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’Zusammenfassung:

Die vorliegende Arbeit befaft sich mit frithen Knochenschaden nach
Inkorporation kanzerogener Dosen von 239-Plutonium. Es konnte
gezeigt werden, daf3 unterschiedliches Alter der Versuchstiere bei
gleicher appiizierter Menge des Nuklides pro Kdrpergewichtseinheit
zur unterschiedlichen Strahlenbelastung des Skelettes flihrt.Dies
schlégt sich deutlich in der Ausprégung histologischer Knochen-
schéden nieder, deren Spektrum von schweren morphologischen
Defekten an Knochenmark und Trabekelstruktur dber histologisch
sichtbare Osteoporosen 2zu nur histomorphometrisch erfafbaren Ver-
dnderungen des Knochenstoffwechsels filihren. Die Abhéngigkeit der
Mikroverteilung im Knochen sowie das Dekorporationsverhalten des
Strahlers vom Knochenwachstum der Tiere wird dargestellt und die

Folgen fir das Knochengewebe aufgezeigt.

Histomorphological and Histomorphometrical Investigations of Early
Bone Damage Following Incorporation of Optimal Carcinogenic Doses
of 239-Plutonium in Male Rats of Different Age

There is early damage to bone at small carcinogenic amounts of the
nuclide, including heavy defects of bone structure and bone marrow
osteoporotic features of trabecular bone and only histomorpho-
metrically detectable changes in bone metabolism. The dependance
of radiation dose to skeleton and the spacial distribution of the
nuclide on age and growth of the experimental animals is demon-
sfrated and correlated to the histological findings. It is also
shown that growth and metabolism parameters of bone influence the

decorporation performace of the chelating agent Zn-DTPA.
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1. Einleitung

Wie in allen iibrigen Geweben eines Lebewesens kann ionisie-
rende Strahlung auch Dbeim Knochengewebe die Verdnderung
seines biologischen Verhaltens bewirken.

Der Grad dieser Verdnderung, die sich in der Mehrzahl der
Fdlle als negativ erweist, hingt vor allem von der Menge der
Strahlung, der Strahlendosis ab. Ob die Strahlung von aufen
oder von innen, z.B. iiber im Gewebe selbst abgelagerte radio-
aktive Stoffe, auf das Gewebe einwirkt, spielt nur insofern
eine Rolle, als dadurch der Ort der Hauptstrahlenbelastung
charakterisiert wird.

Die Morphologie des Strahlenschadens am Knochen ist quali-
tativ sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch weitgehend
bekannt, und eine umfassende Literaturiibersicht wird von
Gossner, Luz, Heuck (Gos85) gegeben. Die pathologischen Ab-
ldufe gleichen sich bei externer und interner Bestrahlung und
sind in ihrem Ausmaf und ihrer zeitlichen Dimension von der
applizierten Strahlendosis abhingig.

Man unterscheidet zwischen dem Frithschaden, der sich inner-
halb kurzer Zeit (Tage und Wochen) nach der Bestrahlung
entwickelt und den SpHtfolgen einer Strahlenentwicklung. Die
Spadtwirkung von ionisierender Strahlung auf den Knochen
besteht hauptsichlich in der Induktion von Knochengeschwiil-
sten verschiedener geweblicher Provenienz, wobei die Tumor-
inzidenz (Hdufigkeit des eintretenden Schadens) von der
Strahlendosis abh#ngt (stochastische Strahlenwirkung), die
wesentlich niedriger sein kann als zur Induktion offensicht-
licher morphologischer Frithschdden notwendig. Anderseits
werden auch nichtstochastische Effekte im Bereich der Dosen,
die zur Krebsentstehung fihren, diskutiert. Weiterhin ist die
Qualitdt der Strahlung von Bedeutung sowie moglicherweise
eine genetische Disposition (Gos85).

Fir die Entwicklung und den Verlauf des Frithschadens am
Knochen ist die Feststellung wesentlich, in welchem physio-
logischen Zustand sich das Gewebe befindet, insbesondere, . ob
das Knochenwachstum beendet ist und der Knochen in die Phase

des Erhaltungsstoffwechsels eingetreten ist oder mnicht. Bei




wachsenden Knochen ist zu beachten ob es sich um den Mecha-
nismus der enchondralen Ossifikation handelt, wie er
beispielhaft in den langen Rohrenknochen abliuft, oder ob
eine desmale Ossifikation stattfindet, wie in den Deckknochen
des Schiddels.

Der Ablauf pathologischer Erscheinungen am wachsenden Rohren-
knochen schlieft vor allem Wachstumsknorpel und Metaphyse
ein. Die durch Strahlenschiden betroffenen Zellpopulationen
sind Knorpelzellen, Osteoblasten, Osteoklasten und Mesenchym-
zellen, insbesondere Kapillarendothelien und Osteoprogenitor-
zellen. Durch die enge rdumliche und physiologische Bindung
an den Knochen +trdgt auch das blutbildende Organ, das
Knochenmark, einen Schaden davon. Dieser hidngt, insbesondere
bei im Knochen abgelagerten Nukliden, von der Reichweite der
Strahlung und vom Ort der Energieabsorption ab. Weiterhin sei
hier auf die Beziehung zwischen Makrophagen des Knochenmarks
und Osteoklasten hingewiesen, deren Einzelheiten sich noch
weitgehend unserer Kenntnis entziehen (Owe80, Vau81).

Wird im wachsenden Knochen also der Wachstumsvorgang selbst
und die Knochenformung (growth & modeling) gestort, so ist es
im ausgewachsenen Knochen der Umbau (remodeling), in den ein-
gegriffen wird, wobei die Population der Knorpelzellen
vernachlédssigbar wird (Fro83). '

Durch die wesentlich hohere Proliferationsaktivitidt der
Zellen und einen wesentlich hoheren Zellgehalt des Gewebes
ist im wachsenden Knochen mit sich stidrker ausdriickenden
Friithschdden zu rechnen. Zu bedenken 1ist jedoch, daf bei
inkorporierten Nukliden eine hohere Knochenumbaurate die
Zeit, 1in der Zellen exponiert sind (population at risk),
verkiirzt und somit der wachsende Knochen modglicherweise
geringer belastet ist, als der nichtwachsende, dies vor allem
im Hinblick auf die Tumorinzidenz (Jee72).

Nach diesen allgemeinen Erliduterungen soll nun auf das
spezielle Problem der inkorporierten und sich im Knochen
ablagernden Radionuklide eingegangen werden. Neben Art und
Energie der Strahlung, diese Faktoren bestimmen die Reich-
weite und Energiedeposition der Teilchen oder Quanten im

Gewebe, ist vor allem der Verteilungsmodus der Nuklide in der




Knochensubstanz, insbesondere bei Strahlern kurzer Reichweite
von Bedeutung. Hierbei unterscheidet man grob zwischen zwei
Ablagerungsverhalten:

Volumensuchende Elemente wie zum Beispiel Nuklide des Alpha-
strahlers Radium oder des Betastrahlers Strontium verteilen
sich relativ gleichmdBig im mineralisierten Anteil der
Knochensubstanz, wdhrend sich oberfldchensuchende Nuklide,
zum Beispiel viele Elemente der Aktinidenreihe, hauptsichlich

an innere oder HufBere Knochenoberflichen anlagern.

Die volumensuchenden Radionuklide sind durch ein #Zhnliches
chemisches Verhalten wie Kalzium gekennzeichnet, zu dessen
Substitution im mineralisierten Anteil der Knochensubstanz
sie befdhigt sind, wdhrend sich die Aktiniden mit Glyko-
proteiden der organischen Matrix, die nur an der Knochen-

oberfldche zu Tage treten, assoziieren (VauT73a).

Die weiteren Ausfiihrungen sollen sich nun mit dem Verhalten

und den Auswirkungen von Plutonium im Organismus befassen.

1.1 Plutonium, Herkunft und Verwendung

Plutonium besitzt die Ordnungszahl 94 im Periodensystem der
Elemente. Es ist ein kiinstliches Element und gehort zu den
Transuranen in der Aktinidenreihe, die in den 40er Jahren
dieses Jahrhunderts bei kernphysikalischen Experimenten im
Labor entdeckt wurden. Seine wichtigsten Isotope 2 9Pu und
238Pu sind Alphastrahler mit Halbwertszeiten von 2,4 x 104
bzw. 86,4 Jahren (See81). Aufgrund dieser, in erdgeschicht-
lichen MapfBstdben kurzen Halbwertszeiten, gab es vor seiner
kiinstlichen Erzeugung kein Plutonium auf der mit Leben
erfillten Erde.

2 .
38Plutonium kommt in langlebigen Batterien zum Einsatz

(Sta73). 239Plutonium ist neben 235Uran ein spaltbares
Nuklid, welches bei der Gewinnung von Kernenergie oder als
Bestandteil von Kernwaffen Bedeutung hat. Es wird in Kern-

kraftwerken als Nebenprodukt der Energiegewinnung auf




folgendem Weg gebildet:

238 239 B 2 39

39 B 2
U (n,”r) U2—3—’—5——,) Npm Pu

Weltweit werden auf diese Weise jahrlich etwa 25 Tonnen
Plutonium erzeugt (Hen82).

Der technische Umgang mit diesem Element, sei es bei der
Lagerung radioaktiver Abfille aus Kernkraftwerken oder bei
der Wiederaufbereitung abgebrannten Kernbrennstoffes, wird

bis auf Weiteres unerldflich sein.

1.2 Abriff des biologischen Verhaltens von Plutonium in

Mensch und SHugetier (Ubersicht bei Bai74 und ICRP48)

Neben seiner chemischen Toxizitdt als Schwermetall, geht von
Plutonium die weitaus grofBere Gefahr der radioaktiven Strah-
lung aus. Da es sich um einen reinen Alphastrahler handelt,
entfaltet das Nuklid auch hierbei, wegen der geringen Reich-
weite der Alphateilchen erst bei Aufnahme in den Korper seine

schiddlichen Wirkungen.

Die Inkorporation von Plutonium ist in der Regel iiber drei
Wege moglich: Ingestion, Inhalation und direkte Inkorpo-
ration, zum Beispiel durch kontaminierte Wunden.

Die gastro-intestinale Absorption von Plutonium ist gering
(ICRP48, Sul8s).

Nach Inhalation hauptsdchlich plutoniumhaltiger Stdube, kann
es, Jje nach Loslichkeitsverhalten der Verbindung, zu Trans-
lokationen aus der Lunge in andere Korperkompartimente kommen
(Mii185). ’

Die grofBte Gefdahrdung fiir den Gesamtorganismus geht jedoch
von der direkten Inkorporation iiber Verletzungen aus (Vau73),
wobei die Verbreitung des Nuklides vom Ort seiner ersten
Ablagerung hinein in den Korper zusidtzlich stark von seiner
physikalisch-chemischen Beschaffenheit und teilweise auch vom

Alter des kontaminierten Organismus abhidngt (Tay73, Sik76).




Die Zielorgane von Plutonium sind Leber und Skelett. Im Falle
gut loslicher Verbindungen lagert sich der grofte Teil der
inkorporierten Aktivitdt im Knochen ab; bilden sich polymere,
kolloidale Komplexe, so 1ist die Leber der Ort der groften
Akkumulation (Vau73, Mah74, Son83).

Nach der initialen Deposition in diesen Organen kommt es im
zeitlichen Verlauf zur Umverteilung und Ausscheidung des
Nuklids in Urin und Faeces, wobei ein betrichtlicher Teil des
im Skelett befindlichen Plutoniums mit langer Dbiologischer

Halbwertszeit im Knochen verweilt (Tay83, Son84).

1.3 Plutonium und Knochen

1.3.1 Verteilung im Skelett

Plutonium lagert sich im Skelett in verschiedenen Knochen zu
unterschiedlichen Anteilen ab (Cra76). Knochen mit aktivem
Stoffwechsel sind mit mehr Radioaktivitidt belastet als solche
mit geringerer Umsatzrate (Wro80, Pol84). So finden sich auch
bei wachsenden Organismen im allgemeinen hohere Retentionen
im Skelett als bei erwachsenen, und hierbei sind vor allem
Wachstumszonen die Orte grofter Ablagerung (Lit. bei Bru84).
Die Mikroverteilung des Nuklides erfolgt initial ungleich-
médfBig auf den Knochenoberfldchen mit deutlicher Bevorzugung
ihrer endostalen Anteile (Vau73a). Nach dieser ersten Abla-
gerung erfolgt, abhidngig vom Stoffwechsel des Knochens, eine
Umverteilung. Diese wird hauptsidchlich durch Prozesse der
Knochenapposition und -resorption bewerkstelligt (JeeT2,
Prig83).

Ein solches Verhalten des Strahlers fiihrt zu groBen Schwie-
rigkeiten bei der Abschitzung der Strahlenbelastung einzelner
Knochen, von Knochenteilen oder gar der Mikrodosisverteilung
in der Knochenzellpopulation (Pol81, Pol84a). Gerade
letzteres spielt aber eine wichtige Rolle in der Pathogenese

friher oder protrahierter Strahlenschidden des Skeletts.




1.3.2. Histologie des Strahlenschadens im Knochen in

Abhiangigkeit zur inkorporierten Aktivitdtsmenge
Im Folgenden mochte ich einen Uberblick zum bisherigen Kennt-
nisstand des frithen Strahlenschadens in Abhéngigkeit von der

inkorporierten Menge verschiedener Aktiniden geben:

Heller (Hel48) beschreibt schon sehr friith den Strahlenschaden

des Knochens sowohl nach externer Bestrahlung als auch nach
Inkorporation von Radionukliden.
239Plutonium wird wachsenden mdnnlichen Spraque-Dawley Ratten
unbekannten Alters in folgenden Aktivitdten i.v. gespritzt
(umgerechnet auf MBq/kgKG):

4,6; 3,7; 2,2; 1,1; 0,55 und O, 3MBq/kgKG

(125; 100; 60; 30; 15 und 8uCi/kgKG)
Da die obigen Dosen fast immer nur einem Tier verabreicht
wurden, sind die abgeleiteten Daten heterogen und statistisch
nur ungeniigend gesichert. Trotzdem lassen sich folgende Aus-
sagen mit Sicherheit treffen:
Bei Inkorporation einer Aktivitdt von tiber 1,1MBq/kgKG (30
npCi/kgKG) wird der Knochen sehr stark geschiadigt und zeigt
wenig Tendenz, diese Schidden wieder zu beheben. Bei Inkorpo-
ration von Aktivitdten unter 1,1MBq/kgKG (30 pCi/kgKG), also
555kBq/kg und 296kBq/kg, sind die Veranderungen etwas
geringer, aber immer noch deutlich histologisch nachweisbar,
und der Knochen sucht den eingetretenen Schaden zu repa-
rieren.
Der Ablauf der Ereignisse bei Verabreichung von 1, 1MBq/kgKG
(30 pCi/kgKG) stellt sich wie folgt dar:
Bis zum 16.Tag p.incorp. kommt es zum Sistieren des Langen-—
wachstums. Die Zellpopulation der Osteoblasten wird in der
Metaphyse stark beeintrdchtigt. Es kommt zur Kontinuit&dtsun-
terbrechung zwischen Fugenknorpel und Knochen ("severance').
In der primidren Spongiosa bilden die verbleibenden osteo-
blastischen Zellen atypischen Knochen, widhrend in der sekun-
dédren Spongiosa keine Osteoblasten mehr gesehen werden und
auch die Osteozyten abgetotet sind. In der primi@ren Spongiosa

kommt es zur Einsprossung transverser Gef#fe.




Bis zum 64.Tag p.incorp. wird das Lingenwachstum wieder auf-

genommen und die Metaphyse stellt sich im histologischen Bild

in finf Abschnitte gegliedert dar:

1 regenerierte Epiphysenfuge mit intakter Trabekulierung
und zahlreichen Osteoblasten

2 Zone spongidsen Knochens mit aktivem Knochenmark

3 typischer oder atypischer Reparaturknochen ohne Knorpel,
gelatinoses Knochenmark enthaltend

4 toter Knochen und verkalkter Knorpel, gelatindses und
fibroses Mark

5 aktives Knochenmark

Jee (Jee 62) beschreibt nach intravendser Injektion von:
104; 33; 11; 3,3kBq/kgKg (2,8: 0,9; 0,3; 0,09uCi/kegKa) 2°

den Gewebeschaden des Knochens bei zu verschiedenen Zeit-

9Pu
punkten gestorbenen Beagle-Hunden.

Wadhrend bei hoheren Aktivitdten (104; 33kBq/kgKG) atypischer
Knochen, peritrabekuldre Fibrose, bizarre Trabekelstruktur,
Tod von Osteozyten und abnorme Resorption in den veridnderten
Bereichen zu beobachten ist, beschridnken sich die histolo-
gischen Veridnderungen bei der niedrigsten Dosis auf kaum
erkennbare Abweichungen in der Osteozytenpopulation und der
Resorptionsaktivitdt. Es wird auf die Beziehung dieser Schi-

den zur Entwicklung von Knochengeschwiilsten eingegangen.

Clarke (Cla62) vergleicht die Strahlenschdden am Knochen

verschieden alter Miniatur-Schweine nach Inkorporation von
QOST, 226Ra bzw. 239Pu. Plutonium erweist sich hierbei als
den Knochen am meisten schidigendes Agens, gleich ob 6
Wochen, 6 Monate oder 1 Jahr alte Tiere behandelt werden.

Pro Altersgruppe werden 3 Tiere mit 48kBq/kgKG (1,3uCi/kgKG)
Plutonium intravends gespritzt. 2Zu jeder der drei Alters-
gruppen gesellt sich ein inaktives Kontrolltier. 18 Monate
nach Inkorporation werden die ersten Tiere untersucht. Fir
die histologischen Untersuchungen wird der proximale Teil
einer siebten Rippe herangezogen.

Bei jungen Tieren kommt es zur Desorganisation der Knochen-

bildung durch Beeinfiussung vorhandener Epiphysenfugen.




Nekrosen in den trabekulidren und kompakten Knochenanteilen
sind in allen Altersgruppen ausgepridgt. Es fdllt jedoch auf,
daf8. Plutonium vermehrt Fibrosen von Knochen, Knochenmark und
GefdfBen hervorruft. Das Knochenmark wird im Vergleich zu den
anderen Radionukliden durch Plutonium am heftigsten

geschiddigt.

Jee (Jee72) betont in seinem umfassenden Beitrag {iiber Plu-

tonium im Knochen, daf nichttumorose Ver&dnderungen bei
inkorporierten Aktivitdten von O0,6kBq/kgKG (0,0157uCi/kgKG)
in Lendenwirbeln von Beagle-Hunden nur mit quantitativer
Methodik zu erfassen sind. Sie HuBern sich in einer gestei-
gerten Anzahl leerer Osteozyten-Lakunen und in einer Abnahme
der Zahl kleiner Blutgefidfe. Der Tod der Osteozyten kann, so
schlieft der Autor, direkt durch Strahlenwirkung oder aber
durch eine Ischimie bestimmter Knochenbezirke bedingt sein.

Die Tumorinzidenz betrdgt bei dieser Aktivitdt 33%.

Pomsl (Pom74) erfapBt die zeitliche Entwicklung der Knochen-
zellpopulation nach Inkorporation von 224Ra und 227Th in
Tibia wund Lendenwirbeln der Maus quantitativ. Osteoblasten
und Mesenchymzellen (Osteoprogenitoren) erweisen sich als am
starksten strahlenempfindlich.

Nach 185kBq/kgKG (5uCi/kgKG) 22'Th sind Osteoblasten und
Mesenchymzellen nur geringfiigig vermindert, jedoch in Lenden-
wirbeln stdrker als in der Tibia. Auffidllige histologische
Verdnderungen werden bei dieser Aktivitdt nicht gefunden.
Durch 1,85MBq/kgKG (50uCi/kgKG) 227'Th werden die Zellen des
osteogenen Gewebes fast vollstdndig abgetotet. In der folgen-
den Reparationsphase entstehen groBere Bereiche atypischen
Knochens in der Tibiametaphyse, die im weiteren Verlauf des
Wachstums durch neugebildeten Knochen vom Epiphysenknorpel
abgeschoben werden.

Die zahlenmdpBige Verdnderung von Osteoklasten, Endbthelzellen

und Osteozyten erweist sich bei allen Aktivitdten als nicht

bedeutend.




Mahlum und Sikov (Mah74) untersuchen den Einfluf des Alters
und der physikochemischen Form von 239Pu auf das Skelett von
Ratten. Es werden Neugeborenen (-24h), Ratten im Absatzalter
(21d) und 4 Monate alten Ratten Aktivitdten von 222kBq bis

3,3MBq/kgKG (6-90pCi) polymerer bzw. monomerer Plutonium-

losungen intravends verabreicht.

Der Beobachtungszeitraum betradgt 9 Monate nach Inkorporation
(1,7,30,90,279 Tage).

Verdnderungen im makroskopischen Bereich, z.B. pathologische
Frakturen und deren abnormale Heilung, werden vor allem bei
Ratten beobachtet, die im Absatzalter gespritzt wurden. Auch
histologisch erkennbare Alterationen (Exostosen, Nekrosen,
Verdnderungen des Epiphysenknorpels) treten bei dieser
Altersgruppe am hdufigsten auf. An zweiter Stelle stehen die
erwvachsenen Ratten, und am wenigsten sind die Neugeborenen
betroffen.

Der Einfluf polymerer Losungen auf den Knochen ist geringer
als der monomerer Zubereitungen.

Morphologische Abweichungen:

Adulte Tiere:

Bei Dosen ab 1,1MBq/kgKG (30 pCi/kgKG) und hoher erscheinen
schon nach 7 Tagen Verdnderungen an Knochenmark, Knochen und
Epiphysenknorpel, die bis zum 90. Tag p.incorp. zunehmen.
Nach 9 Monaten sind Andeutungen einer Reparatur des Schadens
am Knochenmark und Knochen zu erkennen.

Absatzalter:

Es wird nach einem Monat eine gesteigerte Briichigkeit der
Knochen deutlich. Abnormale Heilung und Kallusbildung wird
beobachtet. Friihe Knochenveridnderungen treten bei Dosen ab
1,1MBq/kgKG (30uCi/kgKG) schon nach 7 Tagen auf. Unter
1,1MBq/kgKG (30uCi/kgKG) sind am 30. Tag p.incorp. nur
geringe Schidden zu erkennen. Dasselbe gilt fiir den Zeitpunkt
von 90 Tagen p.incorp.. Nach 9 Monaten werden Nekrosen,
Blutungen und fibroblastische Proliferationen in Teilen des
Knochenmarks festgestellt.

Neugeborene: »

In dieser Altersgruppe gibt es kaum histologisch sichtbare

Schiden.
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Polig (Pol76) fiihrt eine quantitative Bestimmung der Trabe-

kelstruktur nach Inkorporation von 1,1MBq/kgKG (30uCi/kgKG)
241

Am bei 8 Wochen alten weiblichen Ratten durch. Zur Unter-
suchung wird der distale Teil des Femur herangezogen. Gleich-
zeitig wird der Effekt einer Dekorporationstherapie mit-
verfolgt.

Es zeigt sich, dag das Oberflachen/Volumen~Verh&dltnis
(S/V-ratio) sich verkleinert und mit ihm die Komplexitdt der
Trabekelstruktur abnimmt. Es werden Knocheniiberbleibsel in
die Metaphyse geschoben, die sich in Autoradiographien mit
einem Band gesteigerter Aktivitdt zur Deckung bringen lassen.
Der Autor schlieft auf eine stark verringerte Knochen-
resorption in der Metaphyse.

Behandlung mit einem Chelatbildner vermindert die Verin-

derungen.

Moskalev et al. (Mos79) berichten vom biologischen Verhalten

23 . : ;
von 7Neptunlum in wachsenden Ratten. In diesem Zusammen-

hang geht er auch auf verschiedene durch dieses Nuklid be-
wirkte Verdnderungen an Knochen und Knochenmark ein.

Nach einer Einzeldosis von 185kBq/kgKG (5uCi/kgKG) i.v. fin-
den sich schon wenige Tage p.incorp. erste Schidden. Unterhalb
der Knorpelfuge verschwinden die Osteoblasten. Es tritt eine
wesentlich verstdrkte Knochenresorption auf, die sich in der
Verkalkung von Nierentubuli niederschlidgt. Im Beobachtungs-
zeitraum von 3 Tagen bis 12 Monaten kommt es zum Stillstand
und zur Wiederaufnahme des Knochenan- und umbaues, wobei vor-

zugsweise resorptive Prozesse stattfinden. Die mikroskopische

Knochenstruktur ist stark gestort. Es kommt zur falschen

Orientierung von Trabekeln und zu mosaikartigem Aussehen der
Knochensubstanz. Um die Knochenbidlkchen ist das Knochenmark
aplastisch und bindegewebig ersetzt.

