 

176 48.3 ± 0. 5 1.7 ± 0.2 0.35 ± 0.05 0.12 ± 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere 

an = 4 

n 

0.07 6 

0.03 6 

0.03 14 
0"1 
1.0 

0.02 4 



Tabelle 7 

Tage nach 

Retention von 241 Am in Organen der Ratte nach i.v. Injektion von 
241 Am-Citrat 

% der injizierten Dosis 

241A I . m- nJ. Skelett Leber Milz a Nieren 

10 21.8 ± 1.1 33.6 ± 2.9 0.07 ± 0.01 0.41 ± 

70 21.0 ± 0.5 2.0 ± 0.2 0.10 ± 0.01 0.16 ± 

100 21.5 ± 0.9 2.2 ± 0.4 0. 11 ± 0.01 0.16 ± 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere 

a Standardfehler auf 0.01 aufgerundet, nähere Erläuterungen siehe 2.7.1. 

n 

0.02 6 

0.01 8 

0.01 7 
-..J 
0 



Tabelle 8 

Tage nach 

59F I . e- nJ. 

10 

36 

70 

Retention von 59 Fe in Organen der Ratte nach i.v. Injektion von 

59 Fe-Citrat 

% der injizierten Dosis 

Femur Leber Milz Nieren 

0.16 ± 0.01 15.5 ± 0.8a 1.03 ± 0.06 1.22 ± 0.07 

0.11 ± 0.01 12.4 ± 0.6a 2.00 ± 0.27 0.80 ± 0.12 

0.05 ± 0.01 5.7 ± 0.3b 0.73 ± 0.05 0.31 ± 0.04 

0.14 ± 0.01 13.3 ± 0.8a 9.56 ± 0.76 0.70 ± 0.03 

0.09 ± 0.01 9.7 ± 0.6b 9.88 ± 0.43 0.56 ± 0.03 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; n = Zahl der Tiere 

Blut (1ml) 

5.9 ± 0.4c 

5.4 ± 0.2 

-

+ d 2.8 - 0.2 

2.0 ± 0.1 

a Einige Lebern perfundiert, mit Daten von unperfundierten Lebern vereinigt, da keine 

Signifikanz (p = 0.05) 

b 
unperfundierte Lebern 

c n = 4 d n = 5 

n 

14 

8 

5 
~ 

8 
f-' 

5 



Tabelle 9 

Tage nach 
59F I . e- nJ. 

10 

36 

70 

Retention von 59 Fe in Organen der Maus nach i.v. Injektion von 

59 Fe-Citrat 

% der injizierten Dosis 
Femur Leber Milz Nieren 

0.10 ± 0.01 11.6 ± 1.0 a 0.76 ± 0.08 1.51 ± 0.12 

0.12 ± 0.01 8.2 ± 2.2c 2.61 ± 0.28 1.10±0.09 

0.17 ± 0.02 14.8 ± 1.3 
d 

2.59 ± 0.74 1.23±0.18 

0.10±0.02 5.3 ± 0.5c 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 vereinigt, 

da keine Signifikanz (p = 0.05) 

b 
n = 7 

c perfundierte Lebern 

d nicht perfundierte Lebern 

n 

Blut (1ml) 

17.0 ± 0.6 b 12 

20.4 ± 1.5 4 

14.6 ± 2.0 7 

10.2 ± 0.8 5 
-...J 
N 



Tabelle 10: Retention von 59 Fe in Organen des Chinesischen Hamsters nach i.v. Injektion 

von 59 Fe-Citrat 

Tage nach % der injizierten Dosis 
59F I . e- nJ. Femur Leber Milz Nieren Blut (1ml) 

10 0.08 ± 0.01 9.0 ± 1.6 
a 

0.61 ± 0.07 1.49 ± 0.23 23.5 ± 0.2b 

0.18 ± 0.01 a 0.64 ± 0.07 2.18 ± 0.21 17.3 ± 2.7 -

36 0.07 ± 0.01 4.3 ± 0.7a 0.38 ± 0.07 0.81 ± 0.11 16.8 ± 0.3c 

0.11 ± 0.02 8.7 ± 2.2e 0.70 ± 0.06 1.32 ± 0.46 -

70 0.14 ± 0.01 6.5 ± 0.3a 0.46 ± 0.01 1.30 ± 0.09 19.1 ± 1.2d 

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 n = 5 c n = 5 d n = 16 

e nicht perfundierte Lebern 

n 

8 

12 

9 

3 ~ 
w 

20 



Tabelle 11 Retention von 59 Fe in Organen des Syrischen Hamsters nach i .v. Injektion 
von 59 Fe-Citrat 

% der injizierten Dosis 
Tage nach 

59F I . e- nJ. Femur Leber Milz Nieren Blut (lml) 