Im Laufe des Wachstums bildet sich ein "Aktivitdtsband”
(waistband of activity), bestehend aus "totem Knochen"
(Hel48). Nach Auffassung Moskalevs wird aber hier weiterhin
versucht die Schdden reparativ anzugehen.

Im kompakten Knochen fiihrt die verstidrkte Resorptions-

tdtigkeit 2zu porotischen Erscheinungen wund erdffnet die
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Moglichkeit von Spontanfrakturen.
Am Ende des Beobachtungszeitraumes ist die enchondrale Ossi-
fikation immer noch stark unterdriickt. Auch gibt es auffil-

lige Verdnderungen an Blutgef#fen bis hin zur Obliteration.

Das sehr frilhe Auftreten von Knochenschidden bei dieser
Dosierung fiihrt Moskalev auf die chemische Toxizitdt von
237Np zuriick, das wegen seiner geringen spezifischen Akti-
vitdt in wdgbaren Mengen appliziert werden mup.

Werden 185 bzw. 74kBq/kgKG (5 bzw. 2uCi/kgKG) Np-237 intra-
tracheal verabreicht, kommt es erst spater zum Auftreten oben
aufgefiihrter Verdnderungen, und die Schiddigung nimmt einen
milderen Verlauf. Eine atypische Knochenbildung iiberwiegt
hierbei leicht die Resorption. Es treten osteoblastische
Inseln auf, die nach Meinung des Autors als Pridkanzerosen
anzusehen sind.

Die bisher beschriebenen Verdnderungen treten in verschie-
denen Graden auch bei chronischer Gabe des Nuklides auf:

111 und 56kBq/kgKG (3.0 wund 1.52uCi/kgKG) sowie 22 und
11kBq/kgKG (0.6 und 0.3uCi/kgKG) i.p. tdglich fihren trotz
erheblicher Verkiirzung der Lebenszeit zu entsprechenden
Verdnderungen.

5,6 und 0,2kBq/kgKG (0.15 und 0.006uCi/kgKG) t#glich bedingen
das Auftreten einer Vielzahl von Neubildungen vor allem aber

von Osteosarkomen

Priest et al. (Pri83) beschreiben den Verteilungsmodus von
241

Am im Skelett der Ratte. Die angewandten, intravenos inji-
zierten Aktivitdten betragen 1,9 und 10kBgq/Ratte (0.05 und
0.27uCi/Ratte). Das entspricht, nimmt man als mittleres Ge-
wicht einer 50 Tage alten Ratte 150g an, 12 bzw. 67kBq/kgKG
(0.33 bzw. 1.8uCi/kg). Von Schiddigungen des Knochengewebes

wird nichts berichtet.

Obige Daten wurden in der Regel mit sehr hohen Aktivit&dts-
dosen verschiedener Aktiniden bei verschiedenen Tierarten

gewonnen. (Tab. 1), die krankhaften Verdnderungen weisen aber




ein erstaunliches MaB an Ahnlichkeit auf, wobei die funktio-

nellen Aspekte ihrer Entstehung kontrovers diskutiert werden.

Auf dieser Basis ist es nun Ziel dieser Arbeit im Bereich

niedriger aber optimal kanzerogener Dosen:

- mit geeigneten histologischen Methoden friithe Knochen-
verdnderungen nach - Inkorporation von Plutonium nachzu-
weisen,

- den zeitlichen und rZHumlichen Ablauf der pathologischen
Prozesse am Knochen zu beschreiben und wenn moglich

- die Bedeutung solcher frihen Verdnderungen fiir die
Pathogenese spadterer Knochenkrebsentwicklung zZu

bewerten.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden minnliche Spraque-Dawley Ratten von
der Wiga Versuchstierzucht, Sulzfeld bezogen. Die Haltung er-
folgte 1in Kidfigen mit maximal 5 Tieren in einem zwangsbeliif-
teten Stall (Unterdruck um 40 mbar), bei einer Raumtemperatur
von etwa 22°C und 50 bis 55% relativer Luftfeuchte. Von 7°°
bis 19°° war, zusatzlich 2zum durch Fenster einfallenden

Tageslicht, die aus Leuchtstoffrdhren bestehende Raumbeleuch-

tung eingeschaltet. Die Futter- bzw. Trinkwasserversorgung
. L ._R . :

bestand aus einer Standarddidt (Altromin" ), sowie Leitungs-

wasser ad libitum. Die Tiere gelangten mnach einwochiger

GewOhnungszeit in den Versuch. Nach der Nuklidgabe wurden die
Kdfige mit Einmalinneneinsitzen und -fuBrosten bestiickt und
die Tiere, in der Zeit der groBten Ausscheidung, fiir etwa 4
Wochen, in zwei im Tierraum befindlichen Klimaschrinken un-
tergebracht, danach in im Raum installierten Kidfiggestellen.
Das Gewicht der Versuchstiere wurde in der Regel wochentlich
bestimmt und Gewichtskurven erstellt. (Weitere Einzelheiten

siehe 2.8 Versuchsbeschreibungen)

2.2 Sektion und Entnahme von Gewebeproben

Zur Sektion wurden die Ratten mit Ather betdubt und durch Er-
of fnung von Bauchaorta und V. cava caud. entblutet. Das Blut
wurde in heparinisierten Zentrifugenrohrchen aufgefangen und
ungerinnbar gemacht. Aus den entbluteten Tieren wurden die
Organe der Bauch- und Brusthohle entfernt, danach wurde der
Restkorper in zwei Ebenen gerontgt. Femora, Tibiae, Humeri
und 3.bis 5. Lendenwirbel wurden herausgeldst und weitgehend
von der anhaftenden Muskulatur gesdubert. Nach Messung
verschiedener Lingen- und Breitenparameter (L&#n87) wurden die
Rohrenknochen der linken Korperhilfte und die Lendenwirbel 4
und 5 in neutralem, phosphatgepuffertem 8% Formalin fixiert.

Die Zeit zwischen Totung des Tieres und Fixation der Knochen
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betrug hochstens 90 Minuten. Die Knochen der rechten Korper-
hdlfte und der 3. Lendenwirbel wurden =zur Bestimmung der
Frisch- und Trockenmasse (L&n87) sowie zur Aktivitdtsmessung

herangezogen.

2.3 Bestimmung der Plutoniumaktivitdt im Skelett

Die Bestimmung der in den Knochen befindlichen Aktivitdt wur-
de mit dem Femur der rechten Seite sowie dem dritten Lenden-
wirbel durchgefiihrt. Der Femur wurde hierfiir in Schaftmitte
mit einer kleinen Metallsdge geteilt. Distaler Femur, proxi-
maler Femur und Wirbel wurden jeweils separat in Kunststoff-
Szintillationsfldschchen mit einer Mischung aus Perchlorsiure
und Wasserstoffperoxid im Widrmeschrank bei 60°C aufgelost.
Nach Abkiihlung wurden die Flaschchen mit Insta—GelR befiillt
und in einem Packard Szintillationszihler gemessen (Sei72).

Die Berechnung der Retentionsdaten erfolgte unter Beriicksich-
tigung von Standards der Injektionslosung, so daB sich die

relativen Aktivitdtsmafe:

__Aktivitdtsmenge im Organ
injiz. Gesamtaktivitdt

%4 der injizierten Dosis

sowie

% der injizierten Dosis
Knochenfrischmasse

Aktivitdtskonzentration

1

ableiten liefen.
Aus der Nuklidkonzentration wurde die Dosisleistung im

Knochen zur Zeit der Sektion mit der Formel:

D’ =51,2 x E x A0 (cGy/d)

berechnet, wobei E die mittlere Energie der Alphateilchen in

MeV und Ao die absolute Konzentration des Nuklides in uCi/g

Knochenmasse ist (Hug74).




— 15 —

Die kumulative Strahlendosis iiber den Versuchszeitraum wurde
als 1innerer Treppenkorper der Dosisleistungskurve geschidtzt,
wobei die Hdlfte der Rechteckflidchen, die sich als Differenz
zum Huferen Treppenkorper ergaben, hinzuaddiert wurden.

(Dn_1 - Dn) Xt

n n
Kumulative Dosis = 3 D’ x t + 3
1 n n 1 2

2.4 Untersuchung des Blutes

Der Zellgehalt der durch Heparin ungerinnbar gemachten Blut-
proben wurde unmittelbar nach der Entnahme mit einem Coulter
Counter Modell FN bestimmt. Weiterhin wurde ein Blutausstrich
zZur Erstellung eines Differentialblutbildes angefertigt.
SchliefBlich wurde durch Zentrifugation iiber 10 Minuten bei
2000 U/min Plasma gewonnen, welches zur photometrischen
Bestimmung des Gehaltes an alkalischer Phosphatase vorgesehen
war. Diese wurde mit dem kinetischen Test "MonotestR Alka~-
lische Phosphatase" der Firma Boehringer Mannheim am Tag nach
der Sektion durchgefiihrt, da die Aufbewahrung des gewonnenen
Plasmas bei 4°C im Kiihlschrank eine Abnahme der Enzymaktivi-

tdt verhinderte.

2.5 Histologische Bearbeitung unentkalkter Knochen

Umn die Moglichkeiten der lichtmikroskopischen Untersuchung,
die in der Regel an entkalktem, paraffineingebettetem
Knochengewebe durchgefiihrt wird, mit den Methoden der Vital-
markierung des Knochens mit Fluorochromen, sowie dem autora-
diographischen Nachweis der Nuklidverteilung in Einklang zu
bringen, wurde beschlossen, den steinigen Weg der Bearbeitung
unentkalkten, in Kunststoff eingebetteten Knochens zu be-
schreiten.

Es wurden zwei Methoden auf ihre Eignung fiir histologische
Belange gepriift. Dies war einerseits die Einbettung in
Spurr’s Low Viscosity Epoxy Resin und andererseits die

Einbettung in Methyl-Methacrylat.




2.5.1 Einbettung in Spurr's Low Viscosity Epoxy Resin (Resin)

Diese Art der Einbettung wurde am Institut von einer engli-
schen Arbeitsgruppe iibernommen und als Routinemethode einge-
fihrt (Xip74, Wat81). Solchermafen eingebettete Knochenproben
werden mittels eines Rotations-Sdgemikrotomes Leitz 1600 zu
etwa 100 um dicken Schnitten verarbeitet, welche zur Auto-
radiographie sowie zur Erfassung der Knochenstruktur dienen.
Der Einbettungsprozef verlduft wie folgt:

-~ Fixierung der in der Schaftmitte quergeteilten langen
Knochen bzw. der ungeteilten Lendenwirbel 4 wund 5 in
Schaffer’scher Losung oder neutralem gepuffertem Formalin
fir 2-3 Tage.

= Danach Aufbewahrung in 50% Aceton bis zum Beginn der
Einbettung.

- Entwdsserung in aufsteigender Acetonreihe und Infiltration
im aufsteigenden Aceton-Resin-Gemisch bis 100% Resin.

- Evakuierung der Proben in der letzten Portion des
Infiltrationsgemisches bei 15 Torr im Exsikkator.

- Ausbettung in Silikon-Kautschuk-Formen und Aushértung iiber
Nacht bei 60°C im Wdrmeschrank.

Die Zusammensetzung des Kunstharzes, sowie der zeitliche

Ablauf von Entwdsserung und Infiltration ist dem Methodischen

Anhang zu entnehmen.

Zunidchst wurde begonnen, mit auf diese Weise eingebetteten

Knochenproben, histologische Schnitte anzufertigen. Es zeigte

sich jedoch, daf durch die Einbettung eine mangelnde Gewebs-

erhaltung im Bereich der Knochenoberflidchen und des Knochen-
markes, sowie mangelnde Fidrbbarkeit der Pridparate resul-
tierte. Trotz verschiedener Modifikationen der Verarbeitung,
zum Beispiel Entwdsserung in aufsteigender Alkoholreihe oder
unterschiedliche Medien zur Deplastifizierung, konnte keine

Verbesserung der Ergebnisse erzielt werden (Yen68, Ima68,

Sno72, Hog82, Far84). Daraufhin wurde beschlossen, zum Zwecke

histologischer Untersuchungen in weiteren Versuchen eine

Einbettung in Methyl-Methacrylat einzufiihren.




2.5.2 Einbettung in Methyl-Methacrylat (MMA)

Eine weithin angewandte Methode zur histologischen Untersu-
chung von Hartgeweben stellt die Einbettung in Methyl-
Methacrylat dar. Zunidchst eingefiihrt und intensiv erprobt zur
Untersuchung von Beckenkammbiopsien (Bur66, Bur66a), wurde
sie alsbald mit Modifikationen zur Histologie von Knochen und
Knochenmark verschiedenster Spezies herangezogen (Lit. bei
Sav83, Sche84, Hut84). Kummermehr (Kum73) beschreibt
ausfihrlich die bis heute noch nicht vollstdndig ausgerdumten
Probleme dieser Methodik. Fiir die Einbettung distaler Femora,
proximaler Tibiae und ganzer Lendenwirbel von Ratten wurde

folgender Ablauf ausgearbeitet:

- Nach Fixierung der Knochen in neutralem phosphatge-
puffertem Formalin 8% (s.v.) folgte die Entwdsserung 1in
aufsteigender Methanolreihe bis 100%Z Methanol, sodann
Wechsel in 100% Ethanol.

- Mebhrmaliger Wechsel des absoluten Ethanol zZur
vollstidndigen Entwdsserung, sowie Entfettung in Xylol.

- Infiltration 1in fiinf Portionen MMA Einbettungsgemisch,
wobei die beiden letzten Infiltrationschritte im
Exsikkator bei einem Unterdruck von 15 Torr mit Sicapent

als Trockenmittel durchgefiihrt wurden.

- Verschliefen der Probengefidfe mit Kunststoffdeckeln,
Anstofen der Polymerisation 50 Minuten bei 50°C  im
Wasserbad, Auspolymerisation {iiber Nacht bei 34°C im

Wasserbad.

In der Regel gelangten zwanzig Proben zur Einbettung. Schlof
sich der Entwdsserung nicht unmittelbar eine Einbettung an,
so wurden die Proben 1in absolutem Ethanol aufbewahrt. Die
Entwdsserungs—, Entfettungs- und ersten drei Infiltrations-
stufen wurden in Kunststoff-Szintillationsfl&schchen mit
Schraubverschluf durchgefiihrt. Die Imprdgnation und Poly-
merisation der beiden Endportionen erfolgte 1in Glas-
Medikamentenfldschchen mit Kunststoff-Schnappdeckel. Femur

und Tibia wurden vor der Polymerisation mit ihren kaudalen




Fldchen zum Fldschchenboden ausgerichtet. Die vierten und

fiinften Lendenwirbel wurden in eine Seitenlage gebracht.

Fiir zwanzig Proben setzte sich das MMA-Einbettungsgemisch wie
folgt zusammen:

800 ml MMA (Merck 800590) entstabilisiert + 25,6 g Benzoyl-
peroxid (Merck 801641) getrocknet + 200 ml Plastoid N(Rohm &
Haas 7/1468).

Die Entstabilisierung des Methacrylats wurde durch einen
Sdulenlauf (Durchm. 45mm, Hohe 150mm) iiber basisches Alumi-
niumoxid (Alumina WoelmR B, Akt. 1I) bewerkstelligt. Die
Sdulenfiillung wurde nach Durchlauf von 800 ml MMA erneuert.
Der Weichmacher Plastoid N wurde erst nach Auflosung des iiber
Nacht getrockneten Benzoylperoxid zugefiigt.

Nachdem die Blockchen sich verfestigt hatten, wurden sie
durch Zerschlagen der Glidschen gewonnen. Der zeitliche Ablauf

der Einbettung ist dem Methodischen Anhang zu entnehmen.

2.5.3 Vorbereitung und Schneiden der Kunststoffblockchen

Die Rohbearbeitung der eingebetteten Knochen erfolgte zur
Einstellung der gewiinschten Schnittebene, cranio-caudal bei
Femur und Tibia beziehungsweise lateral bei den Wirbeln,
durch Anfeilen der Blockchen. Mittels eines Leitz 1600
Innenloch-Sigemikrotoms wurden vom so vorbereiteten Material
etwa 100 pum dicke Schnitte abgenommen, bis die Medianebene
des Knochens erreicht war.

Zur weiteren Bearbeitung gelangten die gesdgten Blockchen,
nach Aufkleben auf Kunststoff-Trdgerklotzchen, in ein motor-
getriebenes Jung Polycut GroB8- und Hartschnittmikrotom.
Dieses war mit Hartschnittmesserhalter und Hartschnittmessern
(Facettenwinkel 400) bestiickt. Die Schnitte wurden unter
Benetzung der Blockchen und Messer mit 30% Ethanol bei einem
Freiwinkel von 5% mit einer Schnittgeschwindigkeit von ca.
Imm/s abgenommen. Fiir die Histologie wurden in der Regel
sechs aufeinanderfolgende 3 pum dicke Schnitte, fiir die Fluo-

reszenzmikroskopie zwei 5 um dicke Schnitte gewonnen, welche
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mit einer feinen Pinzette direkt auf gelatine-beschichtete
Objekttrdger (s.Methodischer Anhang) transferiert und mit 96%
Ethanol iiberschichtet wurden. Nach mehrminiitigem Weichen und
Streckung der Schnitte mit einem Marderhaarpinsel, wurden
dieselben mit befeuchteten Zigarettenpapierchen bedeckt, wel-
che mit einer Moosgummiwalze angepreft wurden. Die Befesti-
gung der Schnitte wurde durch Trocknung der zwischen Teflon-
scheiben gestapelten Objekttridger unter Druck (Bleiklotz) bei

40°¢ im Warmeschrank erreicht.

2.5.4 Fdarbung der histologischen Pridparate

Die Pridparate zur Fluoreszenzmikroskopie wurden ohne weitere
Behandlung nach dem Trocknen mit EukittR unter Deckgléaser
eingeschlossen.

Zur histologischen Farbung mufte der Kunststoff aus den dazu
bestimmten Schnitten entfernt werden. Dies erfolgte durch
zwel zwanzigminiitige Aufenthalte in Benzol bei Zimmer-
temperatur, beziehungsweise durch Einstellen der Schnitte in
Xylol bei 40°C im Brutschrank iiber Nacht. Nach ausgiebigem
Splilen in zwei Portionen von absolutem Methanol, gelangten
die Pridparate iiber eine absteigende Methanolreihe in destil-
liertes Wasser.

Fir histologische und zytologische Fragestellungen wurde je
ein Schnitt nach Giemsa, beziehungsweise mit der Trichrom-
farbung nach Ladewig gefdrbt. Des weiteren wurde die Eisen-
fadrbung mit Berlinerblau, sowie zur Bewertung der Knochen-
struktur eine Alizarinrotfadrbung vorgenommen. Der Ablauf der
angewandten Fidrbemethoden ist dem Methodischen Anhang zu

entnehmen (Rom68, Scha84, Schu85).




2.6 Autoradiographie

Zur Darstellung der Nuklidverteilung im Knochen wurden zwei
Wege beschritten. Einen Uberblick iiber die Lokalisation der
Radioaktivitdt in verschiedenen Knochenteilen lieB sich durch
Autoradiographie mit Kunststoffdetektoren erzielen. Mit der
stripping-film Technik, einer photoautoradiographischen Me-
thode, konnten der Aktivitdtsverteilung histologische Struk-

turen zugeordnet werden.

2.6.1 Autoradiographie mit Kunststoffolie

Das Prinzip dieser Art von Autoradiographie besteht in der
Sichtbarmachung von Strukturverdnderungen, die in bestimmten
Materialien durch ionisierende Strahlung hervorgerufen
werden. Makrofol-Kernspurdetektoren wurden mit der Oberfl&che
der mit dem Mikrotom geschnittenen Blockchen in engen Kontakt
gebracht und fiir 16 Stunden der aus dem Pridparat dringenden
Strahlung ausgesetzt. Mittels eines elektro-chemischen Atz-
verfahrens (Urb84), konnten dann die Spuren der Radio-
aktivitdt als kleine Punkte auf der Folie sichtbar gemacht
und anhand der mit Alizarinrot gefdrbten Schnitte der

Knochenstruktur zugeordnet werden.

2.6.2 Histoautoradiographie mit stripping—film

Hierbei handelt es sich um eine photochemische Reaktion sen-
sibilisierten Halogensilbers mit ionisierender Strahlung. Die
Sensibilisierung der Emulsion richtet sich nach der Art der
Strahlen. Zur Autoradiographie von Alphastrahlern wird in der
Regel AR10 stripping-film der Firma Kodak herangezogen.

Ausgewshlte Schnitte wurden entacryliert und mit AR10 strip-
pPing—-film beschichtet., Nach einer Expositionszeit von 2 - 6
Wochen im Kiihlschrank wurden die Autoradiographien nach Her-
stellerangaben entwickelt und mit Mayer’'s Himalaun sowie

teilweise mit alkoholischem Eosin gefdrbt (Fis71).




2.7 Histomorphometrische Methoden

In die Histologie und Histopathologie des Knochengewebes
fanden schon friih Methoden zur quantitativen Erfassung der

Knochenstruktur und, durch Einfiihrung geeigneter Vitalmar-

kierungen, auch zur Bestimmung des Knochenumsatzes Eingang
(Lit. bei Rev83, Rec83, Jee84). Grundsdtzlich gibt es drei
Ansdtze zZur morphometrischen Bestimmung stereoclogischer

Knochenparameter; dies sind:

1. Punkt wund Schnittpunktzdhlverfahren mit Okularnetzen
(Sche69, Mer70)

2. semiautomatische Morphometrie mittels meist rechnerge-
stitzten Digitalisiereinrichtungen (Dun8O0, Man81,
Mal82, Cle85) und

3. vollautomatische Verfahren zur Erfassung der Knochen-
struktur (Pol81, Son80, GreS81).

In dieser Arbeit fand die semiautomatische Morphometrie,

teilweise in Kombination wmit der Verwendung von Okular-

gittern, Anwendung.

2.7.1 Apparative Ausstattung

Zentrales Geridt bei der halbautomatischen Morphometrie ist
die Digitalisiereinrichtung. Mit ihrer Hilfe lassen sich
Streckenlidngen und Flidchen jeder Gestalt durch Nachzeichnen
oder Umfahren messen. Der bei uns angewandte Digitalisierer
MOP digiplan 1 (Kontron, Miinchen) entstammt der ersten Gene-

ration dieser Geridte und besteht aus drei Teilen: dem Digi-

talisiertablett, dem Cursor oder Auswertstift und der
Zentraleinheit, der die Steuerung vorgenannter Bestandteile
obliegt. Er arbeitet nach dem Magnetostriktions-Prinzip. Ein

im Digitalisiertablett befindliches Netzwerk aus vormagne-
tisierten Stahldrdhten wird mit magnetostriktiven Impulsen
durchsendet, die von einem Empfinger im Cursor oder Auswert-
stift aufgenommen werden. In der Steuereinheit werden dann
iber eine Kurzzeitmessung bei bekannter Laufgeschwindigkeit

der Impulse die Koordinaten der abgefahrenen Mefpunkte fest-
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gestellt (Aufldsung O,1mm) und weiter in Strecken und
FldchenmaBe umgerechnet (Kon79).

Un eine vielseitige Anwendung des Digitalisierers zu gewdhr-
leisten, wurde von uns ein Arbeitsplatz konzipiert, der ver-
schiedene Moglichkeiten seines Einsatzes in sich vereint (Pol
85, Abb. 1). Die Anordnung erlaubt einerseits seine Benutzung
an einem Orthoplan-Mikroskop (Leitz, Wetzlar) mit Zeichen-
einrichtung, wobei ein Bild des Cursors mit Leuchtdiode auf
dem Digitalisiertablett iiber das mikroskopische Bild proji-
ziert wird. Andererseits kann mittels eines Projektions-
mikroskopes iiber zwei Umlenkspiegel ein mikroskopisches Bild
auf das mit weifBem Papier belegte Tablett projiziert werden.
Hierbei bedient man sich zur Auswertung verschiedener Struk-
turen am besten des Auswertstiftes. Die Auswertung von Zeich-
nungen und fotografischen Reproduktionen kann an diesem
Arbeitsplatz ebenso unbehindert durchgefiihrt werden.

Zur weiteren Verarbeitung der von ihm gelieferten Datenfiille
ist der Digitalisierer direkt an einen Dec PDP11/34 Mini-
computer adaptiert. Insbesondere die Einfihrung von MafBstab-
faktoren, sowie die Berechnung gewlinschter Parameter lassen
sich, neben der Datenerfassung, durch den Rechner mittels
Fortran77 Programmen bewerkstelligen (Beispiel im Methodi-
schen Anhang)

Detaillierte Ausfiilhrungen zu den morphometrisch bestimmten

GroBen geben die nidchsten Abschnitte.

2.7.2 Messungen an Fluoreszenzpridparaten

Diese Messungen wurden mit einem Leitz Orthoplan-Mikroskop
mit Ploemopak Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung, 100 VWatt
Gleichstrom Quecksilberhochstdrucklampe und Zeicheneinrich-
tung durchgefiihrt. Die beste Fluoreszenzausbeute wurde mit
den Leitz Fluoreszenzfilterblockchen I2 und H2 erzielt. Bei
Anwendung des Blockchens I2 erhdlt man eine selektive Griin-
fluoreszenz des in die Knochensubstanz eingebauten Calcein,
das Filterblockchen H2 erzeugt zusidtzlich eine leichte Neben-

fluoreszenz des Knochenmarkes.




2.7.2.1 Messung der Wachstumsrate des distalen Femur

Die Bestimmung der Wachstumsrate an der Epiphysenfuge des
distalen Femur wurde, wegen der besseren Fluoreszenzausbeute
bei geringer Vergroferung, an angeschnittenen Bldckchen
durchgefiihrt. Als geeignet wurden die Objektive P12.5 und
PlApo4 sowie die Okulare GW6.3x und GW10x eingesetzt. Der
MafBstabfaktor flir die Messung mit dem Digitalisierer wurde
Jeweils durch Eichung anhand eines Objekttrdgermikrometers
ermittelt.

Durch die zweifache Fluoreszenzmarkierung der Tiere in zeit-—
lich definiertem Abstand (s. Methodischer Anhang) entstanden
unterhalb der Knorpelfuge zwei fluoreszierende Bander (Abb.
2). In manchen F#llen waren diese Binder zweigeteilt, so daf
der Eindruck einer vierfachen Markierung entstand. Der Ab-
stand der Bander (im Falle einer Zweiteilung der fugennahen
Teilbinder) wurde an mindestens zehn Hquidistanten Punkten
als kiirzeste Strecke gemessen (Abb. 2). Mindestens zwei
solche an verschiedenen Tagen durchgefiihrte Messungen eines
Prédparates wurden zu einem gemeinsamen Mittelwert zusammen-
gefaft und als geschidtzte Wachstumsrate angenommen. Die
Wachstumsrate in um pro Tag wurde durch Anwendung der
entsprechenden Magstabfaktoren und Markierungsintervalle

berechnet.

2.7.2.2 Bestimmung der Knochenmineralisationsrate

Wird an einem Knochenbdlkchen kontinuierlich wihrend des
gesamten Markierungszeitraumes Knochensubstanz angebaut und
mineralisiert, so entsteht an dieser Stelle bei jeder Gabe
eines Fluoreszenzfarbstoffes, der sich bei der Mineralisation
einlagert, eine Fluoreszenzlinie. In dieser Arbeit wurde die
Methode der zweimaligen Farbstoffgabe in zeitlichem Abstand
angewandt. Ist obige Bedingung erfiillt, ergibt sich eine
Doppelmarkierung.

Der Abstand dieser beiden Linien entspricht somit der Minera-

lisationsrate und wurde mit dem Objektiv Fluoreszenz 10x Oel
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und dem Okular GW10x an 5 um dicken ungefédrbten Schnitten
ohne Oelimmersion in verschiedenen Knochenteilen ermittelt.
An mehreren doppelt markierten Stellen wurde in &quidi-
stanten Abstidnden jeweils die kiirzeste Entfernung (Senkrechte
zur Tangente der Oberfldche) der beiden Linien bestimmt,
wobei pro Pridparat mindestens 30 MefBwerte ermittelt wurden
(Kra82, Kra85). Die Schidtzung der Mineralisationsrate (MR)
erfolgte in gleicher Weise wie die der Wachstumsrate des
distalen Femur (s. 2.7.2.1). Die erhaltenen Werte in um pro
Tag wurden zur Bestimmung der Knochenbildungsrate (s.Abschn.
2.7.2.3) in mm pro Jahr umgerechnet (Faktor(365/1000)x0,74)
(Kim82).

2.7.2.3 Knochenmorphometrie und Stoffwechselschidtzung

Zur Charakterisierung bestimﬁter Verdnderungen der Struktur
und Zusammensetzung des Knochengewebes bediente man sich zu-
ndchst der statischen Morphometrie, d.h. der Beschreibung des
Zustandes einer Knochenprobe zur Zeit ihrer Entnahme.

Drei durch Methoden der statischen Morphometrie beschreibbare

Parameter fanden Eingang in diese Arbeit:

1. das Verh#dltnis der mit Knochen belegten Fldche zur
gesamten ausgemessenen Fldche des Préparates, welches
proportional dem Verhdltnis des Knochengewebsvolumens
zum gesamten Knochenvolumen ist wund deshalb Volumen-
dichte (V) genannt wird
VZ = mit Knochen bedeckte Fldche/gesamte ausgemessene
Fl&che (mm2/mm2 oder % =(mm2/mm2)x100)

2. das Verhidltnis des Umfanges der Knochenstruktur zu der
ausgemessenen Gesamtflidche (innere Oberfl&che)

Oi = Umfang der Trabekel/ausgemessene Gesamtfiche
(mm/mmz)

3. das Verh#dltnis des Umfanges der Knochenstruktur 2zu
ihrer Fl&che, welches Veridnderungen in der Geometrie
der Trabekelstruktur anzeigt
Osp = Umfang der Trabekel/mit Knochen bedeckte Fl&che
(mm/mm2).




Letzterer Parameter kann durch Multiplikation mit stereolo-
gischen Korrekturfaktoren 1in das Oberfléchen-Volumen-Ver-
hdltnis (S/V ratio) umgerechnet werden. Diese Faktoren hidngen
von der Dicke der ausgewerteten Schnitte ab (Par83) und
werden von verschiedenen Autoren unterschiedlich Dbewertet
(Fro81). In der Regel wird eine Multiplikation mit 4/m vorge-
schlagen. Aufgrund der anhaltenden Diskussion wird in dieser
Arbeit von der Verwendung eines stereologischen Korrektur-

faktors abgesehen.

Die Moglichkeit der Einfiihrung eines Zeitfaktors durch die
Fluoreszenzmarkierung des Knochengewebes fiihrte zur dynami-
schen Histomorphometrie und Schiatzung des Knochenstoff-
wechsels, insbesondere des Knochenanbaues. In dieser Arbeit
wurden, neben der Messung des Umfangs und der Fliche der
spongiosen Knochenstruktur, auch deren verschieden fluores-
zenzmarkierte Anteile bestimmt (s.u.). Aus den Rohdaten der
statischen und dynamischen GrdBen lieflen sich dann unter
Einbeziehung des Wertes der Mineralisationsrate folgende

weiteren Parameter berechnen:

DO% = Anteil des doppelmarkierten Unfanges/Gesamtumfang

des Knochens

SI% = Anteil des einzelmarkierten Umfanges/Gesamtumfang

des Knochens

DI%Z = Anteil des unbestimmt markierten Umfanges/Gesamtum-

fang des Knochens

KL%Z = Anteil markierter Resorptionslakunen/Gesamtumfang des

Knochens.

Die Knochenbildungsrate (KBR) nach Kimmel (Kim82) wurde als

Schidtzwert des Knochenstoffwechsels berechnet:

DO% x DI% S1% x DI% SI1%
KBR = + + DO% + — x MR x Osp

DO% + SI% DO% + SI1X% 2




Die Bestimmung der oben beschriebenen Parameter erfolgte in
definierten Bereichen von Femurepiphysen und dritten oder
vierten Lendenwirbelkorpern. Sie wurden an ungef&drbten 5 pum
dicken Mikrotomschnitten durchgefiihrt, wobei zur Untersuchung
von Knochenfldche und -umfang im Durchlicht-Hellfeld gearbei-
tet wurde. Es wurde ein "Scanning"-Verfahren angewandt, bei
dem mit Hilfe eines Kreuztisches und eines Leitz Universal-
Ziahlokulares (Best. Nr. 2519312) Reihen von Meffeldern fiiber
die Knochenschnitte gelegt werden konnten. Die Flidche des
MepBfeldes wurde mittels eines Objekttrdgermikrometers
ermittelt und betrug bei der Verwendung des Objektives
Fluoreszenz10x Oel 0,165 mmz.

In der distalen Femurepiphyse wurden zwei Reihen solcher
MeBfelder quer zur Lidngsachse des Knochens iiber den beiden
hochsten Punkten der sinusformigen, sich distal an die
Knorpelfuge anschlieBenden Knochenplatte ausgewertet, wobei
die die Epiphyse umschliefBende kompakte Knochenschicht nicht
beriicksichtigt, sondern nur der mit trabekuldrem Knochen
gefiillte Innenraum vermessen wurde (Abb. 3).

Der Wirbelkorper wurde anhand von zwei bzw. drei solcher
MeBfeldreihen, parallel zum Wirbelkanal, von Metaphyse zu
Metaphyse charakterisiert, wobei der kleine, knorpelfugennahe
Bereich der primidren Spongiosa aufgrund der komplexen Struk-
tur seiner Markierung ausgeklammert wurde (Abb. 3).

Die mittlere ausgewertete Fliche pro Prdparat betrug fiir die
distale Femurepiphyse 3,94 mm2, fir den Wirbelkorper des
dritten Lendenwirbels mit zwei MeBfeldreihen 5,05 mm2 und
beim vierten Lendenwirbelkdorper mit drei MeBfeldreihen 6,76
mm2.

Die bildanalytische Auswertung der einzelnen MeBfelder folgte
einem durch das Rechnerprogramm bestimmten Duktus. In jedem
Feld wurden, in der Reihenfolge ihrer Bestimmung, durch Nach-

Zzeichnen oder Umfahren der Knochenstruktur folgende Basis-

daten erhoben:




- gesamter Umfang der Knochenstruktur im Feld

- Umfang mit Doppelmarkierung

- Umfang mit Einzelmarkierung

- Umfang mit unbestimmter Markierung

- Umfang mit markierten Resorptionslakunen

- Gesamtflidche des Knochenanteils im Meffeld

Aus diesen grundsidtzlichen Merkmalen berechnete das Programm,
nach Beendigung der Messung, die vorne aufgefiihrten Para-

meter.

2.7.3 Messungen an Epiphysenfugen

Die Messungen an der Epiphysenknorpelfuge wurden in #Zhnlicher
Weise wie die Schitzung der Wachstumsrate, durch Strecken-
messung mit dem Digitalisierer bewerkstelligt. Eichung und
Berechnung der MafBstabfaktoren fiir die entsprechenden Ver-
groferungen wurden mit einem Objekttrdgermikrometer vorge-

nommen.

2.7.3.1 Bestimmung der Knorpelfugenbreite am distalen

Femur

Das Ladngenwachstum des Femur geht bei der Ratte zum grofBten
Teil aus der distalen Epiphysenfuge hervor. Weitere Knorpel-
fugen von geringerer Bedeutung befinden sich in Trochanter
major und im Femurkopf. Struktur und Dicke der Fugen sind
mafgebend fiir ihre Funktion beim Wachstum des Knochens. Ein-
flisse von in Meta- und Epiphyse abgelagerten Radionukliden
konnen sich hierin bemerkbar machen. Messungen der Dicke der
Knorpelfuge wurden an mit Giemsaldsung gefdrbten Schnitten
durchgefiihrt. Die Knorpelgrundsubstanz stellt sich mit dieser
Farbung kontrastreich metachromatisch dunkel-violett dar.

Zundchst wurde mit einem Projektionsmikroskop gearbeitet,
dessen Strahlengang iiber zwei Unlenkspiegel auf das Tablett
des Digitalisierers gebracht wurde. Die notwendigerweise hohe

Lichtleistung dieser Einrichtung =zog die Pridparate jedoch




stark in Mitleidenschaft. Deshalb wurde dazu iibergegangen,die
Untersuchungen am Orthoplan-Mikroskop mit Zeicheneinrichtung
fortzusetzen. Eine geeignete VergrofBerung ergab die Kombina-
tion des Objektives PlanApo4x mit dem Okular GW10x.

Es wurden iber die gesamte Linge der Fuge etwa 25 Messungen
durchgefiihrt, indem in Hquidistanten Abstdnden die kiirzesten
Strecken von der Keimschicht der Fuge bishin zum Rand des
Blasenknorpels ermittelt wurden (Abb. 2). Aus diesen Werten
wurde ein arithmetischer Mittelwert gebildet, dessen
Standardfehler in der Regel unter 5% lag. Aus mindestens zwei
solcher, an verschiedenen Tagen bestimmter Mittelwerte, wurde
wiederum ein gemeinsamer Mittelwert als Schitzwert der Fugen-
dicke gebildet, dessen mittlere Standardabweichung nur um 3%

betrug.

2.7.3.2 Messung der Hohe von Blasenknorpelzellen

Als weiterer Parameter der enchondralen Knochenbildung wurde
die Hohe von 25 endstidndigen intakten Zellen des hypertro-
phischen Blasenknorpels gemessen (Uen85). Hierbei kam das
Objektiv PlanApo40x mit dem Okular GW10x zum Einsatz. Die
Knorpelzellproduktionsrate konnte mittels der fluoreszenz-
mikroskopisch bestimmten Wachstumsrate berechnet werden:

Knorpelzellproduktionsrate = Wachstumsrate/Knorpelzellhohe

2.7.4 Messungen des Abstandes des Aktivitdts— sowie des
Knochenquerbandes in der Metaphyse des distalen

Femur

Die Bestimmung der Abstdnde von Aktivitdts— und Knochenquer-
band von der Epiphyse wurden an exponierten Autoradiographie-
folien und an mit Alizarinrot gefidrbten Knochenschnitten, mit
dem Objektiv Planlx und dem Okular GW6,5x durchgefiihrt. Die
Methodik folgte den Prinzipien, die schon fiir die Knorpel-
fugenbreite- bzw. die Lingenwachstumsmessungen beschrieben

wurden. Es wurde der Abstand der distalen Begrenzung des




heiffen Bandes zur deutlichen Markierungslinie in der Epiphyse
und der unteren Begrenzung des Knochenbandes zum Grenzbereich

Knorpelfuge-Epiphysenplatte bestimmt.

2.7.5 Zellzihlung in der Metaphyse des distalen Femur

Effekte ionisierender Strahlung variieren von Gewebe zu Gewe-
be und von Zellart zu Zellart. Deshalb konnen Veridnderungen
der Zahl verschiedener Zellarten innerhalb eines Gewebes Auf-
schluB i{iber die Strahlensensibilitdt dieser Zellarten und
iber die Reaktionslage des Gewebes geben (Pom74, Kim80).

In der schaftwdrtigen Metaphyse des distalen Femur wurde eine
Reihe von MepBfeldern quer zur Lingsachse des Knochens nach
verschiedenen Knochenzellarten ausgewertet (Abb. 4). Die Ent-
fernung der Meffeldreihe zur tiefsten Stelle der Epiphysen-
fuge betrug 1.56 mm und wurde mit Hilfe des MeBokulars
eingestellt. Die Auszdhlung der Zellen erfolgte mit dem
Objektiv PlanApo25x und dem Okular GW10x. Folgende Zellarten

wurden in nach Giemsa gefidrbten Schnitten differenziert und

gezdhl t:
Osteozyten sind in mineralisierte Knochensubstanz oder
Osteoid eingebettete Zellen. Ihr histologisches Aussehen

dndert sich vom jugendlichen osteoblastenihnlichen Osteozyten
mit groBem aufgelockertem Kern, viel Zytoplasma und noch
deutlichem Golgiapparat hin zur &lteren Zelle mit dichterer
Kernstruktur und schmalem Zytoplasmasaum, von dem Forts#tze
in die Knochenkandlchen (Canaliculi) ausstrahlen.
Osteoblasten sind an der Knochenoberfldche liegende Zellen
mit ovalem hellem Kern, der hiufig ein deutliches Kernkor-
perchen enth#dlt, und einem groBen violettem Zytoplasmaleib
mit gut sichtbarem aufgehelltem Golgikomplex. Bei nachlas-
sender Syntheseleistung verlieren sie ihre kubische Form und
liegen nur noch flach auf der Knochenoberfliéche. In der Regel
bilden sie in wachsenden Knochenbereichen epitheldhnliche
Verbidnde.

Osteoklasten sind Riesenzellen mit in der Regel mehreren,

teilweise gelappten Kernen und hellem, h#ufig vakuolisiertem




Zytoplasma. Sie liegen in Resorptionslakunen an der Knochen-
oberfldche. Auch wenn nur ein Kern im Schnitt sichtbar wird,
ist durch Grofe und Lage der Zelle fiir den gelibten Betrachter

eine Differenzierung moglich.

Mesenchymzellen sind Vorldufer der osteoblastischen Linie
(osteoprogenitor cells, Vau81), deren Gestalt, ein dominie-
render l&@ngsovaler Kern in einem schmalen, oft spindelfor-
migen Zytoplasmasaum, sehr der von Endothel- oder Stroma-

Zellen dhnelt, welche als ihre Vorfahren angesehen werden.
Sie sind in der primdren Spongiosa hdufig zwischen einspros-
senden Kapillaren und mit Osteoblasten bedeckten Trabekeln
angeordnet. Im dlteren Knochen finden sie sich im Anschluf an
die direkt der Oberflidche aufliegenden Knochenzellen oder in
unmittelbarer N#Zhe der Knochenoberfldche selbst (lining
cells).

Die ZZhlung dieser Zellart rechnete auch Kapillarendothelien,
die in engem Kontakt zum Knochen lagen, mit hinzu.

Bei der Auswerung der Knochenzellpopulation war weiterhin zu
beriicksichtigen, daB nicht die gesamte Knochenoberflidche mit
sichtbaren Knochenzellen bedeckt ist. Insbesondere bei dlte-
ren Tieren scheinen hidufig auch Zellen des Knochenmarkes an

die Knochenoberfldche zu grenzen.

2.8 Versuchsbeschreibungen

2.8.1 Radionuklide und Fluoreszenzfarbstoffe

Das eingesetzte Nuklid 239Pu wurde von der Firma Amersham,
GroBbritannien als Nitrat bezogen. Die Herstellung der Stamm-
und Injektionslosungen fiihrte Herr Prof. V. Veolf durch. Die
Tiere erhielten 239P1utonium—2itrat in einprozentiger
Natriumzitratldsung intramuskuldr appliziert. Die Injektionen
wurden den Ratten unter Athernarkose in die Oberschenkel-
muskulatur verabreicht. Die Menge des Injektums variierte
zwischen 0,1 und 0,22 ml. Die Zitratlosung des Nuklids wurde

am Tag vor dem Injektionstermin hergestellt und kurz vor der

Verabreichung durch einen Millipore Filter mit der Porengrofe




0,025 pm filtriert, um kolloidale Nuklidaggregationen in der
Losung auszuschliefen.

Zur Vitalmarkierung des Knochens wurde Calcein (Fluka, Best.
Nr. 21030) in der Dosierung von 25 mg pro kg Kdrpergewicht
(KG) angewandt. Die Herstellung der subkutan unter die Rik-
kenhaut verabreichten 1,5 und 3 prozentigen Injektionslo-
sungen fiir die jugendlichen bzw. jung-erwachsenen Tiere,
sowie die zeitliche Abfolge der Markierung sind dem Metho-
dischen Anhang 2zu entnehmen (Son80, Rah80, Jee85). In den
Versuchen mit jung-erwachsenen Ratten wurde teilweise eine
Behandlung mit Oxytetracyclin (TerramycinR, Pfizer) durch-
gefihrt um eine mehrfarbige Markierung zu erhalten. Dazu

wurden 30 mg/kgKG des Priaparates subkutan gespritzt.

2.8.2 Versuche mit jugendlichen Ratten

Sechzig junge Ratten mit einem mittleren Korpergewicht von
117 Gramm wurden in vier Gruppen verteilt. Zwanzig Tiere er-
hielten eine Aktivitdt von 111kBq (3pCi)/kgKG 23gPu—-Zitrat
verabreicht. Sechzehn Tieren wurde in wdchentlichen Abstédnden
dreimal 37kBq (1pCi)/kgKG des Nuklides 1injiziert. Davon
wurden vier Tiere ab der vierten Woche nach Beginn der Injek-
tionen mit 1O~3 molarer Zn-DTPA Losung als Trinkwasserersatz
behandelt. Die restlichen Tiere wurden als unbehandelte
inaktive Kontrollen gehalten.

Sektionen der 1 x 111kBq Gruppe und der inaktiven Kontroll-
tiere wurden 1, 2, 4, 8 und 16 Wochen nach der Injektion
durchgefiihrt. Aus der dreimal mit 37kBq behandelten Gruppe
ohne Dekorporationstherapie wurden Tiere 4, 8, und 16 Wochen
nach der ersten Injektion getotet. Die Ratten der Therapie-
gruppe wurden sechzehn Wochen nach der ersten Injektion
seziert (s. Schaubilder Abb. 4a).

Allen Tieren wurde zweimal im zeitlichen Abstand kurz vor der
Sektion 25mg/kgKG einer 1,5 prozentigen CalceinlSsung sub-
kutan verabreicht. Die Zeitpunkte der Markierung sind aus dem

Methodischen Anhang zu entnehmen.




2.8.3 Versuche mit jung-erwachsenen Ratten

Sechzig jung-erwachsene Ratten mit einem mittleren Korper-
gewicht von 330 Gramm wurden in fiinf Gruppen verteilt.
Sechzehn dieser Tiere erhielten eine einmalige Injektion von
111kBq (3pCi)/keKG 23%Pu-zitrat.

Sechszehn Tieren wurde in wochentlichem Abstand dreimal 37kBq
(1pCi)/kgKG des Nuklids verabreicht. Vier dieser Tiere wurden
als separate Gruppe einer Dekorporationstherapie mit 10_3 mo-
larer Losung von Zn-DTPA als Trinkwasserersatz unterzogen.
Zwolf Tiere wurden mit einer Einzelgabe von 222kBq
(6uCi)/kgKG behandelt und die restlichen Tiere dienten als
inaktive Kontrollen (Kontrolle 1). Zwei, vier, acht und
sechzehn Wochen nach Radionuklidgabe wurden Tiergruppen
seziert (s. Schema Abb. 4a).

In diesem Versuch wurde zur Vitalmarkierung des Knochens
zundchst 25 mg/kgKG Calcein in 3 prozentiger Losung und als
zweiter Marker, mit Ausnahme des letzten Zeitpunkts, kurz vor
der Sektion TerramycinR 30 mg/kgKG verabfolgt (Methodischer
Anhang).

Vierundzwanzig weitere jung-erwachsene Ratten wurden in zwei
Gruppen verteilt, wovon zwolf Tiere eine einmalige intra-
muskulédre Gabe von 37kBq (1uCi)/kgKg 239Plutonium-—Zitrat
erhielten und zwolf Tiere als inaktive Kontrollen unbehandelt
blieben (Kontrolle2). Sektionen erfolgten hierbei 2, 4 und 8
Wochen post injectionem.

Auch diese Tiere wurden einer zweimaligen Fluorezenzmar-
kierung aber ausschlieflich mit 25 mg/kgKG Calcein in drei-

prozentiger Losung unterzogen (Methodischer Anhang).

2.9 Statistik und Darstellung der Ergebnisse

Als grundsidtzliches statistisches Verfahren wurde die Berech-

nung arithmetischer Mittelwerte und deren Standardabweichung
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(SD) bzw. Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angewandt.
Zur Priifung statistischer Unterschiede wurde der zweiseitige
t-Test herangezogen (Sac68). Die Berechnung linearer Regres-

sionen erfolgte mit einem dafiir vorhandenen Computerprogramm.

In graphischen Darstellungen wurde aus Griinden der besseren
Ubersicht in der Regel auf die Einbringung von Fehlerbalken
verzichtet, da die entsprechenden Daten aus zugehOrigen
Tabellen entnommen werden konnen.

Die Abbildungen der Knochenstruktur und der makroskopischen
Autoradiographie wurden durch direkte photographische Ver-
groferung von mit Alizarinrot gefdrbten Schnitten bzw. der
Autoradiographiefolien erzeugt. Es werden stets, auch bei den

histologischen Aufnahmen, die EndvergroBerungen angegeben.




3. Ergebnisse

3.1 Nuklidverteilung

Skelett und Leber sind die beiden Zielorgane von 239P1u—

tonium, so dafB hinsichtlich der Nuklidverteilung diesen bei-
den Organen die Hauptaufmerksamkeit geschenkt wurde. Dabei
dienten die Leberretentionswerte vor allem dazu, Aussagen
iber die Loslichkeit des Nuklides beziehungsweise die Stabi-
litdt der Losung zu machen, widhrend das eigentliche Interesse

der Verteilung im Knochen galt.

3.1.1 Retention in Leber und Nieren

Die Nuklidgehalte von Leber und Nieren sind der Tabelle 2 zu
entnehmen. Die Aktivitdt in der Leber nahm in allen Versuchen
rasch ab, so daB sich nach 112 Tagen nur noch weniger als 2%
der injizierten Dosis in ihr befanden. Die Nieren enthielten
liber den Versuchszeitraum zwischen 0,5 und 0,3% der gespritz-
ten Nuklidmenge.