10 0.12 ± 0.01 6.0 ± 0.8a 0~65 ± 0.12 1.43 ± 0.18 8.8 ± 1.0 

36 0.10 ± 0.01 3.0 ± 0.4a 0.60 ± 0.10 0.50 ± 0.08 7.3 ± 0.8 

70 0.19 ± 0.04 3.4 ± 0.8 
b 

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 

n 

10 

9 

3 
-...J 
~ 



Tabelle 12: Relative subzelluläre Verteilung von 239 Pua nach differentieller Zentrifugation 

in der Leber von unbehandelten Chinesischen Hamstern 

Tage nach % (N+E) % E 
239Pu- Inj. 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 

1 86.8 12.9 32.0 10.5 44.7 100.1 36.9 12.0 51.5 100.4 

2 79.9 18.1 46.4 6.7 25.9 97.0 58.1 8.4 32.4 99.0 

4 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 5.3±0.5 101.1±1. 9 

36 63. 8±1. 9 36.3±2.8 60.2±3.6 1. 7±0. 5 2.4±0.4 100.6±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 

a A l .k t· 239p . l 239p c·t pp 1 a 1on von u 1.v. a s u- 1 rat 
Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2. 2. und 2. 7. 2. 

n 

1 

1 

1 

5 

1 

3 
-...J 

3 \)1 

5 

1 



Tabelle 13 Relative subzelluläre Verteilung von 239 Pua nach differentieller Zentri

fugation in der Leber von Chinesischen Hamstern nach i .p. Injektion von 
- 1 750 mg · kg Triton WR 1339 (TWR) 

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

239p I . u- nJ. 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 

aA l"kt· 239 P · 1 239 P c·t t pp 1 a 1 on von u 1. v. a s u- 1 ra 

Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

n 

2 

1 

1 

-....! 
0\ 



Tabelle 14 Relative subzelluläre Verteilung von 241 Ama nach differentieller Zentrifugation 

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

Tage nach 
241A I . m- nJ. 

10 

70 

91 

10 

-1 b von 750 mg · kg Triton WR 1339 (TWR) 

E 

52.2 

61.3 

56.4 

36.7 

N 

46.6 

37.3 

44.3 

62.4 

% (N+E) 

ML P 

47.8 

59.5 

54.0 

1.4 

0.9 

0.4 

s 

2. 1 

1.5 

1.5 

Ausbeute 

97.9 

99.2 

100.2 

ML 

91.1 

97.1 

95.7 

Triton WR 1339 - behandeltb 

27.3 2.2 6. 2 97.9 73.5 

% E 

p s 

2.8 

1.5 

0.7 

4. 1 

2.4 

2.6 

6.2 16.5 

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte; n = Zahl der Experimente 

aA 1 .k t· 241 A . 1 241 A c·t t pp 1 a 1on von m 1.v. a s m- 1 ra 
bi.p.Injektion von Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion 

Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

Ausbeute 

97.9 

100.9 

99. 1 

96.1 

n 

2 

2 

1 

1 

--.J 
--.J 



Tabelle 15: Relative subzelluläre Verteilung von 239 Pua nach differentieller Zentrifugation 

in der Leber von unbehandelten Ratten und nach i.p. Injektion von 750 mg · kg- 1 

Triton WR 1339 (TWR)b 

Tage nach % (N+E) 
239p I . u- nJ. E N ML p s Ausbeute ML 

10 77.0± 3.4 24. 9±-3. 0 62.3±2.4 6.1±1.0 9.1±1.9 102. 4±1. 0 80. 9±1. 2 

36 52.6 ± 1. 5 46.4±0.4 39.9±1.3 5.2±0.2 7.3±0.3 98.9±1.0 75.7±0.3 
70 45.1 ± 1. 5 54.8±1. 7 33.8±1.0 4.2±0.3 7.4±0.4 100.2±1.0 74. 9±1. 5 

180 40.6 ± 2.1 58.7±3.2 29.8±1.9 4.3±0.4 7.3±0.6 100.0±1.2 73.2±2.0 

Triton WR 1339 - behandeltb 

10 66.9 33.1 45.7 7.4 11.4 97.6 68.3 
36 55.0±3.8 44.2±3.9 34. 4±1.0 10.4c 14.9±0.7 98.2±1.1 58.5±1.1 

70 44.7±3.2 55.0±3.2 26.4±3.2 8.5±0.1 12.6±0.6 102.5±0.3 58.7±3.1 

Ärithmetische Mittelwerte und Standardfehler; n = Zahl der Experimente 

a A 1 · k t · 239 P · l 239 P C · t t pp 1 a 1on von u 1.v. a s u- 1 ra 

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

n = 1 

Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

% E 
p s Ausbeute 

7.9±1.5 11.7±1.9 100.6±0.8 

9.7±0.0 13.9±0.7 99.7±1.2 

9.2±0.5 16.4±0.9 100. 5±1. 0 

10.6±0.8 17.9±1.4 101. 7±0. 3 

11.0 17.4 96.6 
17 .Sc 27.2±0.9 97.9±2.4 

19.3±1.2 28.3±1.7 106.2±0.5 

n 

3 

3 

5 

3 

'-l 
(X) 