Diese Werte verdeutlichen die optimale Loslichkeit des Pluto-
nium-Zitrat-Komplexes aus dem intramuskulidren Depot, sowie
seine gute Stabilitdt im physiologischen Milieu ohne Neigung

zur Kolloidbildung.

3.1.2 Nuklidretention und Strahlenbelastung von Femur und

drittem Lendenwirbelkdrper
3.1.2.1 Nuklidretention

Im rechten Femur bzw. dritten Lendenwirbel (3.LW) fanden sich
im zeitlichen Verlauf 3,5 bis 2,1 bzw. 1,3 bis 0,6 Prozent
der injizierten 239Pu-—Dosis (Abb. 5 und Tab. 3). Im Femur
waren zwei Drittel der Aktivitdt in seiner distalen Hilfte
lokalisiert. Bei den jung-erwachsenen Tieren war die Reten-

tion aller Dosisgruppen in beiden Knochen iiber den gesamten
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Versuchszeitraum im Mittel um 20% hoher als bei den jungen
Tieren. Eine Ausnahme bildeten die 3 x 37kBq Dosisgruppen am
28. Tag nach der Inkorporation, hier entsprachen sich die
Retentionswerte.

Es ergaben sich zwischen den beiden Versuchen mit Hlteren
Tieren keine Retentionsunterschiede in den einzelnen Dosis-
gruppen. Im Vergleich der mit 3 x 37kBq/kg gegen die mit
einer Einzeldosis behandelten Tiere der gleichen Altersstufe
war die Retention in den Wirbeln der mehrfach injizierten
Tiere bei den jugendlichen initial, bei den #lteren iiber den
Versuchszeitraum hinweg hoher (Tab. 2).

Durch eine zwei Wochen nach der letzten Injektion begonnene
Dekorporationstherapie mit oraler Gabe von Zn-DTPA Losung
konnte bei den mit 3 x 37kBq belasteten jungen Tieren eine
Verringerung der Retention im Femur auf 71,3%, im 3.LW sogar
auf 61,8% der nichtbehandelten Gruppen erreicht werden. Die
Abnahme des Nuklidgehaltes im Femur einer in Dosis und
Therapie vergleichbaren Gruppe jung-erwachsener Tiere auf
78,8% der zugehdrigen unbehandelten Ratten war noch ver-
gleichbar mit der von jugendlichen Tieren. Im 3.LW sank die

Retention jedoch nur auf 92,3% (Tab. 7).

3.1.2.2 Nuklidkonzentration

Die Nuklidkonzentration geht als mafgeblicher Faktor bei der
Berechnung der Strahlenbelastung ein (s. Abschn. 3.1.2.3).
Trotz der hoheren Retentionswerte der jung—-erwachsenen Ratten
war die Konzentration des 239Plutonium im Femur der jingeren
Tiere =zu den frilhen Sektionszeitpunkten wesentlich hodher,
glich sich aber im zeitlichen Verlauf durch eine schnellere
Abnahme derjenigen der dlteren Tiere an (Abb. 5).

In den dritten Lendenwirbeln divergierten die initial &hnli-
chen Werte der Nuklidkonzentration gegen Ende des Versuchs-
zeitraumens stark (Abb. 5).

Die beiden Versuche mit jung-erwachsenen Tieren waren hin-
sichtlich der Konzentration des Strahlers in beiden vorge-

nannten Knochen identisch (Tab. 4).




Die Wirkung der Dekorporationstherapie mit Zn-DTPA 1#dB8t sich
Tabelle 7 entnehmen. Bei den jungen Tieren nahm die Konzen-
tration im Vergleich zur Retention etwas weniger, bei den
dlteren Tieren etwas stdrker ab.

Oben beschriebenes Verhalten dieses Parameters ist eng mit
der Gewichtsentwicklung der unterschiedlichen Knochen ver-

kniipft (L&n87).

3.1.2.3 Strahlenbelastung von Femur und drittem

Lendenwirbel

Die Werte der Dosisleistung in den verschiedenen Knochen und
Dosisgruppen, 2zu den einzelnen Sektionszeitpunkten lassen
sich Tabelle 5 entnehmen. Trotz der Verabreichung gleicher
Aktivitdtsdosen pro kg Korpergewicht war die Dosisleistung
bei den mit 1 x 111kBq/kg behandelten Hlteren Tieren im
Mittel um das 2,5 bis 3fache (Femur bzw. Wirbel) hoher als
bei den vergleichbaren Gruppen der jiingeren, widhrend die
Dosisleistungskurve der mit 1x37kBq/kg behandelten jung-
erwachsenen Tiere derjenigen der 1 x 111kBq/kg Gruppe
Jugendlicher nahekam (Abb. 6). Ahnliches gilt fiir die mehr-
fach injizierten Tiergruppen. Aus diesem Grund war die
kumulative Strahlendosis der mit gleicher Aktivitdt pro
Korpergewicht behandelten Hlteren Tiere um ein Mehrfaches
hoher als bei den jungen, bzw. glichen sich die kumulativen
Dosen der 1 x 111kBq jugendlichen und der 1 x 37kBq jung-
erwachsenen.

So betrugen die kumulativen Strahlendosen im Femur am Ende
des Versuchszeitraumes in der 1 x 111kBq Gruppe der jungen
Tiere bzw. der 1 x 37kBq Gruppe der Hlteren Tiere um 3 Gy, in
der 1 x 111kBq Gruppe der #dlteren Tiere um 7 Gy sowie bei der
1 x 222kBq Gruppe der #Hlteren sogar um 15 Gy.

Die Unterschiede in der durchschnittlichen Strahlenbelastung

von Femur und drittem Lendenwirbel waren gering (Tab. 6).




3.2 Korpergewichtsentwicklung

Obwohl im Versuch mit jungen Ratten die Zuordnung der Tiere
zu den verschiedenen Experimentalgruppen durch zufdllige Aus-
wahl vorgenommen wurde, waren die Mittelwerte des Korperge—
wichtes verschiedener Gruppen zu Beginn des Versuches
unterschiedlich. Das Ausgangsgewicht der mit 1x111kBq (3uCi)
/kgKg behandelten Tiere lag signifikant niedriger als bei den
anderen Tiergruppen. Das mittlere Gewicht aller Tiere zu
Beginn dieses Versuches war 117+7g, wobei die oben genannte
Gruppe nur 11246g erreichte, widhrend die Tiere der inaktiven
Kontrollgruppe 119+7g wogen. Mit fortschreitender Gewichts-
zunahme vergrofBerte sich die Standardabweichung auf bis zu
10% des mittleren Gewichtes, so daf die anfdnglich statisti-
sche Signifikanz der Gewichtsunterschiede nicht mehr nach-

weisbar war.

In den Versuchen mit jung-erwachsenen Ratten beliefen sich
die mittleren Ausgangsgewichte der Tiere auf 328+10g bezie-
hungsweise 332+10g und die Unterschiede zwischen den ein-
Zelnen aktiven und inaktiven Experimentalgruppen waren

gering.

Die jung-erwachsenen Tiere zeigten keine Beeinflussung ihrer
Gewichtszunahme durch die Behandlung mit 239Plutonium.

Im Versuch mit den jugendlichen Tieren waren die Mittelwerte
des Korpergewichtes der mit 1x111kBq (3pCi)/kg KG behandelten
Tiere immer geringer, diejenigen der mit 3x37kBq (1uCi)/kg Kg
behandelten Tiere immer hoher als bei den inaktiven Kontroll-
tieren. Die iibrigen Gruppen lagen um die Werte der Kontrol-
len.

Anhand der Gewichtskurven der Kontrolltiere aller drei Versu-
che, die eine erstaunliche Kongruenz aufwiesen, lieB sich der
Altersunterschied der jungen 2zu den jung-erwachsenen Ratten
auf etwa 4 Wochen schitzen. Bei Versuchsbeginn betrug das
Alter der jungen Ratten nach Angaben des Zulieferers um fiinf

Wochen und somit das der #Hlteren Tiere um neun Wochen (s.

Abb. 7 ; Sektionsgewichte s. Tabellen 8 und 9).




3.3 Blutuntersuchung

Neben der allgemeinen Beobachtung der Tiere und der Korperge-
wichtsentwicklung wurden als weitere Parameter des klinischen
Gesundheitszustandes die Zahl der roten und weifBen Blutzel-
len sowie als Indikator des Knochenzustandes das Enzym Alka-

lische Phosphatase im Blutplasma bestimmt.

3.3.1 Zahl der Erythrozyten

Die Altersentwicklung der Erythrozytenzahl von Kontrolltieren
aus verschiedenen Versuchen ist in Abb. 8 dargestellt. Die
mittels automatischer Zihlung gewonnenen Daten schwanken zwi-
schen 5,3 und und 2,8 x 106 roten Blutzellen/ul.

Bei den jugendlichen Tieren lieB sich 4 Wochen nach Inkorpo-
ration von 239Plutonium ein leichtes Absinken der Erythrozy-
tenzahl beobachten. Zu spidteren Zeitpunkten glichen sich die
Werte wieder denjenigen der Kontrolltiere an. Am letzten
Sektionszeitpunkt war eine signifikante Erhohung der Erythro-
zytenzahl der mit Zn-DTPA behandelten Tiere festzustellen
(Tab. 8). |

Bei den #dlteren Tieren fanden sich signifikante Verringerun-
gen der Zahl der roten Blutzellen nach 2 Wochen in der mit
1x111kBq (3 pCi) und nach 4 Wochen in der mit 1x222kBq (6
1nCi) behandelten Gruppe, die zu spidteren Zeitpunkten wieder
verschwunden waren. Diese Tendenz deutete sich auch bei den
1x37kBq (1 pCi) behandelten Tieren an. Korrespondierend zu
den verminderten Erythrozytenzahlen war auch die Himoglobin-
konzentration der dlteren Tiere mit Belastungen von 111kBq/kg

und mehr vermindert (Tab. 9).
3:.3.2 Zahl der Leukozyten
Die zejtliche Variation der Leukozytenzahl bei den Kontroll-

tieren ist aus Abb. 8 ersichtlich. Im Alter von 9 Wochen fand

sich ein ausgepridgtes Maximum der weifien Blutzellen, deren
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Zahl dann wieder sukzessive abnahm.

Bei den jugendlichen Tieren war 2 und 4 Wochen nach Inkorpo-
ration eine deutliche Verminderung der Leukozyten feststell-
bar, die bei den mit 1x111kBq/kgKG behandelten Tieren stati-
stische Signifikanz aufwies (Tab. 8).

Bei den jung-erwachsenen Tieren waren die Werte der weifien
Blutzellen selbst in den mit 1x37kBq behandelten Gruppen nach
2, 4 und 8 Wochen gegeniiber den Kontrolltieren stark vermin-
dert. Nach 16 Wochen wies nur noch die mit 1x222kBq belastete
Gruppe einen deutlichen Unterschied auf. Die statistische

Bewertung der Daten 1#8t sich aus Tabelle 9 entnehmen.

3.3.3 Alkalische Phosphatase

Neben ihrer Bedeutung bei Leberfunktionsstorungen, sind Ande-
rungen des Blutplasmaspiegels des Enzymes Alkalische Phospha-
tase filir Aussagen ibeéer Funktion und Aktivitdt von osteo-
Plastischen Prozessen geeignet.

Die drastische altersabhéngige Abnahme der Enzymaktivitdt bei
den Kontrolltieren verschiedener Versuche von Werten iiber 600
U/1 auf unter 130 U/1 ist in Abb. 8 dargestellt.

Durch die Behandlung mit verschiedenen Mengen 239Plutonium
ergaben sich keine gravierenden Verdnderungen der Aktivitdts-
werte. Bei den jugendlichen Tieren war die Enzymaktivitdt am
Ende des Versuchszeitraumes in der 1x111kBq Gruppe im Ver-
gleich mit den inaktiven Kontrolltieren erhdht. Ein #hnlicher
Trend 1lieB sich teilweise auch nach 8 beziehungsweise 16
Wochen Versuchsdauer bei den mit 111 oder mehr kBq/kgKG
behandelten &#dlteren Tieren feststellen. Durch die grofe
Streuung der Individualwerte waren jedoch geringfiigige Ande-
rungen der Enzymaktivitdt durch statistische Methoden nicht

Zu verifizieren.




— 40 —

3.4 Histologie ausgewdhlter Knochenproben

Um eventuelle Gewebsschidden durch die Einwirkung der abge-
lagerten Aktivitidt festzustellen und mittels autoradiographi-
scher Methoden die Grob- und Feinverteilung des Nuklides zu
eruieren, wurden der distale Teil des Femur und der 4. und 5.
Lendenwirbel histologisch weiterverarbeitet. Da vom rechten
Femur und vom 3. Lendenwirbel die Retentionswerte bestimmt
wurden, war somit die Moglichkeit gegeben histologische
Verdnderungen direkt mit der abgelagerten Aktivitdtsmenge zu

korrelieren.

3.4.1 Femur distalis
. , 239 .
3.4.1.1 Makro- und Mikroverteilung von Plutonium

Die mittels Autoradiographie auf Kunststoffolie entschlei-
erte Grobverteilung des Nuklides zeigte vor allem den immen-
sen EinflufB des Lingenwachstums auf den Wandel der Ablagerung
im Knochen. Widhrend die Nuklidverteilung in der Epiphyse
sowohl der jugendlichen als auch der jung-erwachsenen Tiere
makroskopisch keine Veridnderung erfuhr, verdichtete sich in
der initial homogen markierten Metaphyse bei den jugendlichen
Tieren bereits zwei Wochen nach der Injektion, bei den &lte-
ren zwei Wochen spdter, ein Band erhohter Aktivit&t iber der
relativ wenig belasteten Region neugebildeten metaphysidren
Knochens. Die Wachstumsfuge und somit die Epiphyse entfernte
sich zunehmend von diesem "HeifBen Band” (Abb. 9).

Bei den Gruppen mit mehrfacher Verabreichung des Nuklids war
dieser Vorgang weniger ausgepridgt oder =zeitlich verschoben.
Hier fand sich vier Wochen nach Beginn der Behandlung bezie-
hungsweise zwei Wochen nach der letzten Injektion noch eine
homogene Verteilung in der Metaphyse. Bei den jugendlichen
Tieren kam es zu keiner deutlichen Ausbildung eines Aktivi-
tdtsbandes. Im Gegensatz dazu fand sich ein solches nach acht
bzw. sechzehn Wochen bei den jung-erwachsenen (Abb. 10).

Die Abstdnde des Bandes zur Epiphyse sind in Tabelle 10 auf-
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gelistet. Bei den jugendlichen Tieren lag es am Ende des
Versuchszeitraumes etwa 10,8 mm, bei den jung-erwachsenen nur
4,7 mm proximal der Epiphysenplatte. Bei den mehrfach behan-
delten Gruppen war diese Distanz immer geringer als bei mit
vergleichbaren Einzeldosen behandelten Tieren, wobei in den
Jung-erwachsenen die verabreichte Aktivitdtsmenge keinen
deutlichen Einfluf auf den Abstand des "Heifen Bandes" aus-
ibte.

Der Effekt der protrahierten Spdttherapie mit 10_3m01arer
Zn-DTPA Losung als Trinkwasser auf die Nuklidverteilung war
nur bei den jugendlichen Tieren deutlich sichtbar. Hier
stellte man eine Verminderung der Aktivitdt in der Metaphyse
fest, die auch bei den Hlteren Tieren angedeutet war. Weder
die Verteilung in der Epiphyse, noch das heiBe Band bei den
Jung—erwachsenen Ratten zeigten grofe Veridnderungen durch die

Dekorporation (Abb. 11).

Mikroautoradiographische Untersuchungen histologischer
Schnitte mit der "stripping film" Methode lieBen die Fein-

verteilung des Nuklides in Knochen und Knochenmark erkennen.

In der Epiphyse spiegelte sich das Bild des stetigen
Knochenan- und -abbaus auch im Ablagerungsverhalten von
239Plutonium wider. Stellen des Anbaus waren charakterisiert
durch die fortschreitende Begrabung "Heifer Linien” in die
Knochensubstanz, wdhrend in osteoklastischen Bereichen oder
Stellen mit unbestimmten Funktionszustand das Nuklid eher an
der Knochenoberfliéche lag (Abb. 12). Die Geschwindigkeit, mit
welcher an Stellen der Knochenbildung das Nuklid in der Kno-
chensubstanz begraben wurde, war bei jugendlichen deutlich
groBer als bei jung-erwachsenen Ratten (Abb. 13).

Die Mikroverteilung in der Metaphyse war vom Lingenwachstum
des Knochens beherrscht. In der neugebildeten primdren und
spadter daraus entstehenden sekundidren Spongiosa war insbeson-
dere bei den jungen Tieren relativ wenig Aktivitdt auf-
findbar. Diese konzentrierte sich auf die bei der Injektion
vorhandene und durch das Wachstum nach proximal gewanderte

Knochensubstanz und deren Umgebung (s.u.), um dort als



"HeiBes Band" zu persistieren. Die in der distalen Metaphyse
vorzufindende grofBe osteoklastische Aktivitdt lief die Spuren
des Nuklides hauptsdchlich an der Knochenoberflidche er-
scheinen (Abb. 14).

Das Auftreten von Radioaktivitdt im Knochenmark konnte in
zwei Formen gesehen werden. Der Hauptteil war an Aktivitdts-
sterne gebunden, die hdufig in der Nihe von Knochenober-
flachen aber auch frei im Mark liegend gefunden wurden. Ein
kleinerer Teil verteilte sich als einzelne Kernspuren im
gesamten Knochenmark.

Den sternformigen Aktivitidtskonzentrationen lagen in der
Regel amorphe Gebilde =zugrunde, die sich mittels Eisen-
nachweis blau anfdrben lieflen und deshalb im Weiteren als
Hiamosideringranula angesprochen werden sollen (s. auch
Abschn. 3.4.1.2). Bei der Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop
wiesen sie eine rotliche Fluoreszenz auf. Ihre Grofe und Zahl
nahm mit steigender inkorporierter Aktivitdt in den hochbe-
lasteten Gebieten der untersuchten Knochen- und und Knochen-
markteile zu. Solche mit Aktivitidt beladenen Hamosideringra-
nula waren 1im Bereich der Metaphyse auch im periostalen

Bindegewebe linienformig eingelagert (Abb. 15).

3.4.1.2 Histologisch faBbare Verdnderungen

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel beschrieben werden,
beruhen auf einer Zusammenfassung von Erkenntnissen, die
mittels dreier methodischer Komponenten gewonnen wurden:

1) Erfassung der Knochenstruktur durch Alizarinrotfédrbung

2) lichtmikroskopische Histologie und Zytologie

3) Vitalmarkierung des Knochens

In den Abbildungen 16 und 17 ist der zeitliche Verlauf der
Verdnderung der Knochenstruktur dargestellt. Anhand der
Kontrollgruppen lief sich erkennen, daB in der Altersgruppe
zwischen 6 und 25 Wochen qualitativ kein gravierender Wandel
der Trabekulierung in Epi- und Me taphyse stattfand
(s.Abschn.: 3.4.1.5). Bei den jugendlichen Tieren war




deutlich die Verminderung der Knorpelfugenbreite mit zuneh-
mendem Alter zu sehen (s.Abschn.: 3.4.1.3).

Nach Inkorporation verschiedener Mengen 239Plutoniums ergaben
sich Abweichungen in der Knochenstruktur, die je nach Nuklid-
menge und Verabreichungsmodus, Ablagerungsort im Knochen und
Alter der Tiere verschieden waren.

Bei den jugendlichen Tieren aller Dosisgruppen fiel als deut-
lichstes Merkmal eine Verminderung der epiphysealen Trabekel-
masse auf, die, vier Wochen p.incorp. beginnend, gegen Ende
des Versuchszeitraumes deutlich persistierte (s.Abschn.:
3.4.1.5). Auch in der Metaphyse lie8 sich diese Tendenz
erkennen, wobei hier zu frilhen Zeitpunkten (1. und 2. Woche
P. 1incorp.) ihr schaftwdrtiger Teil im Vergleich zu den
Kontrolltieren weniger Knochenbdlkchen zu besitzen schien
(Abb. 16). |

Anders verhielt es sich bei den jung-erwachsenen Ratten, bei
welchen, selbst nach Verabreichung der niedrigsten Nuklid-
menge von 37kBq/kg, grobe Knochenstrukturveranderungen in der
Metaphyse dominierten. Bei obiger Dosis war bis zum letzten
Sektionszei tpunkt dieses Versuches, 8 Wochen mnach der
Injektion, in der Epiphyse noch keine Osteoporose sichtbar.
Diese stellte sich aber nach Verabreichung von 111kBq/kg oder
mehr in Zhnlicher Weise wie bei den jugendlichen Ratten ein.
In der Metaphyse bildete sich in allen Dosisgruppen ein
Knochenband aus miteinander verschmolzenen oder stark ver-—
plumpten Trabekeln quer zur Schaftrichtung, von welchem sich
Knorpelfuge und Epiphyse im Verlauf des Wachstums entfernten
und darunter eine neue metaphysidre Struktur entstehen liefen.
Diese neugebildete Metaphyse unterlag bei den hoher belaste-
ten Tieren einer Rarefikation, so daB sich in diesen Gruppen
16 Wochen nach Inkorporation ein allgemeiner osteoporotischer
Zustand manifestiert hatte (Abb.: 17). Die schaftwdrtig von
der Knochenbriicke befindlichen Trabekel fielen friihzeitig
einer weitgehenden Resorption anheim. Das Ausmaf und Aussehen
dieser metaphysiren Verdnderungen war von der verabreichten
Dosis wund vom Verabreichungsmodus abhidngig. Abbildung 18
zeigt die Zunahme der Schadwirkung auf den Knochen von 37,

111, und 222kBq/kg Einzeldosen vier Wochen nach der Injek-




tion. Weiterhin lassen sich in Abb. 17 die gropBflidchigeren
Zerstorungen der Metaphyse nach dreimaliger Gabe von 37kBq/kg
erkennen, wobei zum 4 Wochen spiteren Sektionszeitpunkt sich
diese Lidsionen auch zu einem persistierenden Knochenband
reduziert hatten. Hierbei fiel auf, daB der Abstand des
Knochenbandes zur Epiphysenplatte bei dieser Gruppe zu jedem
Zeitpunkt wesentlich geringer war als bei den mit Einzeldosen

behandelten Gruppen (s.Tab. 10).

Die histologische Untersuchung zeigte bei den jugendlichen
Tieren nach Inkorporation der verschiedenen Plutoniumdosen
nur leichte Abweichungen im Vergleich zu den inaktiven Kon-
trolltieren. Diese betrafen das Knochengewebe der schaft-
wadrtigen Metaphyse, wo eine Woche nach der Verabreichung eine
erhchte Anzahl von Osteoklasten sichtbar wurde (Abb. 19), und
das Knochenmark. Der Versuch erstere Beobachtung zu objekti-
vieren ist Gegenstand des Abschnitts 3.4.1.4. Die Verdnderung
des Knochenmarkes beruhte auf einer frithzeitigeren Erhohung
seines Fettzellgehaltes insbesondere in der Epiphyse (Abb.
20). Weder die Knochenzellpopulation der Epiphyse noch die
der Metaphyse wies qualitativ von der Norm der Kontrolltiere
abweichende Erscheinungen auf.

Ein vollig anderes Bild fand sich bei den jung-erwachsenen
Tieren. Schon makroskopisch waren die schweren Schiden an
Knochen und Knochenmark, selbst bei der niedrigsten verab-
reichten Dosis, im Schnitt sichtbar (Abb. 21). Uber dem sich
bildenden Knochenband in Richtung auf das Schaftmark waren
bei den mit 111kBq/kg oder mehr behandelten Tieren die Trabe-
kel mit einer zellreichen Bindegewebsschicht bedeckt, wobei
der Knochenoberfliche immer noch die physiologischen Funk-
tionszellen anhafteten (Abb. 22). Das Ausmaf und die Persis-
tenz dieser peritrabekulidren Fibrose waren dosisabhingig. So
blieben in der mit 222kBq/kg hochstbelasteten Gruppe am Ende
des Versuchszeitraumes oberhalb des Knochenbandes noch solche
Verdnderungen zuriick, widhrend bei den mit 111kBq behandelten
Tieren die Fibrose nach 4 Wochen deutlich vermindert und zum
Ende des Versuchszeitraumes verschwunden war. Bei protra-

hierter Gabe dieser Nuklidmenge schienen die Veridnderungen
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etwas ausgepridgter zu sein und ldnger zu bestehen. Im Versuch
mit der geringsten Dosis von 37kBq trat trotz der Bildung des
metaphysdren Querbandes keine peritrabekuldre Fibrose auf. An
den Knochenbidlkchen der Epiphyse gab es bei den hoheren
Dosierungen eine Veridnderung der Zellpopulation hin zu léng-
lichen spindelformigen Zellen ohne daf3 eine deutliche Fibro-
sierung bestand.

Das Knochenmark der Epiphyse fiel dosisabhéngig einer sukzes-
siven Atrophie und Verfettung anheim, wobei die gelenknahen
Bereiche bevorzugt betroffen waren. In der Metaphyse domi-
nierte zu den friihen Zeitpunkten nach Injektion eine Hyper-
dmie der Marksinus und eine deutliche Abnahme des Zellge-
haltes. Mit der Bildung des Knochenbandes fand eine Verfet-
tung des dariiberliegenden Markes statt. Unterhalb des Quer-
bandes zur Knorpelfuge hin wurde die sich neubildende Meta-
physe von aktivem Knochenmark wiederbesiedelt. In den verfet-
teten Bereichen verblieben einzelne Zellnester der erythro-
poietischen Linie mit dunklen dichten Kernen, seltener waren
Foci histio- oder granulozytdren Ursprungs zu sehen. Hier
fanden sich auch, hdufig in Trabekelnihe oder oberhalb des
Knochenbandes, die vorne schon erwdhnten Himosideringranula,
die teilweise beachtliche GroBen von mehreren Zelldurch-
messern erreichten. Das Knochenmark des Schaftes war, unbe-
eindruckt von den Abldufen in Epi- und Metaphyse, zellreich
und aktiv.

Ndheren AufschlufB iiber die Bildung des Knochenbandes ergab
die Vitalmarkierung des Knochens mit Fluoreszenzmarkern. In
der nach Nuklidverabreichung neugebildeten, gering belasteten
metaphysdren Spongiosa war eine deutliche Tendenz zur Akti-
vierung der Knochenbildung (hellere Fluoreszenz) und zur
Quervernetzung der Trabekel untereinander festzustellen (Abb.
23). An der schaftwidrtigen Seite dieser in Knochenquer-
richtung aufeinandertreffenden Knochenbdlkchen dominierten
osteoklastische Prozesse. Die Metaphysenteile proximal dieser
Zone wiesen bei den mit 37kBq behandelten Tieren qualitativ
eine normale Markierungsstruktur auf, widhrend bei den hoher
belasteten Gruppen ein Schwund von vor allem Doppelmarkierung

zu sehen war. Trotz der teilweise dicken peritrabekulédren



Fibroseschicht waren jedoch geniigend Anzeichen von Knochen-
stoffwechsel vorhanden. Im Lauf der Zeit wurde dieser Bereich
der Metaphyse resorbiert (deutlich sichtbar am Vorhandensein
zahlreicher Resorptionslakunen), beziehungsweise im Verlauf
der Verengung des Schaftes in die Kompakta integriert. Zum
Ende der Versuche iiberwog bei den mit 222kBq bzw. 3x37kBq be-
handelten Tieren am Knochenband und in der neugebildeten
Metaphyse die Aktivitdt der Osteoklasten, wiZhrend bei den
anderen Aktivitdtsgruppen, insbesondere bei den mit Zn-DTPA
behandelten Tieren, letztere eine reguldre TFluoreszenzmar-
kierung aufwies.

In den Epiphysen der mit 111kBq und mehr belasteten jung-
erwachsenen Tieren war eine Verringerung der Fluoreszenz zu
beobachten. Die jugendlichen Tiere zeigten weder in der Epi-
noch in der Metaphyse qualitativ eine Anderung der Ablagerung

des Fluoreszenzfarbstoffes.

3.4.1.3 Knochenwachstum und Knorpelfuge

Un den EinfluB des abgelagerten 239Plutoniums auf das
Knochenwachstum zu bewerten und physiologische Daten der
Wachstumsrate des Femur in verschiedenen Altersstufen zu
gewinnen, wurde das Liangenwachstum der distalen Metaphyse
mittels Fluoreszenzmarkierungstechnik bestimmt, sowie ver-
schiedene quantitative Untersuchungen an der Knorpelfuge
durchgefiihrt.

Die Lingenwachstumsraten des distalen Femur verschiedener
aktiver und nichtaktiver Tiergruppen sind in Tabelle 11
zusammengefapft. Eine Zusammenstellung der Werte von
Kontrolltieren verschiedenen Alters aus verschiedenen
Versuchen zeigt Tabelle 15.

Bei den jugendlichen Tieren fand man keine Beeinflussung der
Ladngenwachstumsrate nach Inkorporation von Plutonium. Erst am
Ende des Versuchszeitraumes machte sich ein etwas stidrkerer
Riickgang dieses Parameters bei den mit Radioaktivitdt behan-
delten Tieren bemerkbar. Die Hlteren Tiere zeigten in der

hochstbelasteten Gruppe eine nicht statistisch nachweisbare,
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aber iiber den gesamten Versuchszeitraum anhaltende Verrin-
gerung der Wachstumsrate. Ahnliches gilt fir die mit
1x111kBq/kg behandelte Gruppe, wobei sich hier das Lingen-
wachstum zum Ende des Versuches wieder dem der Kontrolltiere
anglich. Bei mit 3x37kBq/kg behandelten Ratten setzte diese
Verminderung der Wachstumsrate spidter ein und persistierte
noch zum letzten Sektionszeitpunkt. Die niedrigst belasteten
Tiere deuteten nur zum Zeitpunkt 14 Tage nach Inkorporation
eine geringe Verringerung der Wachstumsrate an.

Die Dicke der Knorpelfuge zeigte weder bei den jugendlichen
noch bei den jung-erwachsenen Ratten eine Beeinflussung durch

239Plutonium. Ein leichter, nicht

die innere Bestrahlung mit
signifikanter Unterschied bestand zwischen den beiden Kon-
trollgruppen der jung-erwachsenen Tiere, vor allem zum ersten
Sektionszeitpunkt 14 Tage nach Beginn des Versuches (Tab.
12). Ebenso wies die Hohe der hypertrophischen Knorpelzellen
am unteren Rand der Epiphysenfuge nach Plutoniumgabe keine
Verdnderungen auf (Tab. 13).

Die aus der Lingenwachtumsrate und der Knorpelzellhohe
berechnete Knorpelzellproduktionsrate zeigte bei den jugend-
lichen und den mit der niedrigsten Dosis belasteten Hlteren
Tieren keine Unterschiede zu den jeweiligen Kontrollgruppen,
widhrend sich bei den mit 1x111kBq/kg behandelten Gruppen der
dlteren ein solcher abzeichnete (Tab. 14).

In Tabelle 15 sind die Ergebnisse der Altersentwicklung
vorgenannter Parameter Dbei inaktiven Kontrolltieren aus
verschiedenen Gruppen zusammengestellt.Die Logarithmen der
MeBwerte (mehrere Mefwerte zu einem Zeitpunkt gemittelt)
waren mit Korrelationskoeffizienten von r> -0,967 im Bereich
zwischen 6 und 17 Wochen mit dem Alter der Tiere linear
korreliert. Das bedeutet, daB in diesem Zeitraum die Abnahme
der verschiedenen Parameter einer einfachen Exponential-
funktion folgte. Dadurch liefBen sich die Halbwertszeiten fiir
Léangenwachstumsrate und Knorpelfugenbreite auf 4,7+0,5 bzw.
8,0+0,8 Wochen berechnen. Weiterhin konnte fiir die Abnahme
beider Grofen auf 1um/d bzw. 1lum, d.h. auf vernachléssigbare
Werte, ein Zeitraum von 43 bzw. 75 Wochen bestimmt werden,

wobei bei #Hlteren Tieren sich die Kurven jedoch mit zuneh-
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mender Lebenszeit abzuflachen schienen, so daf das Ende des
Wachstums und der SchluB der Knorpelfuge moglicherweise zu
noch spidterer Zeit liegt.

Untereinander waren die Parameter mit hohen Koeffizienten
linear korreliert, zum Beispiel Lingenwachstumsrate mit Knor-
pelfugenbreite r=0,990; Lingenwachstumsrate mit Knorpelzell-
hohe r=0,962; Korpelzellhohe mit Knorpelzellproduktionsrate
r=0,991.

3.4.1.4 Zellpopulation in der schaftwidArtigen Metaphyse
jugendlicher Ratten

Der in Abschnitt 3.4.1.2 beschriebene, qualitativ wahrnehm-
bare Anstieg der Osteoklastenzahl im Bereich der schaftwidr-
tigen Metaphyse bei mit 239Plutonium behandelten jugendlichen
Tieren war AnlaB, in dieser Region (etwa 1,56mm von der
tiefsten Stelle der Knorpelfuge) eine Differenzierung und
Zihlung der Knochenzellen vorzunehmen.

Die Ergebnisse der Zihlung sind in Tabelle 16 zusammengefaft.
Un die Werte auf Schwankungen im Knochenanteil der ausgewer-
teten Fldche zu korrigieren wurden die in Tabelle 17 aufge-
zeichneten Zellzahlen berechnet.

Die Osteozytenzahlen lagen im ausgemessenen Bereich der Meta-
physe iber den gesamten Versuchszeitraum in beiden Tiergrup-
pen um 125 Zellen/mm2ausgewerteter Flache. Vergleicht man
jedoch die auf den Knochenanteil der gemessenen Fliche kor-
rigierten Werte, so waren diejenigen der mit Plutonium behan-
delten Tiere immer leicht niedriger als bei den Kontroll-
tieren.

Die Anzahl der Osteoblasten schien initial ,vor allem 7 Tage
nach Verabreichung des Nuklides, niedriger als bei den
Kontrolltieren. Auch die korrigierten Werte deuteten auf eine
solche Entwicklung hin. Gegen Ende des Versuchszeitraumes
verschwanden diese Unterschiede. Insgesamt war die Zahl der
Osteoblasten iiber den Beobachtungszeitraum riickldufig, mit
einer starken Abnahme zwischen 4. und 8. Woche nach Verab-

reichung des Nuklides.




Die Zahl der Osteoklasten hingegen war 7 Tage nach Inkorpo-
ration bei den aktiven Tieren hoher als bei den Kontroll-
tieren. Dieser Unterschied verschwand jedoch schon eine Woche
spdter. Uber den Versuchszeitraum war bei den Kontrolltieren
eine konstante Klastenpopulation um 9 Zellen/mm2 Knochen-
oberflédche vorhanden.

Die Anzahl der Kerne pro Osteoklast dient als Merkmal der
Stoffwechselaktivitdt dieser Zellart und zeigte zu Beginn der
Beobachtung bei den radioaktiven Tieren eine leichte Erho-
hung, die sich spidter wieder den Werten der Kontrolltiere
anglich.

Die Zahl der Mesenchymzellen war bei den behandelten Tieren
zZzum ersten Sektionszeitpunkt leicht verringert. Nach Korrek-
tur auf die Knochenoberfldche war der Unterschied weniger
deutlich. Insgesamt lief sich im zeitlichen Verlauf und aus-
gewerteten Bereich der Metaphyse eine Zunahme dieser Zellart
pro Einheit der Knochenoberflidche feststellen.

Der Fldchen-(Volumen-)Anteil der Knochensubstanz schwankte
iber die Versuchsdauer um einen Mittelwert von 23%, wihrend
die spezifische Oberflidche im Laufe der Zeit sukzessive ab-

nahm.

3.4.1.5 Histomorphometrie der Femurepiphyse

Umn die vorne qualitativ beschriebenen Veridnderungen in den
Femurepiphysen nach Inkorporation von 239Plutonium (Abschn.
3.4.1.2) quantitativ zu fassen und um mdglicherweise die Me-
chanismen ihrer Entstehung zu erfahren, wurden histomorpho-
metrische Untersuchungen an fluoreszenzmarkierten jugend-
lichen Tieren durchgefiihrt. Eine komprimierte Zusammenfassung
der gewonnenen Daten ist in Tabelle 18 dargestellt.

Bei den mit 239Plutonium behandelten Tieren war 28 Tage nach '
Injektion eine deutliche Verringerung des spongiosen Knochen-
anteils (V%) in den ausgewerteten Bereichen der Epiphysen
feststellbar. Auch fand sich ab diesem Zeitpunkt eine Vermin-
derung der inneren Oberflidche (0i) in den aktiven Tiergrup-

pen. Die spezifische Oberflidche (Osp) =zeigte wechselnde




Befunde, ohne groBe Unterschiede zwischen behandelten wund
nichtbehandelten Tieren.

Der Anteil des doppelt fluoreszenzmarkierten Knochenumfanges
(DO%) war acht Wochen nach der Injektion bei den aktiven Tie-
ren doppelt so grof wie bei den inaktiven, zeigte aber zu den
librigen Untersuchungszeitpunkten keine Unterschiede.

Im Gegensatz dazu ergab die Messung des Anteils der mit
markierten Resorptionslakunen versehenen Oberfldche (KL%)
jJederzeit eine teilweise statistisch signifikante Erhohung
bei den mit Plutonium behandelten Tieren.

Letztgesagtes gilt auch fiir die Mineralisationsrate (MR).

Die Knochenbildungsrate (KBR), die von Mineralisationsrate,
fluoreszenzmarkiertem Knochenumfang und spezifischer Ober-
fldiche abhéngt (s.Abschn. Material u. Methoden), sinkt bei
den Kontrolltieren im Zeitraum 2 bis 16 Wochen nach Injektion
von etwa 1200%/Jahr auf 160%/Jahr. Dies bedeutet, daf die
Stoffwechselaktivitdt in der Femurepiphyse bei m#nnlichen
Ratten von der 7.bis zur 21. Lebenswoche um etwa eine GrofBen-
ordnung abnimmt. Bei den radioaktiven Tieren ist die Knochen-
bildungsrate {iber den gesamten Beobachtungszeitraum stets

leicht hoher als bei den zugehorigen Kontrolltieren.

3.4.2 Untersuchungen an Wirbelkorpern

3.4.2.1 Nuklidverteilung und histologisch fafBbare
Verdnderungen

Beispiele fiir die Makroverteilung von 239Plutonium zeigt
Abbildung 24. Das Verhalten der Nuklidverteilung folgte bei
Ratten beider Altersgruppen, gleich welche Dosis oder welcher
Verabreichungsmodus gewdhlt wurde, dem gleichen Ablauf: eine
zundchst homogene Verteilung kurz nach Verabreichung des Nu-
klides, verédnderte sich dahingehend, dafB in bestimmten Berei-
chen des Knochens, die weitgehend mit &Hlteren metaphysiren
Anteilen der Knochenstruktur iibereinstimmten, heife Zonen
entstanden. Diese heifen Zonen nahmen teilweise, wie in der

Metaphyse des Femur bandformige Gestalt an. Korrespondierend




zur spdter noch zu beschreibenden Verdnderung der Knochen-
struktur, entstanden im Zentrum des Wirbelkorpers grofere
Fldchen (bzw. RHume) mit nur geringer Aktivitdtsansammlung.
Die mikroautoradiographischen Priparate zeigten ein gleich-
artiges Verhalten des Nuklids wie in den Femora.

Im Wirbelkorper fand im Laufe des Versuches sowohl bei den
jugendlichen in den mit insgesamt 111kBq/kg Dbelasteten
Gruppen, als auch bei den jung-erwachsenen Ratten in allen
Dosisgruppen, ein ausgepridgter Schwund der Trabekelmasse
statt (Abbildungen 25 und 26). Bei den jung-erwachsenen
Tieren konnte in den mit dieser Dosis oder mehr belasteten
Gruppen auch die Tendenz zur Bildung von Knochenbindern in
den beiden Metaphysen gesehen werden. Eine Dekorporations-
therapie mit 10—3molarer Zn—-DTPA Losung konnte trotz Reduk-
tion des Nuklidgehaltes weder bei jugendlichen noch bei
dlteren Tieren diese Veridnderung wesentlich beeinflussen
(Abb. 27).

In den korrespondierenden histologischen Bildern fanden sich
bei den jugendlichen radioaktiven Ratten keine Stdrungen in
der Knochenzellpopulation. Die von Knochensubstanz entbléBten
Teile im Zentrum des Wirbelkdrpers beherbergten aktives
Knochenmark. Insgesamt war im Mark bei den mit Plutonium
behandelten Tieren ein etwas grofBerer Fettzellgehalt fest-
stellbar.

Im Gegensatz dazu, ergaben sich schon bei der niedrigst
belasteten Gruppe der #lteren Tiere pathologische Zustidnde
von Knochen und Knochenmark in bandformigen Zonen der beiden
Metaphysen des Wirbelkorpers. Bei den zur oben genannten
Gruppe z#dhlenden Tieren (1x37kBq/kg) gestaltete sich der

Ablauf der Ereignisse wie folgt:

Zwei Wochen nach der Injektion des Nuklides dominierten in
den beiden Metaphysen hyperdmische Marksinus anstelle
des bei den Kontrolltieren zellreichen Knochenmarkes.
Die Knochenzellpopulation war zu diesem Zeitpunkt vom

Geschehen noch unberiihrt.
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Vier Wochen nach Inkorporation war in den betroffenen,

sich Richtung Knochenmitte verschiebenden Bereichen,
eine odematose Verquel lung des zurilickgebliebenen
Knochenmarkstroma und, bei abnehmender Sinusfiillung,
die Zubildung von Fettzellen festzustellen. Die
knorpelfugennahen Bereiche begannen sich wieder mit
zellreichem Knochenmark zu fillen. In der
Zellpopulation der Knochenoberfliche fand sich eine
starke Zunahme spindelformiger Zellen, die in

einschichtiger Lage der Knochenoberfl&dche anhafteten.

Acht Wochen nach Behandlung hatten sich die nun
vollstadndig verfetteten bandformigen Bezirke etwa 0,7
mm  von der Epiphysenfuge entfernt. Zwischen den

Schadenszonen und der Knorpelfuge waren die Metaphysen

mit intaktem Knochenmark wiederbesiedelt. Die
Knochenoberfl&che in den geschiddigten Bereichen war
weiterhin zum grofSten Teil nur mit spindelformigen

Zellen bedeckt.

Die oben beschriebenen Verinderungen zeigten sich in ver-
stdrktem MafBe und auch im zeitlichen Ablauf friiher einsetzend
bei den hoher belasteten Tiergruppen. So trat mit 1x111kBgq
verabreichter Dosis mnach 2 Wochen schon das Stadium der
Gdematisierung des Knochenmarkstroma auf und die Verfettung
des Markes war nach 4 Wochen schon stark fortgeschritten.

Auch hatten die geschiddigten Bezirke eine groBere ridumliche

Ausdehnung, und die Reaktivierung des Knochenmarkes in der
neugebildeten Metaphyse dauerte ldnger. Sehr auffdllig war
das aktive Knochenmark im osteoporotischen Zentrum des

Wirbelkorpers (Abb. 28). Weiterhin traten zu den sp#ten
Untersuchungszeitpunkten (8 und 16 Wochen nach Injektion) an
den hochbelasteten Trabekeln Fibrosen auf, wobei in der mit
3x37kBq/kg belasteten Gruppe ein groBerer Anteil zu finden
war. Flir die Hdmosiderose der geschidigten Bereiche gilt das

bei den Femora Geschriebene.
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3.4.2.2 Histomorphometrie des Wirbelkorpers

Zur morphometrischen Untersuchung wurden Schnitte von 4.
Lendenwirbelkorpern herangezogen. Aus einem Versuch mit
238P1utonium (Ldn87) standen 3. Lendenwirbel zur Verfiigung,
die ‘ebenfalls ausgewertet werden konnten. Die untersuchten
Dosisgruppen waren 1x111kBq beider Nuklide bei den jugend-

lichen Tieren und 1x37kBgq 23gPu bei den jung-erwachsenen.

Die statische Morphometrie verdeutlichte die schon qualitativ
festgestellten osteoporotischen Prozesse im Wirbelkdrper. So
war sowohl bei den jugendlichen, als auch noch ausgeprégter
bei den jung-erwachsenen Tieren, in den mit Plutonium behan-
delten Gruppen bereits 28 Tage nach Inkorporation der
Fldchenanteil (Volumenanteil) des Knochens vermindert. Dies
blieb bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes unveridndert.
Parallel hierzu nahm auch die innere Oberflidche (0i) in den
Knochen der aktiven Tiere ab, so daB die spezifische Ober-
fldache keine grofen Unterschiede aufwies (Tabellen 19 bis
21).

Die dynamischen Parameter ergaben ein #Zhnliches Stoffwechsel-
verhalten des Wirbelkorpers wie der Femurepiphyse.

Bei den jugendlichen Tieren fand sich ein starker Unterschied
im Anteil des doppelmarkierten Umfanges (DO) nur 8 Wochen
nach Inkorporation von 239Plutonium. Ebenso war bei den
radioaktiven jung-erwachsenen Tieren trotz niedrigerer Pluto-
nium-Dosis zu diesem Zeitpunkt dieser Parameter im Vergleich
zu den Kontrolltieren erhtht, widhrend sich im 3. Lendenwir-

238

belkorper von mit Pu behandelten jugendlichen Ratten kein

solcher Unterschied feststellen lief.

Der Oberfldchenanteil markierter Resorptionslakunen (KL) war
in allen untersuchten Tiergruppen bei den mit Plutonium
kontaminierten Tieren stets hdher als bei den inaktiven
Kontrollen.

Gleiches gilt fiir die Mineralisationsrate (MR), wobei in den
3. Lendenwirbelkorpern aus dem Versuch mit 238Plutonium sich

ein Unterschied nur andeutete.
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Das Verhalten der Knochenbildungsrate (KBR) war, aufgrund
ihrer Abhidngigkeit vom fluoreszenzmarkierten Anteil des
Knochens wund von der Mineralisationsrate, dhnlich dem dieser
beiden Parameter, d.h. sie war bei aktiven Tieren teilweise
hoher, nie jedoch verringert im Vergleich zu den Kontroll-
tieren.

In Tabelle 22 ist nochmals das Verhalten der morphometrischen
Parameter von Kontrolltieren im zeitlichen Verlauf darge-
stellt.

Wahrend in der Femurepiphyse die Knochenmasse iiber den Beob-

achtungszeitraum zunahm, blieb sie im Wirbelkorper gleich.

Innere und spezifische Oberfldche (0i, Osp) waren 1in der
Femurepiphyse deutlich geringer als im Wirbelkorper. WdZhrend
in der Epiphyse erstere leicht zu- und letztere leicht ab-
nahm, blieben die Werte beider Parameter im Wirbel recht

konstant.

Bei der mit Doppelmarkierungen versehenen Knochenoberfliche
(DO) und dem Anteil der markierten Resorptionslakunen (KL)
lie sich mit zunehmendem Alter eine riickldufige Tendenz
erkennen, wobei wechselnde Unterschiede zwischen Femur-
epiphyse und Wirbelkorper auftraten.

Die Mineralisationsrate (MR) erwies sich als bei beiden
untersuchten Knochenteilen vergleichbar und verringerte sich
im Laufe der Versuchsdauer.

Letzteres galt auch fiir die Knochenbildungsrate (KBR), die
jedoch in der Femurepiphyse schneller abnahm als im Wirbel-

korper.




4. Diskussion der Ergebnisse

4.1 Retention, Nuklidverteilung und Strahlenbelastung

des Knochens durch Plutonium

Die Zielorgane von Plutonium sind, wie die aller anderen
Aktiniden, Skelett und Leber (Dur60). In Abhingigkeit von der
physiko-chemischen Form des Nuklids #ndert sich die Vertei-
lung zwischen diesen beiden kritischen Ablagerungsorten. So
finden sich ldsliche Verbindungen vor allem im Knochen, wih-
rend kolloidale Formen sich hauptsi@chlich in Leber, Knochen-
mark und anderen Organen des RES (MPS) anreichern (Mah74,
Dur75 ,Sik76). Neben der chemischen Verbindung ist auch die
Art ihrer Verabreichung ein wesentlicher Faktor fiir das
Verteilungsverhalten. Wird 2zum Beispiel Plutonium-Nitrat
intravends verabreicht, ergibt sich das Ablagerungsverhalten
einer gut loslichen Verbindung, widhrend nach intramuskulidrer
Injektion eine hohe Retention an der Injektionsstelle er-
folgt, wobei sich durch hydrolytische Prozesse Kolloide
bilden (Vol 74, Har78). Plutonium-Zitrat hingegen wird, wie
diese Arbeit zeigt, schnell und restlos von der Injektions-
stelle in der Muskulatur resorbiert und zeigt eine Verteilung
wie nach i.v. Injektion (Sei74).