2 

3 

3 



Tabelle 16: Relative subzelluläre Verteilung von 241 Ama nach differentieller Zentrifugation 

in der Leberunbehandelter Ratten und nach i.p.Injektion von 750 mg · kg- 1 

Triton WR 1339 (TWR) b 

Tage nach % (N+E) % E 
241A I . m- nJ. E N ML p s Ausbeute ML p s Ausbeute 

10 69.9±4.6 30.6±5.0 57.7±3.2 4.3±0.7 5. 7±0. 9 98.3±2.0 82. 6±1. 6 6.1±1. 9 8.1±0.8 96.8±0.4 
70 56. 3±1. 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 15. 3± 1. 3 94. 9±0. 1 

100 58.9 42.2 42.7 3.8 9.5 98.2 72.6 6.5 16.1 95.2 
1]6 49.7 52.8 37.5 3.4 8.3 102.0 75.4 6.9 16.7 99.0 

Triton WR 1339 - behandelt b 

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 15.4±1.0 97 .2±0. 7 
70 62.5 37.6 38.2 7.2 13.0 95.9 61.0 11.5 20.1 93.3 

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

a Applikation von 241 Am i.v. als 241 Am-Citrat 

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

Nahere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

n 

3 
3 
2 

1 
-....J 
1..0 

3 
2 



Tabelle 17: Relative subzelluläre Verteilung von stabilem Eisen und 59 Fea nach 

differentieller Zentrifugation in der Leber von Chinesischen Hamstern 

Isotop 

stabiles Fe 

59 Fe 

59 Fe 

Tage nach 
59F I . e- nJ. 

10 

70 

E N 

70.1 47.7 

79.8 20.9 

81.7 20.9 

% (N+E) 

ML P s Ausbeute ML 

26.4 10.0 37.4 121.5 37.7 

21.5 20.5 37.2 100.1 26.9 

26.2 17.0 36.5 100.4 32.1 

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte; n = Zahl der Experimente 

a A 1. k t. 59 F . 1 59 F C. pp 1 a 1on von e 1.v. a s e- 1trat 

Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

% E 
p s 

14.3 53.3 

25.7 46.6 

20.8 44.6 

Ausbeute 

105.3 

99.2 

97.4 

n 

1 

1 

2 ro 
0 



Tabelle 18: Relative subzelluläre Verteilung von stabilem Eisen und 59 Fea nach differentieller 

Zentrifugation in der Leber von Ratten. 

% (N+E) % E 

Isotop 
Tage nach 
59 Fe-Inj. E N ML P s Ausbeute ML p s Ausbeute 

stabiles Fe 

59 Fe 

59 Fe 

10 

70 

94.6 12.6 10.2 22.0 47.8 92.6 

87.8 12.4 14.0 27.2 50.6 104.3 

84.1 14.8 17.1 29.0 39.4 100.2 

Einzeldaten; n = Zahl der Experimente 

a Applikation von 59 Fe i.v. als 59 Fe-Citrat 

Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

10.7 23.3 50.6 84.6 

15.9 31.0 57.7 104.5 

20.3 34.5 46.8 101.6 

n 

1 

1 

1 00 
1--' 



Tabelle 19 Relative subzelluläre Verteilung von lysosomalen Markerenzymen nach differentieller 

Zentrifugation in der Leber von unbehandelten Chinesischen Hamstern und nach i.p. Injektion 
-1 a von 750 mg·kg Triton WR 1339 (TWR) 

Enzym Behandlung % (N+E) % E 

E N ML p s Ausbeute ML p 

Saure Kontrolle 71.7 28.6 55.3 6.3 8.5 98.7 77.8 9.3 
Phosphatase TWR 56.8 42.4 39.8 8.0 10.5 100.6 70.2 14.1 

Kathepsin 0 Kontrolle 63.4 29.0 55.0 1.9 6.0 91.9 86.8 3.0 
TWR 63.5 25.6 31.5 3.8 28.7 89.5 49.4 6.0 

N-Acetyl-ß 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 

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 

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

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

Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

n 

s Ausbeute 

11.8 98.8 2 
18.4 102.7 2 

9.5 99.2 2 
45.5 100.8 2 

17.2±2.8 96.4±3.5 5 

29.3±6.0 93. 8±1. 6 4 

CO 
!'V 



Tabelle 20: Relative subzelluläre Verteilung von lysosomalen Markerenzymen nach differentieller 

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

Enzym 

Saure 
Phosphatase 

Kathepsin 0 

N-Acetyl-ß 

Glukos-
aminidase 

-1 a 750 mg·kg Triton WR 1339 (TWR) 

Behandlung 

E 

Kontrolle 84.1±4.5 
TWR 69.3 

Kontrolle 63.1 
TWR 68.9 

Kontre 11 e 75.7±2.5 

TWR 68.9 

N 

19.7±3.6 
31.3 

28.9 
25.7 

23.6±2.6 

35.2 

% (N+E) 
ML p 

69.8±2.9 5. 9±1.1 
48.6 6.1 

41.8 4.2 
32.1 3.5 

75.0±0.5 2.4±0.4 

52.2 4.3 

% E 
s Ausbeute ML p 

7.5±2.0 102.4±3.8 83.9±5.1 6.8±1. 3 
15.8 101.7 70.1 8.8 

11.5 86.3 66.6 6.9 
29.3 90.6 47.1 5.3 

2.6±0.6 103.6±3.3 99.3±3.8 3.2±0.5 

4.4 96.0 74.9 6.4 

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

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

Nähere Erläuterungen und AbkUrzungen siehe 2.2. und 2.7.2. 

s Ausbeute 

8.5±2.0 99.2±5.5 
22.9 101.7 

17.6 91.1 
41.1 93.5 

3.3±0.8 105.8±3.4 

6.7 87.9 

n 

5 
2 

2 
2 

00 
4 w 

2 



Tabelle 21: Relative subzelluläre Verteilung von Leitenzymen des Endoplasmatischen Reticulums und der 

perizellulären 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 

S'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. Gl u kose-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 96.6±2.2 
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 

Nähere Erläuterungen und Abkürzungen siehe Methoden 2.2. und 2.7.2. 

n 

2 

2 

1 
00 
~ 

3 

2 

1 
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Tabelle 22: Mediane Dichten der Verteilungsprofile von Leitenzymen nach 4- und 16-stUndigera 
Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktionb aus der Leber 

unbehandelter Tiere und nach Injektion von Triton WR 1339c 

Tierspezies Enzym Behandlung Tage nach TWR- I nj. ML 4 + 16 h n 

Chin. Hamster Saure Phosphatase Kontrolle 1.161±0. 003 23 

HJR 4 1.108±0.006 9 

24 1.115±o.oo4 3 

N-Acetyl- Kontrolle 1.184:!:0.002 8 

ß-Glukosaminidase TWR 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 

TWR 4 1.125:!:0.007 5 

A 1 k. Phosphodiesterase Kontrolle 1.145:!:0.002 5 

TWR 4 1. 142:!:0. 002 5 

Glutamatdehydrogenase Kontrolle+TWRd 4 1.191:!:0.002 21 

Glukose-6-Phos~hatase Kontrolle+TWRd 4 1.172:!:0.002 16 

Ratte Saure Phosphatase Kontrolle 1. 183:!:0. 001 8 

TWR 4 1.112:!:0.002 12 

24 1.137 2 

N-Acetyl- Kontrolle 1.192:!:0.002 7 

ß-Glukosaminidase THR 4 1.121:!:0.002 6 

24 1 .. 14 7 2 

Kathepsin D Kontrolle 1.192±0.003 7 

TI~R 4 1.117:!:0.003 5 

24 1. 122 2 

5'Nucleotidase Kontrolle 1. 166:!:0. 004 5 

TWR 4 1. 123:!:0. oo7 10 
Alk. Phosphodiesterase Kontrolle 1.151:!:0.002 9 

TWR 4 1.145:!:0.002 4 
Glutamatdehydrogenase Kontrolle+TWRd 4 1.198:!:0.002 8 
Glukose-6-Phosphatase Kontrolle+TWRd 4 1. 182:!:0. 006 5 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern 

n = Zahl der Experimente 
a 

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

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

c i .p. Injektion von 750 mg kg- 1 Triton HR 1339 (TWR) 
d 

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

Nähere Erläuterungen siehe 2.7.3. 



Tabelle 23: Mediane Dichten der Verteilungsprofile von 239 Pu, 241 Am und 59 Fea nach 4 oder 16 

Stunden Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktionb aus der 

Leber unbehandelter Tiere und nach Injektion von Triton WR 1339c 

Tierspezies Nuklid Tage nach Kontrolle TWR 
Nuklid-Inj. 4 h n 16 h n 4 h n 

Chin.Hamster 239 Pu 4 1.162 ± 0.004 6 1.160 ± 0. 004 3 1.141 ± 0. 003 4 
10 1.154±0.004 4 1. 155 2 

36 1.147 ± 0.002 5 1.143 ± 0.001 4 1. 150 2 

70 1.138± 0.003 10 1.132±0.004 9 1.165 2 

241Am 10 1.147 ± 0.003 3 1. 148 2 1. 152 2 

70 1.128 ± 0. 006 5 - -

59 Fe 10 + 70 1. 161 2 1. 176 2 1.145 1 

Ratte 239Pu 10 1. 189 2 1. 186 1 1. 127 2 

36 1.177± 0.005 4 1.181 ± 0. 003 4 1.131 ± 0. 005 3 

70 1.181 ± 0. 004 7 1.176 ± 0. 003 7 1. 143 ± 0. 006 4 

241Am 10 1.184 ± 0.003 3 - 1.134 ± 0.001 3 

70 1.169± 0.003 6 - 1. 139 2 
59 Fe 10 + 70 1. 159 2 1. 196 2 

Einzeldaten oder arithmetische Mittelwerte, zum Teil mit Standardfehlern; n = Zahl der Experimente 
a Applikation der Nuklide i.v. als Citrat 
b ML-Fraktion erhalten nach differ~~tieller Zentr1fugation des Leberhomogenates 
c i.p. Injektionen von 750 mg · kg Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion 