Bei der Ratte vermindert sich, im Gegensatz zu anderen Tier-
arten, der Anteil des in der Leber befindlichen Plutoniums
rasch, wobei einerseits die Ausscheidung iiber die Galle
(Tay61), andererseits eine Wiederabgabe ins Blut mit
anschliefBender Ablagerung im Knochengewebe erfolgt. In der
Literatur finden sich nun bei verschiedenen Autoren trotz
Verabreichung 1loslicher Verbindungen hohe initiale Leber-
retentionen (Tay61,Bal67,Mah74,Cra76), die im Laufe der Zeit
abnehmen und zu einer Erhohung der Retention im Knochen
fiihren. Andererseits berichten teilweise die gleichen Arbei-
ten (Bal67,Mah74,Son83) wesentlich niedrigere anféngliche
Retentionen und damit auch weniger ausgepridgte Umverteilung
ins Skelett. Auch die eigenen Versuche mit intramuskulédr
verabreichtem Plutonium-Zitrat gehoren letzter Kategorie an.

Dies 128t die Schliupffolgerung zu, daf der Plutonium-




Zitrat-Komplex eine Stabilitdt aufweist, die die Hydrolyse im
Gewebsmilieu verhindert und die Injektion von Plutonium-
Zitrat in die Muskulatur eine vergleichbare Nuklidverteilung
hervorbringt wie die i.v. Injektion anderer loslicher Ver-
bindungen.

Beim Vergleich der Femur-Retentionswerte der eigenen Versuche
mit Literaturdaten vorn genannter Autoren zeigt sich eine
weitgehende Ubereinstimmung. Eine Ausnahme bildet die Reten-
tion bei den jugendlichen Tieren, die wider Erwarten niedri-
gere Werte aufwies als bei den jung-erwachsenen. Dieses
Faktum wird auch in der Literatur widerspriichlich diskutiert.
So fand Hollins (Hol75) bei etwa 15 Wochen alten weiblichen
Ratten hohere Retentionen als bei 5 wochigen, wihrend nach
den Befunden anderer Autoren (Mah74, Wir85 fiir Np) bei jiin-
geren Tieren eine grofBere Ablagerung zu erwarten ist. Eine
aus vorliegender Arbeit abzuleitende Erklarung fir die
verstdrkte Ansammlung von Plutonium bei dlteren Tieren f&nde
sich in den zur Zeit der Inkorporation vorhandenen Unter-
schieden in der Knochenmasse und insbesondere der inneren
Knochenoberfliche, die nach vorliegenden Ergebnissen ihr

Maximum erst um die 9. Lebenswoche erreichen (Tab. 22).

Leider besteht 1in der Literatur hHufig ein Defizit an
genaueren Alters- bzw. ersatzweise Korpergewichtsangaben der
eingesetzten Versuchstiere. Auf die Problematik der Knochén-
reife, sowie deren Kopplung an Alter und Korpergewicht der
Tiere wird an anderer Stelle eingegangen.

Die Nuklidkonzentration in den untersuchten Knochen war
erwartungsgemdf bei den erwachsenen Tieren, aufgrund der
hoheren Knochenmasse (L#n87) initial niedriger als bei den
Jungtieren. Bis zum Ende des Versuchszeitraumes hatten sich
jJedoch, bedingt durch das starke Wachstum letztgenannter
Tiergruppe, die Konzentrationswerte ausgeglichen bzw. waren
die Werte der jugendlichen Ratten sogar niedriger als bei den
Jung-erwachsenen. Diesen Effekt haben auch Mahlum et al
(Mah74) beim Vergleich von Ratten im Absatzalter 2zu jung-
erwachsenen Ratten in noch krasserer Weise festgestellt. Dies

bedeutet aber, daf die Dosisverteilung im Knochen, selbst
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ohne Beriicksichtigung der Feinverteilung des Nuklides, schon
allein durch das Alter des Tieres unterschiedlich ist. So
belastet die Inkorporation von Plutonium den Knochen jugend-
licher Tiere zu frilhen Zeitpunkten wesentlich stdrker als bei
erwachsenen, bzw. umgekehrt formuliert wird bei erwachsenen
Tieren zu spiteren Zeitpunkten nach Inkorporation noch ein
wesentlich grdferer Beitrag zur Dosis geleistet als bei
Jugendlichen.

Bei der Berechnung der Dosisleistung und der kumulativen
Dosen fiir die untersuchten Knochen fand sich nun bei gleicher
Aktivitdtszufuhr pro Korpergewicht eine sehr unterschiedliche
Strahlenbelastung bei jugendlichen im Vergleich zu den
dlteren Tieren. So war die kumulative Dosis bei den letzteren
nach Verabreichung von 1x111kBq am Ende des Versuchszeit-
raumes im Femur um den Faktor 2,3, im Wirbel gar um den
Faktor 2,7 hoher als bei den jugendlichen, widhrend dié kumu-
lativen Dosen bei #dlteren Tieren 56 Tage nach Injektion von
1x37kBq/kg nur leicht geringer waren (Faktor 0,7) als bei mit
dreifacher Dosis behandelten Jungtieren. Diese grofen Unter-
schiede begriinden sich darin, daB in die Berechnung der
Dosisleistung die tatsidchlich injizierte AktivitHdtsmenge pro
Tier einfliefen mupB. Diese betrug bei den jugendlichen Tieren
um 13 kBq/Tier, bei den #Hlteren jedoch 33 bzw. in der niedrig
belasteten Gruppe ebenfalls 13 kBq/Tier. Die Differenz der
Verhdltnisse der pro Tier injizierten Dosen bzw. der kumula-
tiven Dosen begriindet sich durch die Unterschiede in der
Retention zwischen jugendlichen und jung-erwachsenen. So lHft
sich aus den Ergebnissen also ableiten, daB bei Ratten iiber
einem Alter von fiinf Wochen fiir eine grob vergleichbare
mittlere Dosisbelastung des Skeletts nicht die injizierte
Aktivitdtsdosis pro Korpergewicht, sondern die 1injizierte
Aktivitdt pro Tier ausschlaggebend ist. Um weiteren Aufschlup
iber den fiir die Makro-Dosimetrie so wichtigen Parameter des
Knochengewichtes im Verhdltnis zum Kdrpergewicht zu erhalten,
insbesondere auch in Hinsicht auf den ausgepragten
Geschlechtsdimorphismus des letzteren bei der Ratte, wiren
noch weitere Untersuchungen vorteilhaft. Von Sontag (Son84a)

wurden fiir iiber ein Jahr alte Ratten beiderlei Geschlechtes



solche Daten erhoben, wobei sich zeigte, daB das Skelett-
gewicht bei weiblichen Tieren geringer ist als bei mannlichen
und sich in diesem Alter keine grofen Anderungen mehr
ergeben. Lingle (Ldn87) stellte bei jugendlichen minnlichen
Tieren eine linear-ansteigende Abhidngigkeit vom Korpergewicht
fest. Da es sich bei dieser Abhidngigkeit jedoch nicht um eine
Ursprungsgerade mit der Steigung eins handelt, kommt es zur
Diskrepanz zwischen Korper— und Knochengewicht, welche sich
schlieflich auf solche Weise in den dosimetrischen Daten
niederschldgt. Deshalb sollte eine Dosierung von Nukliden der
Aktinidenreihe, insbesondere wenn es um die Vergleichbarkeit
strahlentoxikologischer Ergebnisse geht, moglichst mnach
Skelettgewicht bzw. dem Gewicht eines zum Skelett korrelier-
ten Knochens vorgenommen werden.

Neben dieser groben Abschitzung der Strahlenbelastung einzel-
ner Knochen, ist die makro- und mikroskopische Verteilung des
Strahlers fiir dosimetrische und pathogenetische Betrachtungen
von immenser Wichtigkeit. Aus den ermittelten makro- und
mikroautoradiographischen Befunden geht eindeutig der grofe
EinfluB des metaphysidren Lingenwachstums auf die Verteilung
des Nuklides hervor (s.auch Wir85). Metaphysen sind bei
wachsenden Tieren in allen Teilen des enchondralen Skelettes
vorhanden (Bal83), sodaf die diese Strukturen betreffenden
Prozesse an den hier untersuchten Beispielen Femur und Wir-
belkorper fiir andere Knochen ebenso zutreffen. In nicht-
metaphysdren Bereichen wie zum Beispiel den Epiphysen der
langen Knochen oder dem Zentrum des Wirbelkorpers, sowie nach
AbschlufB des Lidngenwachstums spielt fiir das mikroskopische
Verhalten des Nuklids im Knochen nur noch die Intensitidt des
Knochenstoffwechsels eine Rolle. Dieses Verhalten fiihrte in
friitherer Zeit sogar zur Anwendung von Plutonium als Stoff-
wechselmarker (Arn57,Arn62).

Zusammenfassend kann aus den im Abschnitt Ergebnisse be-

schriebenen Daten gefolgert werden, dap

- durch schnelles Liangenwachs tum die Aktivitdt in
neugebildeten Teilen der Metaphyse sich stark
vermindert und groBe Teile davon bandformig an der

Stelle der ersten Ablagerung verbleiben.




- durch Knochenresorption Aktivitdt ins Knochenmark
transferiert wird.

— durch hohen Stoffwechsel bei jiingeren Tieren mittels
Begrabung oder Resorption die Aktivitdt schneller von
der Knochenoberfldche entfernt wird als bei Hlteren.

Gleiches gilt auch fir andere Elemente der Aktinidenreihe wie

Americium (Pri83) oder Neptunium (Wir85). Dieses Verhalten

bedingt die Unterschiede in der Reaktion des Gewebes und

fihrt zur Notwendigkeit einer Dosimetrie auf zelluldrer Ebene

(Polss6).

Weiterhin lassen sich aus obigen Ausfiihrungen auch die Ergeb-

nisse der Dekorporationstherapie (Lit. bei Vol78) erldutern,

welche vor allem dort am wirksamsten ist, wo ein hoher Kno-
chenumsatz, insbesondere grofe Resorptionsaktivitdt herrscht.

Wird das Nuklid durch diese Vorgidnge in einer Weise freige-

setzt, daf der Chelatbildner es komplexieren kann, so wird

eine Redeposition verhindert. Typische Beispiele fiir solche

Knochenbereiche sind die Metaphysen. Dort werden grofe Mengen

des Nuklids abgelagert, aber im Verlauf des Wachstums auch

wieder freigesetzt und somit der Chelattherapie zugidnglich.

Je langsamer das Wachstum fortschreitet, um so mdfiger ist

der Erfolg der Therapie. In Knochenteilen, die keine Meta-

pPhyse besitzen, ist der EinflupB der Chelattherapie noch weni-
ger deutlich (Abb. 11, Tab.7). Auch scheint die Einlagerung
von freigesetzter Aktivitdt in die pathologischen H&moside-
rinabiagerungen mit der Dekorporationstherapie in Wettbewerb
zu treten, jedenfalls scheint sich hidmosideringebundene Akti-
vitat kaum mehr mobilisieren zu lassen (Abb. 11 jung-erwach-

sene Tiere mit bandformiger Aktivitdtskonzentration).

4.2 Bewertung der klinischen Parameter

Ein wichtiger Punkt bei der Beurteilung des klinischen
Allgemeinzustandes von Versuchstieren ist die Korpergewichts—
entwicklung. Verschiedenste mindernde Einflisse auf das
Wohlbefinden des Tieres verursachen eine Stagnation der

Zunahme bzw. eine Abnahme des Korpergewichts. Hierbei ist zu




beriicksichtigen, daf um vergleichbare Werte zu erhalten, die
Hal tungsbedingungen der Tiere sich entsprechen miissen. So
iiberschritt die Gewichtszunahme bei an unserem Institut ge-
haltenen mdnnlichen Ratten die vom Ziichter gelieferten Daten.
Da die durchgefiihrten Versuche mit Kontrollgruppen ausge-
stattet waren, konnte ein direkter Vergleich zwischen diesen
und den behandelten Tiergruppen erstellt werden. Die Ge-
wichtszunahme zeigte sich hierbei weitgehend unbeeinflufit von
der Nuklidapplikation. Die in der jugendlichen Gruppe aufge-
tretene Verminderung der Korpermasse in der mit 1x111kBq/kg
behandelten Tiergruppe war schon zu Beginn des Versuches
aufgrund der noch hohen Tierzahl signifikant angelegt. Diese
Tatsache zeigt die Bedeutung einer statistischen "Homogeni-
sierung" des Korpergewichtes einzelner Tiergruppen zZu
Versuchshbeginn. '

Bei der als weiterer Gesichtspunkt durchgefiihrten Blut-
untersuchung sollte, neben ihrer Bedeutung fiir den klinischen
Allgemeinzustand, auch die periphere Wirkung der Nuklidab-
lagerung auf das im Knochen liegende Blutbildungsorgan erfaft
werden.

Zunéchst.unterziehen wir die ermittelten Werte der Kontroll-
gruppen einer kritischen Betrachtung (Abb. 8). Die Zahl der
roten Blutzellen lag durchweg niedriger als die in der Lite-
ratur (Rin79, San81) zu findenden Werte. Dagegen ist die
Diskrepanz zwischen den Angaben des Versuchstierlieferanten

(Cha84) und den eigenen Ergebnissen wesentlich geringer.

Der Anstieg der Leukozytenzahl der Kontrolltiere zwischen 7.
und 11. Lebenswoche mit anschliefendem Riickgang auf sehr
niedrige Werte ist in der oben aufgefiihrten Literatur eben-
falls so nicht beschrieben, allenfalls lagt sich Dbei
Sanderson (San81) eine gewisse Ahnlichkeit 1im =zeitlichen
Verlauf dieses Parameters finden. Eine mogliche Erklidrung fiir
diesen Anstieg der weiflen Blutzellen ist die Durchseuchung
der angelieferten Tiere im fremden Milieu des nur mit ein-
facher Barriere ausgestatteten Tierstalls. Dazu h&tten sich
jedoch die aus verschiedenen Versuchen ermittelten Verlaufs-

kurven auf eine Weise iiberlagert, dafB sich vorliegende Kurve




ergab. Es ist also durchaus denkbar, daB es sich hierbei doch

um eine reine Altersabhiéngigkeit der Leukozytenzahl handelt.

Die Differenzen der Blutzellzahlen in Hinblick auf Daten aus
der Literatur konnen vielfdltige Ursachen haben. So ergeben
sich Unterschiede nicht nur aus dem methodischen Ansatz zur
Bestimmung der Werte sondern auch durch viele andere Faktoren
wie Tierstamm, Fiitterung, Geschlecht, Gesundheitszustand und
so fort (Rin79). Innerhalb eines Labors sind mit gleicher Me-
thodik bestimmte Werte jedoch miteinander vergleichbar. Dies
soll im folgenden Absatz nun geschehen.

In der Zahl der roten Blutzellen deutete sich 14 und 28 Tage
nach Injektion bei den jung-erwachsenen Tieren eine leichte
Verminderung an, wobei zu diesem Zeitpunkt auch die Himoglo-
binkonzentration des Blutes vermindert war. Diese Abnahme der
Zahl peripher zirkulierender Erythrozyten 14ft sich mogli-
cherweise mit der initial starken Hyperidmie in Teilen des
Knochenmarks und der Blutversackung in die erweiterten Mark-
sinus erkldren (s.auch Abschn. 4.3).

Einen weitaus stdirkeren Effekt iibte die 1innere Bestrahlung
durch Plutonium auf die Leukozytenzahl aus. Ungeachtet der
Ursache des vorne beschriebenen Verlaufes war sowohl bei den
Jugendlichen,als auch bei den jung-erwachsenen aktiven Tieren
dieser Gipfel der Zellzahl nicht vorhanden. Zum letzten Zeit-
punkt der Untersuchung, 16 Wochen nach Inkorporation, hatte
sich jedoch die Zahl der Leukozyten von aktiven und Kontroll-
tieren wieder einander angeglichen. Eine Ausnahme stellten
die mit 222kBq/kg hochstbelasteten Tiere dar, bei welchen sie
weiterhin sehr niedrig blieb. Die Auswertung vereinzelter
Differentialblutbilder ergab keinen deutlichen Unterschied
der belasteten zu den Kontrollgruppen. Da jiingere Ratten ein
weiBes Blutbild mit einem Lymphozytenanteil von um 80% be-
sitzen, muf die Verminderung der Leukozytenzahl vor allem auf
diese Zellart zuriickzufiihren sein und scheint zudem unabhin-
gig vom AusmaB der Knochenmarkschiddigung, da bei den jugend-
lichen Tieren dieser Effekt auch ohne ausgepridgte Veridnderung
am Knochenmark besteht. Dougherty (Dou69) beobachtete &dhn-

liche Ereignisse bei Beagle—Hunden nach Inkorporation alpha-




strahlender Nuklide, wobei er die Veranderung der Lympho-
zytenzahl mit, durch die innere Bestrahlung hervorgerufener,
stressbedingter Kortikoidsekretion zZu erkldren suchte.
Moglicherweise gibt es auch Regulationsmechanismen durch
Verdnderung der im Knochenmark anwesenden Lymphozyten (um 3%
bei der Ratte nach San81), falls diese wieder in periphere
lymphatische Organe gelangen. Erst bei weitgehender Zer-
storung des Knochenmarks (Gruppe 222kBg/kg) scheint ein an-
haltender Effekt auf die Leukopoiese zu bestehen.

Die Plasmaaktivitdt der Alkalischen Phosphatase hingt in
starkem MafBe von der osteoplastischen Aktivitdt im Kno-
chengewebe ab (Rin79, Boe81).Die in dieser Arbeit ermittelten
Werte weisen eine relativ starke individuelle Streuung auf,
wobei sie jedoch weitgehend mit den Literaturdaten iberein-
stimmen. Es hat sich gezeigt, daf die Aktivitdt des Enzymes
mit hohem Regressionskoeffizienten (r=0,988) linear mit der
Lidngenwachstumsrate korreliert ist, und daf die innere Be-
strahlung durch die verabreichten Nukliddosen keinen Einflup
auf seinen Plasmaspiegel ausiibt. Der Hauptanteil des Enzyms
entstammt in der Zeit des Knochenwachstums somit den grofen
metaphysdren Knochenbereichen, und die hier verabreichten
Nuklidmengen storen die Aktivitdt der Osteoblasten in diesen
Strukturen nur wenig. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
den im Abschnitt 4.3 noch zu erlduternden Befunden liber die
Verdnderungen von Histologie und Stoffwechsel.
Zusammenfassend ldB8t sich sagen, daf der klinische Zustand
der Tiere nach Inkorporation von bis =zu 222kBq/kg Korper-
gewicht {iiber den Beobachtungszeitréum von 16 Wochen mnach

Injektion keine wesentlichen negativen Einfliisse offenbarte.




4.3 Histologie und Histomorphometrie (Wachstum und

Knochenstoffwechsel) von Femur und Wirbelkorper

4.3.1 Bewertung der qualitativen Befunde

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde lassen folgende
SchluBfolgerungen zu:

1) im Hinblick auf die pathogenetischen Abldufe am

Knochen, sind in den untersuchten Altersgruppen
vor allem Wachstums- und Stoffwechselvorginge von
groBter Bedeutung, da diese die makroskopische und

mikroskopische Nuklid- und Dosisverteilung bestimmen.

2) in Abhidngigkeit von der injizierten Dosis und von oben

erwdhnten GrofBen manifestieren sich teilweise
strukturelle, ‘ teilweise priméar funktionelle
Gewebeschiden. Letztere fihren mit der Zeit AN
Verdnderungen der Knochenstruktur ohne erkennbare

histologische Storungen zu hinterlassen.
3) die Form der Gewebeschdden an Knochen und Xnochenmark
laBt sich als fir die Spidteffekte der Nuklidablagerung,

die Krebsentstehung, forderlich interpretieren.

Dies bedeutet im Einzelnen, daf histomorphologische Schiden
an Knochen und Knochenmark durch die verabreichten Aktivi-
tdtsdosen nur bei der Altersgruppe der jung-erwachsenen
Ratten deutlich hervortraten. Sie bestanden den Knochen
betreffend, in groben Strukturveridnderungen vor allem im
Bereich der Femurmetaphyse, teilweise auch in den Metaphysen
der Lendenwirbelkorper. Das Knochenmark war in Teilen
aplastisch und stark verfettet und in den hochbelasteten
Knochenteilen bildeten sich peritrabekuldre Fibrosen. Die
geschidigten Bereiche deckten sich mit den Zonen grofter
Nuklidablagerung. Aufgrund der kaum beeintridchtigten Lingen-
wachstumsparameter veridnderte sich das Schadensbild im Laufe
der Zeit durch Verschiebung der Schadenszonen. Somit ergab
sich im Beobachtungszeitraum ein dhnlicher Ablauf der Veran-
derungen wie bei mehrfach hdheren, schon in der Einleitung

beschriebenen Aktivitdten (Hel48, Pom74, Pol76, Mos79),




Jedoch ohne schwerwiegende Beeintridchtigung der Knorpelfuge
und des Lingenwachstums.

Die Bildung des Knochenquerbandes erfolgte, wie die Vital-
markierung deutlich zeigte, an der Grenze der sich nach der
Kontamination neu bildendenden Metaphyse zum #dlteren, stark
belasteten Teil. Durch verstdrkten Knochenanbau in Querrich-
tung zur Liangsachse des Knochens ergab sich eine Vernetzung
dort entstehender sekundidrer Knochenbdlkchen. Die stark
belasteten Teile der Metaphyse wurden rasch resorbiert und
auch an dem Knochenband, von dem sich Knorpelfuge und Epi-
physe immer weiter entfernten, herrschte rege Osteoklasten-
aktivitdt, welche jedoch bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes keine Auflosung des Bandes bewirken konnte. Diese
Befunde stehen im Einklang mit Beobachtuagen von Moskalev
(Mos79), welcher nach Neptuniumgabe &Zhnliche Abldufe fand,
widerspricht jedoch Feststellungen von Heller wund Polig
(Hel4s8, Pol76), welche die Knochenquerbidnder als toten
Knochen bezeichneten bzw. die Querbandbildung einer mangeln-
den Resorptionstdtigkeit zuschrieben. Die beiden letztgenann-
ten Autoren beobachteten diese Veridnderungen aber nach weit
hoheren Aktivitdtsdosen und hatten auch nicht die Moglichkeit
Vitalmarkierungsmethoden anzuwenden. Knochennekrosen und
leere Osteozytenlakunen wie sie in der Literatur teilweise
beschrieben werden (Jee72) fanden sich nicht, die Zusammen-
setzung der Knochenzellpopulation an der Oberflidche veridn~-
derte sich jedoch bis hin zu den beschriebenen peritrabeku-
ldren Fibrosen.

Neben diesen explicit histopathologischen Veridnderungen,
stellte sich auch eine deutliche Verminderung der Trabekel-
masse, d.h. eine Osteoporose ein, welche sehr deutlich auch
bei den Tiergruppen in Erscheinung trat, die keine ins Auge
fallenden Gewebsschiden aufwiesen, also insbesondere auch bei
den jugendlichen Tieren. Sie war vor allem in der Femurepi-
Physe und im Lendenwirbelkorper nachweisbar. Diese Befunde
werden Gegenstané des morphometrischen Abschnitts der Dis-
kussion sein.

Die Schdden am Knochenmark stimmen mit den in der Literatur

bei teilweise weit hdheren Dosen beschriebenen weitgehend




iiberein. Es manifestierte sich zu frithen Zeitpunkten, abhdn-
gig von der Dosis, eine "Entziindung" durch die Strahlen-
wirkung, gekennzeichnet von starker Hyper#mie der Sinus und
Verquellung des mesenchymalen Stromas, die spdter 1in den
betroffenen Bezirken in eine Aplasie der blutbildenden Zellen
mit Substitution durch Fettzellen {iibergeht. Die Strahlen-
sensibilitdt scheint dabei in folgender Weise abzunehmen:
leukopoietische Zellen > erythropoietische Zellen > Mesen-
chymzellen (Stroma), da in der zeitlichen Abfolge zundchst
noch erythropoietische Inseln persistieren. Das Knochen-
markstroma bleibt selbst 1in stark belasteten Bereichen
bestehen wund bildet 1im Verlauf des Wachstums die Grundlage
der Neubesiedlung der jungen Metaphyse mit blutbildenden
Zellen. Aus Untersuchungen von Schoeters und van den Heuvel
(Schos85, Heu85) geht hervor, dapf die Proliferationsakti-
vitdten von Mesenchymzellen (CFUs) wund leukopoietischen
Zellen (CFUc) sich durch innere Bestrahlung mit 241Am in
Abhé@ngigkeit von der Mikroverteilung der Dosis und der
Knochenstruktur der Entnahmestelle vermindern, bzw. daf
Stromazellen nach Strahlenexposition die Proliferation und
Differenzierung der weifien Zellinien nicht mehr vollsténdig
unterstiitzen. Somit sind die Knochenmarksschiéiden wahrschein-
lich nicht ausschlieflich auf direkte Strahlenwirkung,
sondern auch auf Veridnderungen der Regulationsmechanismen der
Knochenmarksproliferation zuriickzufiihren. Die Verinderung der
Blutzellzahlen, insbesondere der weiflen Blutkorperchen,
grinden sich somit moglicherweise ebenfalls auf funktionelle
Storungen der Knochenmarksregulation, da sie sowohl bei
morphologisch weitgehend intaktem (bei jugendlichen Tieren)
als auch bei zum groBen Teil zerstortem Mark (jung-erwachsene
Tiere) nachzuweisen 1ist. In der mit 222kBq am hochsten
belasteten Gruppe der jung-erwachsenen scheint das Knochen-
mark weitergehend geschiddigt =zu sein, da sich die Zahl der
Leukozyten im peripheren Blut hier bis zum Ende des Versuchs-
zeitraumes nicht erholt hat.