Nähere Erläuterungen siehe Methoden 2 . 7 . 3 . 

iJ) 

0"1 



Tabelle 24: Einfluß von Triton WR 1339 (TWR)a auf die 
2 3 9 p b h 4 t"" d. z t . f t. . u nac s un 1ger en r1 uga 1on 1m 

Verteilung von Saurer Phosphatase sowie 

Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktionc 
aus der Leber TWR-behandelter Tiere 

durch TWR beeinflußbare Fraktion (%der jeweiligen Kontrolle) 
Tage nach Tage nach Kontrolle 
239p I . TWR-Inj. Chin.Hamster n· Ratte u- nJ. n 

239Pu 4 3.75 34.4 ± 3.6 4 6 
10 4 - 3 50.4 
36 4 15.6 2 5 35.8 ± 1.7 

70 4 10 31.4 ± 4.0 
30d 24 33.7 2 5 34.4 

Saure Phos-
phatase - 4 48.3 ± 2.1 6 15 63.6 ± 1.5 

24 49.9 ± 3.0 3 15 47.0 

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

a i.p. Injektion von 750 mg · kg- 1 Triton WR 1339 
b A 1 "k t· 239p . 1 239p c·t pp 1 a 1on von u 1.v. a s u- 1 rat 

c ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation 

Kontrolle n n 

2 2 

3 4 

4 7 
2 4 

8 5 

2 5 

d Kontrolle zu diesem Versuch: Verteilung von 239 Pu im Saccharosedichtegradienten nach 4-stündiger 
Zentrifugation einer ML-Fraktion aus der Leber unbehandelter Tiere 36 Tage nach Injektion von 
23-9 Pu-Citrat 

Nähere Erläuterungen siehe 2.7.4. 

ro 
~ 



Tabelle 25: Obereinstimmung des Verteilungsprofils von 239 Pua mit dem der Sauren Phosphataseb 

nach vierstündiger Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten einer ML-Fraktionc 

aus der Leber unbehandelter Tiere. 

Tage nach 
239p I . u- nJ. 

4 

10 

36 

70 

Prozentuale Obereinstimmung 

Chin.Hamster 

90.5 ± 2.0 

85.0 ± 2.3 

77.2 ± 2.8 

70.5 ± 3.7 

n 

6 

3 

5 

10 

Ratte 

90.6 

78.0 ± 2.8 

81.7 ± 2.0 

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

a Applikation von 239 Pu i .v. als 239 Pu-Citrat 
b Berechnung siehe Methoden 2.7.4. 

n 

2 

4 

7 

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

00 
00 
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Tabelle 26: Gesamtgehalt an 239 pu 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 
239p I . u- nJ . ( i n %) 

Chinesischer Hamster 

Saure Phosphatase 78.1 ± 1.3 15 

239Pu 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 

239Pu 10 88.1 ± 2. 1 2 

70 80.8 ± 1.4 7 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern 

n = Zahl der Experimente 
a 

4-stündige Zentrifugation der ML-Fraktion im linearen Saccharose-

dichtegradienten (siehe auch Abb. 6 und 8) 



Tabelle 27 

Tierspezies 

Chin.Hamster 

Ratte 

Mediane Dichten der Verteilungsprofile von Leitenzymen nach 6 oder 16 Stunden 

Zentrifugation im Metrizamiddichtegradienten einer ML-Fraktiona aus der Leber 
unbehandelter Tiere. 

Enzym 6 h n 16 h 

Saure Phosphatase 1.109 ± 0.002 6 1. 109 ± 0. 004 
N-Acetyl-S-Glukosaminidase 1.110 ± 0.001 4 1.131 ± 0.003 
Kathepsin D 1.106 ± 0.000 4 1.115 ± 0.005 
5 • Nucl eoti dase 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 

Saure Phosphatase 1.116 ± 0.004 5 1.119 ± 0.003 
N-Acetyl-ß-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 ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation des Leberhomogenates 

Nähere Erläuterungen siehe Methoden 2.7.3. 

n 

4 
3 
3 
3 
2 
2 
3 

3 \0 

3 
0 

3 
2 
3 
1 
4 



Tabelle 28: Mediane Dichten der Verteilungsprofile von 239 Pu, 241 Am und 59 Fea nach 6 oder 16 

Stunden Zentrifugation im Metrizamiddichtegradienten einer ML-Fraktionb aus der· 

Leber unbehandelter Tiere. 

Tierspezies Nuklid Tage nach 6 h n 16 h n 

Nuklid-Inj. 

Chin.Hamster 239Pu 4 + 10c 1.132 ± 0.004 7 1.146 ± 0.004 5 
70 1.122 ± 0.004 4 1.129 ± 0.005 4 

241Am 10 1. 118 2 1.146 1 
70 1.111 ± 0.007 3 

59 Fe 10 + 70 1.144 2 1. 161 2 

Ratte 239Pu . 10 1.124±0.006 3 1.147 1 
70 1. 149 ± 0. 005 6 1.157 ± 0.007 3 

241Am 10 1.138 ± 0.004 3 
70 1.128±0.003 5 

59 Fe 10 + 70 1. 153 2 1. 191 2 

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

a 
b 
c 

Applikation der Nuklide i .v. als Citrat 
ML-Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation des Leberhomogenates 
Einzeldaten aus 4-bzw. 10-Tage-Versuchen vereinigt, da kein signifikanter Unterschied (p = 0.05) 
Nähere Erläuterungen siehe 2.7.3. 

\0 
1-' 



Tabelle 29: Relative Verteilung von 239 Pua und Leitenzymen der Lysosomen und perizellulären 

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

Dichtegradienten 

Dichtebereich in % der 239 Pu-Aktivitätc in % der Gesamt-Enzymaktivitätc 

und Ausgangsdichte Tage nach 239 Pu-Inj. 

1. 07 10 36 70 N. A. G. Kath.D 5 I N 

I. ;:::-1. 07 3 68.1 59.6 51.4 52.7 41.1 13.4 
I I. <1. 073:::1.069 14.4 16.8 17.8 36.3 42.1 45.2 

I I I. <1. 06 9 17.5 23.6 30.7 11. 1 16.9 41.5 

1. 08 

I. ;:::-1. 083 62.5 49.8 32.8 45.2 42.6 14. 1 

I I. <1.083:2::1.080 15.7 14.8 18.6 41.9 37.8 25.6 

I I I. <1. 080 21.8 35.3 48.5 13.0 1~.7 60.5 

Einzelwerte oder arithmetische Mittelwerte; 

n = Zahl der Experimente 

a A l"k t· 239P . 1 239P c·t pp 1 a 1 on von u 1. v. a s u- 1 rat 

b ML Fraktion erhalten nach differentieller Zentrifugation des Leberhomogenates 

c Bezogen auf die jeweils erhaltene Gesamtaktivität (als 100 %) im Gradienten 

Abkürzungen und nähere Erläuterungen siehe 2.3.3. und 2.7.5. 

AP 

7.6 

24.5 

67.9 

7. 4 

33.3 

59.4 

n 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

~ 
N 



Tabelle 30 Filtrierbarkeit von 
239

Pu und 59 Fe durch Millipore-Filter in Fraktionen aus der 

Chinesischen Hamsterleber (siehe auch 3.6.) 

Nuklid Tag nach Ausgangs- Porengröße % der aufgetragenen Nuklidmenge 
Nuklid-Inj. material (J.lm) Filter Filtrat Ausbeute 

239Pu 4 ML 1.2 16.5 75.2 91.7 

ML 0.45 74.5 11.3 86.2 
Fr. 8-12a 1.2 33.7 56.3 90.0 
Fr. 8-12a 0.45 90. 1 11. 9 102.0 

10 ML 1.2 10.1 88.1 98.2 

Fr. 9-14a 1.2 59.0 31.8 90.8 
Fr. 9-14a 0.45 80.9 6. 2 87.1 

70 ML 1.2 15.7 85.6 101. 3 
ML 0.45 62'. 4 15.3 77.7 

Fr. 9-:-14 a 1.2 45.0 46.3 91.3 

Fr. 9-14a 0.45 92.1 5.7 97.8 
59 Fe 10 ML l.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 

aFraktionen aus Saccharosedichtegradienten (entsprechend Abb. 6 und 8) 
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Abb. 1: Verteilung von Enzymen nach Zentrifugation der ML
Fraktion aus Chinesischen Hamsterlebern im linearen Metriz
amiddichtegradienten (6 Stunden, 88 000 gav). Linke Spalte: 
Gradient mit 1.7 ml ML überschichtet; 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. Nähere Erläu
terungen zur Darstellung siehe auch 2.7.3. 
~Q = relativer Gehalt der Komponente in der Fraktion, 
~p = Dichteunterschied zwischen den Fraktionen 
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Abb. 2: Verteilung von Enzymen nach Zentrifugation der 
ML-Fraktion aus Rattenlebern im linearen Metrizamiddichte
gradienten (6 Stunden, 88 000 g ) . Linke Spalte: Gradient av 
mit 1.7 ml ML überschichtet, rechte Spalte: Gradient mit 
1.7 ml ML unterschichtet. Nähere Angaben und Abkürzungen 
siehe Abb. 1. 
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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-stündiger Zentrifugation vereinigt, da kein signi
fikanter Unterschied [P = 0.05], 88 000 gav). SP = Saure 
Phosphatase, N-A-G = N-Acetyl-ß-Glukosaminidase, Kath. D = 