Die komplexen rdumlichen und physiologischen Wechselwirkungen
von Knochengewebe und Knochenmark wurden jlingst von Vaughan

(Vau81) in einer {Ubersicht dargestellt und sind weiterhin
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Gegenstand intensiver Forschungsarbeit. Wihrend die mononu-
kledre Abstammung der Zellen des Knorpel- und Knochenabbaus
noch sehr kontrovers diskutiert wird (Hor85, Zal85), scheint
gesichert, daf die Zellen der Knochenbildung mesenchymalen
Ursprungs sind, d.h. dem Knoéhenmarksstroma entspringen. Dies
bestdrkt den Autor in der Ansicht, daB die peritrabekuldren
Fibrosen an den hochbelasteten Trabekeln zumindest teilweise
vom Knochenmarkstroma mitgetragen werden.

Die auffallend starke Himosiderose in den ver&dnderten
Knochenmarksbereichen mit teilweise sehr groBen Granula,
welche auch mit Aktivitdt beladen waren, wurde auch bei Beno
im Mark mit Plutonium behandelter Kaninchen gefunden (Ben68).
Er versuchte nachzuweisen, daf der Grad der Himosiderose von
der Stdrke der inneren Bestrahlung abhingt. In der Einlage-
rung von Aktivitdt in das Hamosiderin zeigt sich weiterhin
nochmals der enge physiologische Zusammenhang zwischen
Knochen und Knochenmark in Hinsicht auf die Knochenresorption
und den Abtransport resorbierten Materials iiber mononukledre
Zellen (Pri80). Diese sind auch mafBgeblich an der Entstehung
von Hi@mosiderin beim Abbau der durch die Strahlung geschid-
digten erythropoietischen Zellen beteiligt. Zus&tzlich wird
die grofBe Affinitdt von Plutonium zu eisenbindenen Proteinen
deutlich.

Fiir die Tumorinduktion ist meiner Meinung nach die vor allem
bei den jung-erwachsenen Tieren ausgepridgte, qualitativ fest-
zustellende Anderung der Population der Knochenoberfldchen-
zellen in Richtung Mesenchymzellvermehrung bis hin zur peri-
trabekuldren Fibrose von grofBer Bedeutung. Ein solches Ver-
halten bewirkt die vermehrte Strahlenexposition pluripotenten
Zellmaterials, mit der Moglichkeit der Transformation proli-
ferationsaktiver Populationen. Leider sind die Literaturdaten
zur Strahlenkarzinogenese durch Plutonium und andere Aktini-
den bei der Ratte spéflich, und es gestaltet sich vor allem
recht schwierig auf dosimetrischem Niveau Vergleiche zu
ziehen, selbst wenn man die Feinverteilung der Nuklide unbe-
ricksichtigt 188¢t.

Volf (Vol79) hat dies anhand von Literaturdaten (Sin76,

Mah75) versucht, wobei im Hinblick auf vorliegende Arbeit




sich als wesentliche Punkte die um den Faktor 2 hohere abso-
lute Tumorinzidenz bei "erwachsenen" minnlichen Ratten und
die in dieser Gruppe um den Faktor 4 hohere Dosisleistung
gegeniiber jugendlichen Tieren, bei Verabreichung derselben

Aktivitdtsdosis pro kg Korpergewicht hervorheben lassen.
4.3.2 Bewertung der quantitativen‘Béfunde
4.3.2.1 Zur Genauigkeit der Methodik

Am Beginn dieses Kapitels soll zunichst auf die Genauigkeit
und Bedeutung der histomorphometrischen Methodik eingegangen
werden. Der Zweck solcher Untersuchungen besteht einerseits
darin, Eindriicke des Betrachters zu objektivieren (z.B. den
Schwund der Trabekelmasse), andererseits nicht sofort auffidl-
lige Verdnderungen sichtbar zu machen.

Zwei Punkte, die wesentlich zur Qualitidt der Ergebnisse bei-
tragen, sind hierbei die Genauigkeit der Mefmethodik und die
Subjektivitdt des Untersuchenden (Mal82, Com86). Der erste
Punkt hingt weitgehend von der zur Verfiigung stehenden gerdt-
lichen Einrichtung ab und ist innerhalb eines Labors ohne
grofe Bedeutung. Aus dem zweiten Punkt ergeben sich Differen-
zZen zZzwischen einzelnen Messungen desselben Untersuchers
(intra observer error) bzw. zwischen den Messungen verschie-
dener Untersucher des gleichen Labors (inter observer error).
Die GropBe dieser Abweichungen hingt zusdtzlich von dem zu
bestimmenden Merkmal ab.

In dieser Arbeit wurde der intra observer error durch Ver-
gleich =zweier Messungen der gleichen Pridparate zu verschie-
denen Zeitpunkten, der inter observer error durch Vergleich
der Messungen gleicher Pridparate durch den Autor und eine
technische Assistentin bestimmt. Es zeigte sich, dap fiir die
statischen Parameter wie Knochenumfang und -fl&dche beide
Arten von Fehlern geringer waren (zwischen 5% und 15% mittle-
re Abweichung) als fiir die dynamischen, bei welchen vor allem
der Umfang der markierten Resorptionslakunen hohe Fehler (bis
* 200% inter observer error bei ungeiibtem Betrachter) auf-

wies.




Trotzdem erwies sich die quantitative Methodik als fahig,
insbesondere hinsichtlich der dynamischen Morphometrie,

funktionelle Abldufe des Knochenstoffwechsels besser Zu

erfassen. Der Vergleich von Daten verschiedener Labors
untereinander wird jedoch, bis 2zur Vereinheitlichung der
morphometrischen Methodik und Parameter, immer schwierig
bleiben.

4.3.2.2 Parameter des Lingenwachstums

Das Lingenwachstum des distalen Femur, der hier stellvertre-
tend fir die anderen Knochen steht, welche hauptsdchlich aus
Epiphysenfugen wachsen, wird durch vorliegende injizierte
Aktivitdtsdosen kaum beeintrdchtigt. Statistisch nachweisbare
Verminderungen der Wachstumsrate gibt es nur vereinzelt und

initial bei den hther belasteten jung-erwachsenen Tieren.

Auch Pomsl (Pom74) fand bei Verabreichung vergleichbarer
Dosen 227Thorium (185kBq/kg) an mdnnliche MHuse keine Wach-
stumsriickstidnde, wohl aber bei Behandlung von weiblichen
Tieren. Lidngle hingegen (L#n87) stellte bei den jugendlichen
Tieren durch Lingenmessung des gesamten Femur einen Wach-
stumsriickstand fest, der durch Berechnung des mittels der
Fluoreszenzmethode bestimmten kumulativen Wachstums nicht zu
verifizieren war. Es zeigte sich dabei weiterhin, daf das
Lidngenwachstum des Femur nahezu vollstdndig aus der distalen
Epiphysenfuge erfolgt.

Diese nur geringe Storung der Wachstumsrate ist fiir die
Feinverteilung des Nuklides, fiir die Dosisverteilung und
somit fiir die Schadensverteilung am Knochen und im Knochen-
mark der Metaphysen von vorne schon betonter eminenter
Bedeutung. Ein Vergleich des kumulativen Lingenwachstums mit
den Abstdnden von Aktivitdts—- und pathologischem Knochenband
von der Epiphyse zeigt ein Zuriickbleiben der beiden Gebilde
am Ort ihrer anfidnglichen Ablagerung bzw. Entstehung, wobei
sich die Knorpelfuge samt Epiphyse durch das Wachstum davon

entfernt (Tab.23). In diesem Zusammenhang fallen die geringen




Unterschiede zwischen Aktivitdtsbandentfernung von der
Epiphyse und kumulativem Wachstum auf, wihrend das patholo-
gische Knochenband wesentlich nidher an der Knorpelfuge zu:
finden ist. Dies stiitzt die vorne gemachte Feststellung, daf
das Knochenband sich auBerhalb der stark belasteten Metaphy-
senteile erst eine gewisse Zeit nach der Inkorporation
formiert. Aus diesem Grund findet sich in diesen Gebilden
auch nur wenig Radioaktivitidt.

Wie das Liangenwachstum, ist auch die Struktur, aus der es
hervorgeht, die Epiphysenfuge, durch die Einlagerung des
Nuklides nur wenig betroffen. Weder die Breite des Fugen-
knorpels, noch die Hohe der hypertrophischen Knorpelzellen
oder die Knorpelzellproduktionsrate zeigen einschneidende
Verdnderungen.

Am Ende dieses Kapitels soll nun noch der Vergleich der bei
den Kontrolltieren ermittelten Werte der behandelten Para-
meter mit Daten aus der Literatur stehen, da es von grofer
Bedeutung fiir alle den Knochen betreffenden Untersuchungen
ist, zunichst die physiologischen Werte der Knochenent-
wicklung zu kennen. Leider fanden sich hierbei keine Angaben
iiber den Femur von Ratten, da solche Untersuchungen vor allem
an der Tibia vorgenommen wurden, so dafB fiir diesen Knochen
eine groBere Anzahl von Publikationen vorliegen. In den
Tabellen 24 und 25 wurden die Werte der Lingenwachstumsrate
und Knorpelfugenbreite der proximalen Tibia von verschiedenen
Autoren fiir minnliche und weibliche Ratten aufgelistet und
den eigenen Ergebnissen gegeniibergestellt. Es zeigt sich, daf
die Knorpelfuge des distalen Femur etwas midchtiger angelegt
ist, und daf seine Wachstumsrate derjenigen der proximalen
Tibia weitgehend entspricht. Auch bei den Knorpelzellpara-
metern findet sich solche Gemeinsamkeit (Uen85, Jee85,
Fur86). Die groBe Schwierigkeit bei der Gegeniiberstellung von
Literaturdaten ist die hdufig mangelhafte Angabe {iiber das
Alter, in Hlteren Arbeiten (Tap66) sogar iiber das Geschlecht
der Tiere. Gerade dies ist jedoch bei jungen, schnellwach-
senden Tieren, wie sie in der Regel zu Versuchzwecken heran-

gezogen werden, von grofBer Bedeutung.




4.3.2.3 Merkmale des Knochenstoffwechsels

Fiir das Verstidndnis der Pathogenese von verschiedenen Kno-
chenerkrankungen ist die quantitative Kenntnis des Knochen-
stoffwechsels von entscheidender Wichtigkeit. Am Menschen
sind in jlingerer Zeit viele Daten der statischen und dyna-
mischen Histomorphometrie mittels Fluoreszenzmarkierung mit
Tetrazyklinen und Beckenkammbiopsie ermittelt worden (Lit.
bei Fro81, Voi84). Dies fithrte im Hinblick auf den Gleich-
gewichtsstoffwechsel des erwachsenen Menschen zum Frost’schen
Modell der Kopplung von Resorption und Knochenbildung in
sogenannten basic multicellular units (BMU) als Stoffwechsel-
pakete iiber dem zelluldren Niveau (Lit. bei Fro84).

Fiir Versuchstiere sind solche Daten in wesentlich geringerem
MaBe erhoben. Kimmel (Kim82) hat in einer umfangreichen
Arbeit den Knochenumsatz in verschiedenen Bereichen des Ske-
letts von jung-erwachsenen Beagle-Hunden untersucht. Er
stellte fest, daB das Skelett sich in Bereiche hohen und
niedrigen Stoffwechsels einteilen la8t, und daf selbst in
einem Knochen verschiedene Teile sich in ihrem Umsatz unter-
scheiden. Diese Veroffentlichung lieferte auch die Grundlagen

der hier eingesetzten rechnerischen Stoffwechselschdtzungen.

In bezug auf den Stoffwechsel der Spongiosa im Rattenskelett
sind bisher nur wenige Untersuchungen an verschiedenen Kno-
chen gemacht worden (Tra82, Bar84, Son85). Die beiden erst-
genannten Autoren finden dabei auch Hinweise auf oben
beschriebene Form des an BMUs gebundenen Knochenumbaues. Ein
solches Verhalten konnte in den hier untersuchten Knochen
nicht festgestellt werden, da es sich in dieser Arbeit um
relativ junge Tiere mit noch starkem Zuwachs an Knochenmasse
handelte. Auch Frost (Fro81) selbst bezweifelt das Vorhanden-
sein von BMUs in kleinen Labortieren. Deren Knochen unterlie-
gen lange Zeit der Knochenformung (modeling), insbesondere
auch in den Altersstufen, in welchen sie zu Versuchen heran-
gezogen werden. Dabei findet iiber grofBe Perioden an bestimm-
ten Stellen nur Knochenanbau, in anderen Bereichen -abbau

statt (Par84). Aus den selbst gewonnenen Daten fiir Femur-
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epiphyse wund Lendenwirbelkorper der Kontrolltiere (Tab.22)

geht hervor, dap

1) das Trabekelvolumen und die innere Oberfldche zwischen
7. und 9. Lebenswoche wesentlich ansteigen, ab der 9.
Lebenswoche jedoch ziemlich stabil bleiben;

2) die spezifische Oberfliche stetig leicht abnimmt. Dies

ist Ausdruck einer Zunahme der Breite der
Knochenbidlkchen mit zunehmendem Alter der Tiere
(Pol84);

3) die Werte der Merkmale der dynamischen Morphometrie
sich mit fortschreitendem Alter stetig verringern,
wobei die Knochenbildungsrate einer einfachen
(r=-0,842), die Mineralisationsrate einer

Potenzfunktion (r=-0,881) folgt.
Im Vergleich der beiden Knochenteile zeigen sich nur grofere
Unterschiede der Oberflidchen. Hier weist die Femurepiphyse
geringere Werte auf.
In der Literatur finden sich fiir die oben aufgefiihrten Merk-
male nur wenige vergleichbare Daten. Sontag (Son85)
beschreibt ebenfalls eine Abnahme der spezifischen Oberfliche
bei Zunahme des Knochenvolumens in der Epiphyse, wobei die
absoluten Werte jedoch die in dieser Arbeit gefundenen iiber-
schreiten. Auch das Verhalten der Knochenbildungsrate ist mit
dem hier beschriebenen im Einklang. Fiir die Mineralisations-
rate des trabekuldren Knochens sind in Tabelle 26 die Ergeb-
nisse verschiedener Autoren im Vergleich zu den eigenen
Ergebnissen zusammengefaft.
Stellt man nun die Befunde der Kontrolltiere denjenigen der
mit Plutonium behandelten gegeniiber, ergibt sich folgendes
Bild:
Es kommt weitgehend unabhidngig von den hier angewandten
Aktivitdsdosen 2zu einem Verlust trabekuldiren Knochens, d.h.
zu einer Osteoporose, welche einhergeht mit einer Verminde-
rung der inneren Oberflache.
Da sich diese beiden Parameter gleichzeitig und gleichsinnig
dndern, gibt es hinsichtlich der spezifische Oberfldche nur
geringe Unterschiede zwischen aktiven und Kontrolltieren,

d.h. die Feinheit der Trabekelstruktur bleibt erhalten und es




kommt nicht zur Verplumpung der Knochenbilkchen, wie andere
Autoren es (fiir meist wesentlich hohere Aktivitidtsdosen) fan-
den (Pol76, Pol84).

Dieses Verhalten der statischen Parameter l&Hf8t sich schliissig
aus den Verdnderungen der dynamischen Merkmale herleiten. So
Zzeigte sich, daf der Knochenanbau, vertreten durch die
doppelt markierte Oberfldche (DO%), die Mineralisationsrate
(MR) und die Knochenbildungsrate (KBR) bei den wuntersuchten
aktiven Tieren eine leichte Steigerung erfiahrt, widhrend die
osteoklastische Aktivitidt sich wesentlich mehr erhoht. Insge-
samt resultiert aus dieser allgemeinen Stoffwechselaktivie-
rung also ein Netto-Knochensubstanzverlust der Spongiosa. Ob
diese Steigerung des Knochenumsatzes durch Aktivierung der
Zelleistung oder durch erhdhte Proliferationsaktivitidt ge—
schieht ist unklar. Daf es sich hierbei um einen Strahlungs-
effekt handelt, diirfte unbestritten sein, da die verabreichte
Masse des Nuklides (16 bzw.48 pg/kg) HduPerst gering ist.
Andere, nicht radioaktive Metalle wie Aluminium (Ver85a),
Eisen (Ver85b) oder stabiles Strontium (Mar85) iiben durch
Einbau in die Knochensubstanz ebenfalls Effekte auf die
Knochenbildung und Mineralisation aus, wobei wesentlich
hohere Konzentrationen des Metalles notwendig sind um Veridn-
derungen zu erzeugen und auch kein gemeinsames Reaktions-
muster des Gewebes mit den hier vorliegenden Ergebnissen
erkennbar wird.

Insgesamt entsteht der Eindruck, daB das Knochengewebe ver-
sucht, durch die Aktivierung des Stoffwechsels und die
Mechanismen der Begrabung und der Resorption den Strahler von
seinen kritischen Zellpopulationen zu entfernen. Wo ihm dies
nicht schnell genug gelingt, bilden sich morphologische Scha-
den aus, welche eher das Gegenteil bewirken. Weiterhin fihrt
dieses Verhalten zu einer stidrkeren Belastung des Knochen-
markes, in dem das mobilisierte Nuklid kumuliert.

Ob die Regulation dieser Vorginge lokal oder systemisch ge-
schieht bedarf weiterer Aufklidrung. Es widre vorstellbar, dap
strahlenbedingte entziindliche Effekte am Knochenmark durch
Freisetzung von Mediatoren den Knochenstoffwechsel auf beide

Arten beeinflussen. So fand Minne (Min84) bei auch nicht mit




dem Skelett assoziierten Entziindungen einen Knochenschwund.
Un diese Unklarheiten auszurHdumen, miissen weitere detaillier-
te Studien, insbesondere der hormonellen Situation und der
Zellkinetik des Knochengewebes nach Nuklidinkorporation in

Angriff genommen werden.

4.3.2.3 Zellzdhlung in der Metaphyse

Die Bestimmung der Knochenzellpopulation im distalen Bereich
der Metaphyse konnte die qualitativ gewonnenen Eindriicke ei-
ner initialen Erhohung der Osteoklastenzahl nur unterstiitzen
aber nicht statistisch sichern. Es zeigte sich auch, daB zu
friihen Zeitpunkten nach der Inkorporation die Osteoblasten-
und Mesenchymzellzahlen der untersuchten Region leicht abnah-
men. Dies bedeutet, daB letzgenannte Zellgruppen eine grofere
Strahlensensibilitdt aufweisen als die Klasten, die eher
invers reagieren. Die Aktivierung des Knochenabbaus deutet
auch hier darauf hin, daB das Gewebe versucht durch Verstir-
kung eines physiologischen Vorganges (Abbau des Knochens der
distalen Metaphyse) die Radioaktivitdt zu dekorporieren.

Weiterhin war eine altersabhédngige Abnahme der Osteoblasten-
zahl gekoppelt mit der Zunahme mesenchymaler Zellen festzu-
stellen. Dies steht im Einklang mit der sukzessiven Verringe-
rung von Knochenwachstum und -stoffwechsel, wie sie durch die

Vitalmarkierung nachgewiesen werden konnte.
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5. Zusammenfassung

Durch den verbreiteten Einsatz von Kernkraftwerken zur Dek-
kung unseres Energiebedarfes entsteht neben anderen strahlen-
den Restprodukten auch das Element 239Plutonium, welches,
nach weiterer Aufbereitung, fiir verschiedene Zwecke technolo-
gisch genutzt werden kann. Die Inkorporation dieses alpha-
strahlenden Nuklids stellt ein groBes gesundheitliches Risiko
dar. Insbesondere bestehen die SpHtfolgen der Aufnahme klei-
ner Mengen in der Entwicklung von strahlenbedingten Geschwiil-
sten, vor allem von Osteosarkomen. Diese Arbeit beschreibt
die noch wenig untersuchten friihen Knochenveridnderungen nach
Verabreichung solch kleiner, optimal kanzerogener Plutonium-
mengen bei Ratten in Abhdngigkeit von der aufgenommenen Akti-

vitdt und dem Alter der Tiere bei Inkorporation.

Zu diesem Zweck wurden geeignete histologische Methoden der
Bearbeitung des unentkalkten Knochengewebes, sowie fiir Far-
bung und Autoradiographie der Knochenschnitte eingefiihrt bzw.
adaptiert. Das Knochenwachstum und der Knochenstoffwechsel
wurde mittels Vitalmarkierung mit Calcein sichtbar gemacht.
Fiir die histomorphometrische Quantifizierung der Knochen-
struktur und des Knochenumsatzes wurde ein halbautomatisches
System mit Digitalisierer und Minicomputer samt Programmen

realisiert.

In Hinsicht auf die Nuklidretention und Dosimetrie =zeigte
sich, daf die dlteren Tiere mehr Plutonium im Skelett zu-
rickhiel ten, sich die Nuklidkonzentrationen analog der
Zunahme der Knochenmasse in beiden Altersgruppen unter-
schiedlich verhielten, daB jedoch letztlich die dlteren Tiere
trotz {iibereinstimmender injizierter Aktivitdt pro Gewichts-
einheit im Vergleich 2zu den jugendlichen Tieren eine fast
dreifache Strahlenbelastung hinnehmen muBten. Auch konnten
autoradiographisch deutliche Unterschiede der rZumlichen
Nuklidverteilung zwischen den beiden untersuchten Alters-

gruppen nachgewiesen werden.




Qualitativ fapBbare histopathologische Befunde am distalen
Femur und Lendenwirbelksorper reichten von osteoporotischen
Verdnderungen der Spongiosa bis hin zu schweren Stdorungen der
Knochenstruktur im Bereich der Femurmetaphyse, peritrabeku-
lairen Fibrosierungen sowie Aplasie und Himosiderose des Kno-
chenmarks, wie sie bei Nukliddosen dieser GroBenordnung
bisher nicht beschrieben wurden. Sie waren deutlich von der
Strahlendosis im Knochen und vom Alter der Versuchstiere, das

den Verteilungsmodus des Nuklides bestimmte, abhingig.

Der Entstehungsmechanismus der Knochenstrukturveridnderungen
konnte durch Einsatz von Vitalmarkierungsmethoden gekl&drt
werden. Die statische und dynamische Morphometrie zeigte
keine wesentliche Beeinflussung des Lingenwachstums und der
Epiphysenfugen des Knochens durch die verabreichten Aktivi-
tdtsmengen. Die Entstehung des Knochensubstanzverlustes
konnte einer Steigerung der Knochenresorption bei unvermin-
derter, eher leicht erhohter Knochenbildung zugeordnet
werden. Die quantitativen Untersuchungen der Zellpopulation

der distalen Femurmetaphyse deuten in die gleiche Richtung.

Durch die innere Bestrahlung ergibt sich also eine Erhohung
der Stoffwechselaktivitdt des Knochens bzw. verdndert sich
seine Zellpopulation und diejenige des Knochenmarkes in Rich-
tung auf die Vermehrung mesenchymaler Zellen. Beide Faktoren
vergrofern die zur Bestrahlung verfiigbare sensitive und
transformierbare Population wenig differenzierter Zellen.
Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit einer malignen Entartung

bei diesen optimal kanzerogenen Dosen.




Summary

The broad application of nuclear power to supply electric
energy brings up many problems concerning radioactive wastes.
239P1utonium is one of these by-products of nuclear industry
which may be used in technical amounts after reprocessing in
special facilities. Contamination with this aq-emmitter re-
presents a considerable risk. Incorporation of the nuclide
especially in low doses causes bone tumour development as a
late effect.

This work describes the poorly investigated early bone chan-
ges in rats after injection of such low, optimal carcinogenic
amounts of 239Pu (37 - 111kBq/kg) and their dependence on the

age of the animals at time of incorporation.

Convenient histological methods for embedding, cutting and
staining undecalcified bone as well as autoradiographic pro-
cessing have been developed or adapted. Bone growth and meta-
bolism have been visualized by vital staining with Calcein
fluorescent dye. Histomorphometric quantification of bone
structure and modeling was done by means of a semi-automated

system with digitizer and minicomputer.

The experiments revealed that the retention of the nuclide
was higher in elder animals and that there was a difference
in behaviour of nuclide concentration according to the faster
or slower increase of bone mass in young or young-adult ani-
mals and in different bones. Lately the skeleton of elder
animals received an about three times higher radiation dose
compared to that of the younger ones at the same amount of
nuclide per bodymass. Big differences in the distribution of
the nuclide could be detected between the two age groups

autoradiographically.