Kathepsin D. Nähere 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 
1 inearen Saccharosedichtegradienten (Daten nach 4- und 16-

stündiger Zentrifugation vereinigt, da kein signifikanter 
Unterschied [P = 0.05]. Nähere Angaben und Abkürzungen siehe 
Abb. 1. 
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Abb. 5: Verteilung von Enzymen der perizellulären Membranen aus 
der Leber von Ratte und Chinesischem Hamster nach Zentrifuga
tion der ML-Fraktion im linearen Saccharosedichtegradienten 
(Daten nach 4- und 16-stündiger 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. Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 6: Verteilung von 239 Pu-Aktivität 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). Nähere Angaben siehe Abb; 1. 
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Abb. 7: Verteilung von 241 Am-Aktivität aus der Leber von Ratten 
und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion 
im linearen Saccharosedichtegradienten (4 Stunden am 10. und 
70. Tag nach Nuklid-Injektion). Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 8: Verteilung von Saurer Phosphatase und 239 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-lnjektion 4 Tage vor 
Sektion (beim 4-Tage-Versuch TWR-Injektion 6 Stunden nach 
Nuklid-Injektion). Nähere Angaben siehe Abb. 1 (TWR-Profil = 
gestrichelte Linie). 
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Abb. 9: Verteilung von Saurer Phosphatase und 241 Am 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. Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 10: Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von 
Triton WR 1339-behandelten Ratten und Chinesischen Hamstern 
nach Zentrifugation der ML-Fraktion im linearen Saccharose
dichteqradienten (4 Stunden). Injektion von TWR 24 Tage vor 
Sektion. Aryl = Arylsulfatase A,B. Weitere Abkürzungen siehe 
Abb. 3, nähere Angaben siehe Abb. 1 (TWR-Profil =durchgezogene 
Linie). 
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Abb. 11: Verteilung von Saurer Phosphatase und 239 Pu 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. Nähere 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). Abkürzungen siehe Abb. 3, nähere Angaben 
siehe Abb. 1. 
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Abb. 13: Verteilung von Saurer Phosphatase und 
239

Pu aus der 
Leber von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation 
der mit TX lOG-behandelten ML-Fraktion im linearen Saccharose
dichtegradienten (4 Stunden). Sektion 10, 36 oder 70 Tage nach 
239 Pu-Injektion. Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 14: Verteilung von Saurer Phosphatase und 241 Am 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 oder 70 Tage nach 
241 Am-Injektion. Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 15: Verteilung von stabilem Eisen und 59 Fe aus der Leber 
von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der 
ML-Fraktion im linearen Saccharosedichtegradienten (16 Stunden). 
Sektion 10 oder 70 Tage nach 59 Fe-Injektion (Daten aus diesen 
beiden Versuchen vereinigt). Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 16: Verteilung von 59 Fe aus der Leber von Ratten und 
Chinesischen Hamstern (und nach Behandlung von Chinesischen 
Hamstern mit Triton WR 1339 4 Tage vor Sektion) nach Zentri
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 
59

Fe-Injektion (Daten aus beiden Versuchen vereinigt). Nähere 
Angaben siehe Abb. 1. 



110 

Chinesischer Hamster 

(L 15 4 h Pu-238 
<J 
""-. 
0 

10 70.d [ 10 J 4.d <J 
rh [6] 

1+1 I I 

~I I 
I 

+' d; -f-
or-1 5 
(!) dl 
~ .l Ol 
ar-1 

L,_ 

:::J 
15 4 h Fe-58 (!) 

0 
I 

10.+70.d [2] 

10 

5 

15 16 h Pu-238 

10 70.d [7] 4.d 
[3] 

5 

15 16 h Fe-58 
10.+70.d [2] 

10 

5 

1. 05 1. 10 1. 15 1. 20 1. 25 

Ratte 

4 h Pu-238 

70.d [7] 10. d 
[2] 

4 h Fe-58 
10.+70.d [2] 

16 h Pu-238 

70.d [7] 10. d 
[ 1 J 

t, 
1-j,-jl 

I 

16 h Fe-58 
10.+70.d 
[2] 

1. 05 1. 10 1. 15 1. 20 1. 25 

3 Zuckerdichte [g/cm J 

Abb. 17: Verteilung von 239 Pu und 59 Fe 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 239 Pu- bzw. 10 oder 70 Tage 
nach 59 Fe-Injektion; (Daten aus beiden Versuchen vereinigt). 

Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 18: Einfluß der 239 Pu-Dosis auf die Verteilung von 239 Pu 
aus der Leber von Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation 
der ML-Fraktion im linearen Saccharosedichtegradienten (4 Stun
den). Injektion von 4.26·10 5 Bq·kg- 1 und 2.96·10 3 Bq·kg- 1 . 
Sektion 70 Tage nach 239 Pu-lnjektion. Nähere Angaben siehe 
Abb. 1. 



a_ 15 
<:] 

""' G 
<:] 

10 

-+--' 
orl 

(!) 

.::,.t. 5 
Ol 

orl 

'-'--. 

::J 
(!) 

0 
I 

15 

10 

5 

15 

10 

5 

4.d 

H/R [2] 

33.d 

Ko 
36.d 

[5] 

•t--f-1-l-
1-1- J 

112 

Chinesischer Hamster 

Th-234 

r --, 
I I 

~--- I I 
I L.- -- J 

I 

~-~~--~-~ 
-+_I 

Th-234 

Pu-239 

I 
~---I 

I t ___ ., 

I 

Ko [2J 

Ko 

Ko 
4.d 

[6] 

[2] 

1. 05 1. 10 1. 15 1. 20 1. 25 

Zuckerdichte [g/cm 3 J 

Abb. 19: Verteilung von 234 Th (mit 232 Th als Träger) und 239 Pu 
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 234 Th-Injektion 
bzw. 4 oder 36 Tage nach 239 Pu-Injektion. Nähere Angaben siehe 
Abb. 1. 
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Abb. 20: Verteilung von lysosomalen Enzymen aus der Leber von 
Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML
Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten (6 Stunden). 
Abkürzungen siehe Abb. 3, nähere 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). Abkürzungen 

und nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 22: Verteilung von Enzymen der perizellulären Membranen 
aus der Leber von Ratte und Chinesischem Hamster nach Zentri
fugation der ML-Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten 
(6 Stunden). 5 1 N+NaF =5 1 Nucleotidasebestimmung unter Zugabe 
von NaF zur Hemmung der fluoridsensitiven Sauren Phosphatase, 
AP = Alkalische Phosphodiesterase. Nähere Angaben siehe Abb. ·1. 
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Abb. 23: Verteilung von Saurer Phosphatase, Glutamatdehydro
genase (GDH) und 239 Pu aus der Leber von Ratten und Chine
sischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im 
linearen 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] ).Abkürzungen und nähere Angaben 
siehe Abb. 1. 
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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. Abkürzungen und nähere 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 Metrizamiddichtegradienten (16 Stunden). 
AbkUrzungen siehe Abb. 3, nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 26: Verteilung von Enzymen aus der Leber von Ratten und 
Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im 
linearen Metrizamiddichtegradienten (16 Stunden). Abkürzungen 
und nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 27: Verteilung von Enzymen der perizellulären Membranen 
in der Leber von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentri
fugation der ML-Fraktion im linearen Metrizamiddichtegradienten 
(16 Stunden, 88 000 gav)· 5 1 N+NaF = s• Nucleotidasebestimmung 
unter Zugabe von NaF zur Hemmung der fluoridsensitiven Sauren 
Phosphatase, AP =Alkalische Phosphodiesterase. Nähere Angaben 
siehe Abb. 1. 
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Abb. 28: Verteilung von Saurer Phosphatase, Glutamatdehydrogenase 
(GDH) und 239 Pu aus der Leber von Ratten und Chinesischen 
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]). Abkürzungen und nähere 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). Abkürzungen siehe Abb. 39 nähere Angaben siehe 
Abb. 1. 



35 

a_ 30 

~ 25 
G 
<1 20 

15 

arl 10 
(!) 

..::.t. 5 

arl .._,_ 35 
J 
(!) 30 
0 

I 25 

20 

15 

10 

5 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

123 

Chinesischer Hamster 

SP 

nach TX100 C4J 

GDH 

nach TX 100 [3] 

5'N 

nach TX100 C3J 

G-8-P 

nach TX100 C2J 

1. 05 1. 10 1. 15 1. 20 1. 25 

Ratte 

SP 

nach TX100 C5J 

GDH 

nach TX100 C4J 

5'N 

nach TX100 C5J 

G-6-P 

nach TXlOO C4J 

1. 05 1. 10 1. 15 1. 20 1. 25 

3 
Metrizamiddichte [g/cm J 

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). Abkürzungen und nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 31: Verteilung von Saurer Phosphatase und 239 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] ). 
Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 32: Verteilung von Saurer Phosphatase und 241 Am aus der 
Leber von Ratten und Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation 
der TX lOG-behandelten ML-Fraktion im linearen Metrizamiddichte
gradienten (6 Stunden). Radionuklid-Injektion 10 oder 70 Tage 
vor Sektion. Nähere Angaben siehe Abb. 1. 
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Abb. 33: Verteilung von 59 Fe aus der Leber von Ratten und 
Chinesischen Hamstern nach Zentrifugation der ML-Fraktion im 
linearen Metrizamiddichtegradienten (6 oder 16 Stunden). 
Zugabe von TX 100 zur ML-Fraktion vor dem Auftragen auf den 
Gradienten. Sektion 10 oder 70 Tage nach 59 Fe-Injektion 
(Daten aus beiden Versuchen vereinigt). Nähere Angaben siehe 
Abb. 1. 