Histopathological findings in the distal half of the femur
and in Jlumbar vertebrae comprised osteoporotic changes of
spongy bone, heavily disturbed metaphyseal structures as well

as peritrabecular fibrosis of bone and aplasia and hemoside-




rosis of bone marrow. There was a marked dependence of the

above features on age and distribution of the nuclide.

Static and dynamic histomorphometry elucidated the mechanisms
-0f induction of changes in bone structure and metabolism.
There was no obvious alteration of growth in length and in
width of epiphyseal plates, but there was a rise in osteo-
clastic activity combined with a stable or slightly increased
bone formation rate in trabecular bone which resulted in
osteoporosis. Quantitative parameters of bone cell population
in the distal metaphysis of the femur pointed in the same

direction.

Thus, the incorporation of these small amcunts of plutonium
causes an increase in metabolic activity of bone and a change
of cell population of bone and bone marrow towards an in-
crease of mesenchymal cells.

Both factors are augmenting the sensitive and transformable
pool of poorly differentiated cells at radiation risk which
increases the probability of malignant transformation at

these optimal carcinogenic dose levels




6. Tabellen und Abbildungen




Tab. 1:

Dosisbereiche und Nuklide,

(wachsenden) Knochen fiihren

Nuklid

die zu histologisch erkennbaren Frithschiden am

Autor Spezies Dosis Grad
s 239
Heller 48 Ratte Pu 4,6MBq/kg sehr stark
3,7MBq/kg LD-50/30d
2,2MBq/kg sehr stark
1,1MBq/kg sehr stark
555 kBq/kg stark
296 kBq/kg stark
Jee’ 62 Hund 239Pu 104 kBq/kg mittelgradig
4,5kBq/kg schwach
Clarke 62 Schwein 239Pu 48 kBq/kg stark
Jee’ 72 Hund 239Pu 0, 6kBq/kg sehr schwach
Pomsl’ 74 Maus 2271y, 1850 kBq/kg stark
185 kBq/kg schwach
Mahlum und Ratte 23%, > 3,3MBq/kg LD-50/30d
Sikov’74 °76 3.0MBg/kg -
222 kBq/kg
Polig’76 Ratte 241 4 1,1MBq/kg stark
Moskalev’79 Ratte 237Np 185 kBq/kg iv stark
185 kBq/kg itr jmittelgradig
74 kBq/kg itr |mittelgradig
111 kBq/kg -
0,2kBq/kg tgl.|stark
Priest’83 Ratte 241\ m 10 kBq/Ratte |kein Schaden
1,9kBq/Ratte kein Schaden
iv = intraven®s; itr = intratracheal; tgl. = tdglich




Tab. 2: Nuklidretention in Leber und Nieren von jugendlichen und jung-erwachsenen minnlichen

Ratten nach Inkorporation verschiedener Mengen 239Pu
Tage nach Injektion T 14 28 56 112
jugendliche 1x111kBq/kg 8,030,776 4,604£0,17 2,8610,16 1,68740,26 1,9940, 44
jung-erwachsene 1x222kBq/kg 2,064+£0,34 1,421+0,10 1,5940,11
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 3.5310,69 1,95+0,12 1,5840,17 1,3840,11 a)
jung-erwachsene 1x.37kBqg/kg 4,78+0,64 2,02+0,23 1.5340,12 Leber
jugendliche 3x 37kBq/kg 4,854+0,62 2.18%0,67 1,3940.23
jung-erwachsene 3x 37kBq/kg 2,5610,34 1,5140,25 1.6840,26 $
i
jugendliche 1x111kBq/kg 0,58+4£0,08 0.53+£0,02 0.2540,002| 0,314£0,03 0,3010,002
jung—-erwachsene 1x222kBq/kg 0,32+0,03 0,2240,01 0,2610,01
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 0,5440,02 0,3840,01 0,23%0,02 0,26+0,02
jung—-erwachsene 1x 37kBq/kg 0,8840,05 0,60+0,03 0,414+0,01 Nierenb)
jungendliche 3x 37kBq/kg 0,38+0,03 0,35+0,02 0,32+0,03
jung-erwachsene 3x 37kBq/kg 0,5140,04 0,2940,04 0,304£0,02

% der injizierten Dosis;

und Gruppe

a) von ca 3g Leber auf Gesamtleber extrapoliert; b) Wert einer Niere x2

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes von 3 Tieren pro Zeitpunkt




Tab. 3: Retention von

23

mannlicher Ratten

Tage nach Injektion

9Pu in Femur und drittem Lendenwirbel junger und jung-erwachsener

|
1

7 14 28 56 112

jugendliche 1x111kBq/kg | 2,7440,07 | 2,54+0,11 | 2,58+0,22 | 2,5640,08 | 2,14+0,10
jung-erwachsene  1x222kBq/kg 2,97+0,11 | 2,7440,18 | 2,5340,17
jung-erwachsene  1x111kBq/kg 3,45+0,10 | 3,11£0,06 | 2,8040,08 | 2,5740,10 Femur
jung-erwachsene 1x 37kBqg/kg 3,2540,07 3,314+0,06 2,9040,05

jugendliche 1x111kBq/kg | 0,79+0,02 | 0,7440,01 | 0,7440,05 | 0.69+0,03 | 0,6240,05
jung-erwachsene = 1x222kBq/kg 1,06+0,05 0,93+0,06 1,06+0.05
jung-erwachsene  1x111kBq/kg 1,28+0,02 | 1,0940,03 | 0,93+0,04 | 0,944+0,02 Wirbel
jung-erwachsene  1x 37kBq/kg 1,25+0,04 | 1,0540,03 | 1,03+0,02

jugendliche 3x 37kBq/kg 3,1940,04 | 2,4740,11 | 2,2640,09
jung-erwachsene 3x 37kBq/kg 3,1840,11 | 2,86+0,08 | 2,7840,12 Femur
jugendliche 3x 37kBq/kg 1,03+0,05 | 0,7740,04 | 0,68£0,01
jung-erwachsene  3x 37TkBq/kg 1,2640,01 | 1,1840,11 | 1,04£0,02 Wirbel
% der injizierten Dosis; arithmetischer Mittelwert i+ Standardfehler des Mittelwertes von 3 Tieren

pro Zeitpunkt und Gruppe




Tab. 4: Nuklidkonzentration in Femur und drittem Lendenwirbel jugendlicher und jung-erwachsener

mannlicher Ratten nach Inkorporation verschiedener Mengen 239Pu
Tage nach Injektion 7 14 28 56 112
jugendliche 1x111kBq/kg 5,08+0,27 4,16+0,21 3.21+0,29 2.531+0,12 1,8840,13
jung-erwachsene 1x222kBq/kg 2,79+0,07 2,53+0,10 1,9340,14
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 3,2440,06 | 2,7940,07 | 2,39+0,12 | 2.0740.16 Femur
jung—-erwachsene 1x 37kBq/kg 3,0840,09 2,704+£0,16 2,16+£0,06
jugendliche 1x111kBq/kg 5,8240,04 3,6540,21 2,861+0,14 1,9040,06 1,3640,19
jung-erwachsene 1x222kBq/kg 2,8540,26 2,90+0,09 2,0940,02
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 3,41£0,09 | 2,57£0,23 | 2,43:0.17 | 2,20+0,23 | "irpel
jung—-erwachsene 1x 37kBq/kg 2,7610,22 2,2340,11 2,21£0,10
jugendliche 3x 37kBq/kg 3,63+0,07 2,1240,12 1,82+0,07 Femur
jung-erwachsene 3x 37kBq/kg 2,9940,13 2,63+0,23 2,234+0,10
jugendliche 3x 37kBq/kg 3.21140,03 1,87+0,09 1,49%0,11 Wirbel
jung-erwachsene 3x 37kBq/kg 3.44+0,02 3,254+0,29 2,394+0,12
% der injizierten Dosis/ Gramm Knochenfrischmasse; arithmetischer MittelwertiStandardfehler des

Mittelwertes von 3 Tieren pro Zeitpunkt und Gruppe




Tab. 5: Dosisleistung in Femur und drittem Lendenwirbel jugendlicher und jung-erwachsener

madnnlicher Ratten nach Inkorporation verschiedener Mengen 239

Plutoniums

Tage nach Injektion T 14 28 56 112

jugendliche 1x111kBq/kg 4,83 3.95 3,05 2,40 1,79
jung-erwachsene 1x222kBq/kg 14,22 12,89 9,84
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 8,13 7,00 5,99 5,19 Femur
jung—-erwachsene 1x 37kBq/kg 2.81 2,47 1,99

jugendliche 1x111kBq/kg 5,53 3,47 2,72 1,81 1.29
jung-erwachsene 1x222kBq/kg 14,52 14,78 10,65
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 8,55 6,45 6,10 5,52 Wirbel
jung-erwachsene 1x 37kBq/kg 2,52 2,04 2,01

jugendliche 3x 37kBqg/kg 2,97 1,74 1,49
jung-erwachsene 3x 37kBq/kg 7,74 6,81 5,77 Femur
jugendliche 3x 37kBqg/kg 2,63 1,53 1,22 Wirbel
jung-erwachsene 3x 37kBq/kg 8,90 8,41 6,18

Berechnet in cGy/d (rad/d) aus den Mittelwerten der Nuklidkonzentration (s. Abschnitt 2.3)




Tab. 6: Kumulative Strahlendosen in Femur und drittem Lendenwirbel jugendlicher und jung-erwachsener

Werte in cGy (rad); Berechnung

siehe Abschnitt 2.3

miannlicher Ratten nach Inkorporation verschiedener Mengen 239Pu
Tage nach Injektion 7 14 28 56 112
Tiergruppen Knochen
jugendliche 1x111kBq/kg 33.8 64,6 113.,6 189.9 307,2
- jung-erwachsene 1x222kBq/kg 398,2 759,1 1310,1
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 113,8 219.7 401,5 714,5 Femur
I
jung-erwachsene 1x 37kBq/kg 39,3 76,3 138,7 ®
l
jugendliche 1x111kBq/kg 38,7 70,2 113.,5 177.0 263,8
jung—-erwachsene 1x222kBq/kg 406,6 820.4 1416,8
jung-erwachsene 1x111kBq/kg 119,7 224,7 400, 4 717.5 Wirbel
jung-erwachsene 1x 37kBq/kg 35,3 67,2 123.9




Tab. 7: Wirkung der Dekorporationstherapie mit Zn-DTPA im Trinkwasser auf Retention und

Nuklidkonzentration von 239Pu in Femur und drittem Lendenwirbel junger und jung-

erwachsener mannlicher Ratten.

Retention Konzentration
jugendliche 71.3 74,7
jung-erwachsene 78,8 73.5 Femur
jugendliche 61,8 63,7
jung-erwachsene 92,3 82,4 Wirbel

inkorporierte Aktivitdtsmenge 3x37kBq(3x1uCi)/kg KG;

% der unbehandelten Kontrolltiere




Tab. 8: Verschiedene klinische Parameter jugendlicher minnlicher Ratten

nach Inkorporation von 9Plutonium

Inkorp. d nach Erythrozyten Leukozyten Alkalische Korpergewicht
Strahlenmg. | Inj. X 106/ul X 103/u1 Phosphatase U/1 g

1x111kBq/kg 7 3; 4,27 £ 0,54 3; 5,64 £+ 2,50 3; 598,9 #151.1 3; 180.3 £ 15,2
Kontrolle 3; 4,22 £ 0,49 3; 4.97 £ 0,44 3; 611,0 +£168,9 3; 191,7 £ 11,6
1x111kBq/kg 14 3; 4.96 + 1,04 3; 3,98 + 0,28 3; 517,7 £ 54.8 3; 222,3 £+ 9,1
Kontrolle 2; 4,81 £ 0,72 2; 8,43 £ 1,29 2; 523,2 £144.7 2, 231,5 £+ 9,2
1x111kBq/kg 28 3; 3,82 & 0,29 3; 6,24 £ 0,51 3; 397.5 £ 46.6 3; 315,0 £ 16,0
3x 37kBq/kg 3; 4,07 £ 0,18 3; 6,97 £ 1,74 3; 441,0 %+ 60.7 3; 346,3 £ 2.9
Kontrolle 2; 5,27 £ 1,66 2;10,91 £ 2,54 2; 399,1 %+ 12,2 2; 313,0 £ 21,2
1x111kBqg/kg 56 3; 4,12 £ 0,01 3; 5,23 £ 1,33 3; 188,0 % 51.6 3; 392,3 + 35,6
3x 37kBq/kg 3; 4,74 £+ 0,28 3; 5.37 £ 0,89 3; 152,1 £ 46.8 413,3 £+ 18.5
Kontrolle 3; 4,28 £ 0,83 3; 6,96 £ 0,38 188,3 £ 11.86 395,7 + 61,0
1x111kBq/kg 112 3; 4,50 £ 0,55 3; 4,49 £ 0,70 3; 184.,7 + 27.6 3; 457,3 %+ 45.6
3x 37kBg/kg 3; 4,12 £ 0,24 3; 4,49 £ 0,70 3; 135,1 £ 11.0 3; 533,0 + 39,2
Therapie 3; 5,06 &£ 0,28 = 3; 3,20 + 1,42 3; 149.,8 £ 15,7 3; 502,0 £ 62,6
Kontrolle 4; 3,77 £ 0,73 4; 3,65 £ 1,80 4; 139,9 £ 13.6 4; 501,3 £ 57.5

Mittelwerte + SD; Zahlen vor
% statistische Signifikanz p

dem Semikolon entsprechen dem Stichprobenumfang

< 0,05; Therapie =

3x37kBq mit Zn-DTPA im Trinkwasser




Tab. 9: Verschiedene klinische Parameter jung-erwachsener minnlicher Ratten

die 1x37kBg-Gruppe gegen Kontrolle II,

die restlichen Gruppen gegen Kontrolle I

nach Inkorporation von 9Plutonium
Inkorp. d nach |Anz. Erythrozyten Leukozyten HZmoglobin Alkalische Korpergewicht
Strahlenmg. Inj. |Tiere| x 106/u1 X 103/u1 konz. gr/dl Phosphatase U/1 g
1x 37kBq/kg 14 4 4,35 + 0,39 4,99 + 1,78 17,2 + 1,9 193,9 +118.1 (a})| 366.3 £+ 7,8
1x111kBqg/kg 3 3.66 + 0,473 4,01 £ 0,29x% 13,1 + 0,1 286,3 %147.1 386,0 + 25,2
Kontr.I 3 4,59 £+ 0,28 7,21 £ 0,33 15,0 £ 0,5 181,7 + 16,8 387,.7 + 31,6
Kontr.II 4 4,78 + 0,39 8.24 + 1,03 18,1 + 1.4 281,33 + 63,8 372,0 £ 31,0
1x 37kBq/kg 28 4 4,44 + 0.33 4,56 £ 0,71 15,7 £ 1.0 184,0 + 60,7 437,5 + 14,1
1x111kBqg/kg 3 4,11 + 0,01 3,37 £ 1,06 14,3 £ 1,1 186,1 + 21,8 427,0 £ 36,6
1x222kBq/kg 2 3,61 + 0,29 1,91 £ 0,93 12,7 £ 0,3%{ 250,7 + 28,9 395,5 + 13,4
3x 37kBq/kg 3 4,18 + 0,16 2,10 £ 0,373 13,8 £ 0,2 172,7 + 71,6 424 .0 + 30,5 L
Kontr.I 3 4,81 £+ 0,46 8,01 £+ 2,53 15,3 £ 0.4 212,5 £ 49,5 417,0 £ 38,1 ~
Kontr.II 4 5,31 + 0,66 8,44 + 2,32 16,5 £ 1,9 178,6 £ 52,9 420,33 + 33,4 1
1x111kBq/kg 56 3 4,20 £ 0,47 2,43 + 1,29 13,7 £ 0,4 173,6 £ 33,1 485,7 £ 33,9
1x222kBqg/kg 3 3,68 + 0,26 1,59 £ 0,80% 13,6 £ 0,6 214,2 £ 71,7 489,0 + 67,6
3x 37kBq/kg 3 3,95 + 0,07 3,48 + 1,16 12,8 + 1,3 121,9 £ 21,4 463,7 £ 57,8
Kontr.I 3 3.70 £ 0,35 6,59 + 2,84 14,7 £ 0,8 132,1 + 24,7 450,3 + 31,3
1x111kBq/kg!l 112 3 2,49 + 0,33 4,97 + 1,93 12,8 + 0,5 145,2 £ 46,7 527,0 £ 70,8
1x222kBq/kg 3 3,20 £+ 0,21 1,80 £ 0,43 12,8 £ 0,2 163.6 £ 22,9 499,7 + 12.5
3x 37kBq/kg 3 3,03 £ 0,16 3,32 £ 1,73 13,3 £ 0,3 184,7 + 58,7 527,3 + 18,8
Therapie 3 2,78 £ 0,41 2,86 + 0,85 12,5 £ 0,5 128,7 + 33,3 562,00 + 7.9
Kontr.I 3 2,85 + 0,31 3,79 £ 1,71 13,5 £ 0,9 125,9 £ 30,5 562,3 + 16,6
Mittelwerte + SD; (a) nur 3 Tiere ausgewertet; % statistische Signifikanz p < 0,05, getestet wurde



Tab. 10: Abstidnde des metaphysdren Aktivititsbandes und des Knochenbandes von der Epiphysenplatte
bei jugendlichen und jung-erwachsenen mdnnlichen Ratten (mm)

Tage nach Injektion

Aktivitdtsband jugdl.

3x 37kBq/kg
Ix111kBq/kg

Aktivitdtsband erw.

3x 37kBq/kg
1x 37kBq/kg
I1x111kBq/kg
1x222kBq/kg

Knochenband

3x 37TkBq/kg
Ix 37kBq/kg
1x111kBqg/kg
1x222kBq/kg

erw.

14 28 56 112
2,5%() 7.3%()

2,810,6 6.540, 4 9,640,2 10,841,2
1,240,1 2,540, 1 4,040,2

1,340,1 2,240, 4 3,040, 4

1,5%0,3 2,440, 1 3,740,3 4,740,8
2,240,1 3,441,6 4,840, 1
0.810,3 1,430,1 2,740, 1

0,7+0,1 1,440,3 2,240,3

1,040,3 1,640,1 2,440, 1 4,340,6
1.440,1 2,5+1,3 4,140,5

Mittelwerte

S.

zweier Tiere;

() nur 1 Wert pro Gruppe




Tab. 11: Liangenwachstum des distalen Femur jugendlicher und jung-erwachsener mannlicher

Ratten mit und

Tage nach Injektion

ohne innere Bestrahlung durch 239

7

Plutonium (pm/d)

14 28 56 112
Jugendliche Ratten
1x111kBq/kg 290,0+() 250,5%3,5 177.5426,2 62,3+7,2% 19,240,3
Kontrollen 304,14£8,6 272,015,7 143,5+14,8 61,6+3,1% 30,8%4,2
Jung-erwachsene Ratten
3x 37kBq/kg 62,4+ 5.0 27,0+ 1,0 14,1&0,1*
1x222kBq/kg 41.4+12,7 29,9%+13.6 10.545,1
1x111kBq/kg 79,1116.4 44,8+ 5,2* 25,6+ 3,3 19,74+1.3
1x 37kBq/kgb 76,0%10,9 78.3% 6.1 35,3+ 1,6
Kontrolle 1 110.4+ 9.5 68,7+ 1.5 34,5+ 2,8 18,940,1
Kontrolle 2b 86,54+16,5 69,6+ 2.7 36,84+ 1.8

Mittelwerte + SD zweier Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe;

% 3 Tiere pro Gruppe;

separater Versuch mit jung-erwachsenen Tieren

x Signifikanz im t-Test p<0,05

() Wert von nur einem Tier




Tab. 12: Breite der Epiphysenfuge des distalen Femur jungendlicher und jung-erwachsener

madnnlicher Ratten mit und ohne innere Bestrahlung durch 239Plutonium (pum)
Tage nach Injektion 7 14 28 56 112
jugendliche Ratten
1x111kBqg/kg 488,9+20,0 426,1438,9 331.3+21,0 218.14+17.4% 162.5% 9.4
Kontrollen 448,2+46,3 434,9433,9 331,3+35,5 209,3+13,1% 164,5415,8
jung-erwachsene Ratten :
3x 37kBq/kg 247,01+40,9 181,74+12,7 143,1410.8
1x222kBqg/kg 219,1+25,7 157,04£31.9 142,7+ 2.4
1x111kBq/kg 226,6+19,9 227.9+ 3,0 184,33+ 6,1 142.2+ 0,6
Ix 37kBq/kgb 212,5+ 3,9 207.,2424,3 172.,2+ 0.8
Kontrolle 1 303,44+28.,8 237,7+16,3 192,14 5,7 156,3+ 7.3
Kontrolle 2b 215,5+ 8,3 206,0438,0 175,6+31.8
Mittelwerte + SD zweier Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe: & 3 Tiere pro Gruppe:

separater Versuch mit jung-erwachsenen Tieren




Tab. 13: Hohe der hypertrophischen Knorpelzellen der Epiphysenfuge jugendlicher und jung-
erwachsener mannlicher Ratten mit und ohne Inkorporation verschiedener Mengen

239Plutoniums (pm)

Tage nach Injektion

jugendliche Ratten

1x111kBq/kg
Kontrollen

jung—-erwachsene Ratten

1x111kBq/kg
1x 37kBq/kg®
Kontrolle 1
Kontrolle 2%

7 14 28 56 112
29,340.,4 28,6+3.2 22,7%+1,8 17,6+0.,5 13,64£0.8
28,9+2.5 27,2+1,2 22,3%1,5 18,3+1,0 13,540.3

17,010.,1 16,840,1 12,240.8 9,7+0,6
16,810,1 15,940.6 12,4410,8
18,210,8 16,541.,8 13,34+1.3 10,4+1,2
17.840.3 13,6+1.,2 12,7+£0,9

Mittelwerte + SD zweier Tiere pro Gruppe;

a . . .
separater Versuch mit jung-erwachsenen Tieren




Tab. 14: Knorpelzellproduktionsrate jugendlicher und jung-erwachsener minnlicher Ratten

mit und ohne Inkorporation von 239Plutonium (Zellen/sd)
Tage nach Injektion 7 14 28 56 112
jugendliche Ratten®
1x111kBq/kg 9,¢ 8,8 7.8 3.5 1.4
Kontrollen 10,5 10,0 6.4 , 2,3
jung—-erwachsene Ratten
1x111kBq/kg 4,7+1,0 2,840.3 2,6+0,1 2,010,1
1x 37kBq/kg” 4,940.5 4,810,5 9,940,3
Kontrolle 1 6,140.3 4,240,6 2,1+£0.4 1,810,2
Kontrolle 2° 4,5£0,9 5,140,7 2,940, 2

Mittelwerte + SD zweier Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe; 2 berechnet aus den Mittelwerten fir

.. b . . .
Langenwachstumsrate und Knorpelzellhohe; separater Versuch mit jung-erwachsenen Tieren




Tab. 15: Zusammenfassung der Werte von Knorpelfugenbreite, Lingenwachstumsrate, Knorpelzellhohe
und Knorpelzellproduktionsrate des distalen Femur von Kontrolltieren unter der Annahme
einer Altersdifferenz von 4 Wochen

Alter in Wochen » 6 7 9 11 13 17 21 25
Knorpelfuge (um) 448,2 434.,9 331,3 303,4 209,3 192,1 164,5 156,3
215,5 237,7 175,6

206,0
Langenwachstums-— 304,1 272.,0 143,5 110,4 61,6 34,5 30.8 18,9
rate (pm/d) 86,5 68,7 36,8

69,6
Hohe der hyper- 28,9 27,2 22,3 18,2 18,3 13,3 13,5 10.4
trophischen (um) 17,8 16,5 12,7
Knorpelzellen 13.6
Knorpelzell- 10,5 10,0 6.4 6,1 3.4 2,1 2.3 1,8
produktionsrate 4.5 4,2 2,9
(Zellen/d) 5,1

Werte von jugendlichen Ratten: 6., 7., 9.,13.,21. Woche
Werte von Jung-erwachsenen : 11.,13.,17.,25. Woche




Tab.

médnnlicher Ratten mit und ohne Inkorporation von Plutonium (Zellen/mm2

Tage nach Injektion 7 14 28 56

1x111kBq/kg 100,1438,7 155,5+21,5 150,7451,5 75,5+17.7
Osteozyten (OZ)

Kontrolle 116,0+24,5 148,817,0 129,1431,7 116,2+20,8

1x111kBq/kg 123,6+24,4 187,14+20,4 160,3+72,2 45,249,2
Osteoblasten (OB)

Kontrolle 189,5461,3 213,1485,2 145,2166,4 63,7+28.0

1x111kBq/kg 50,5%11,5 86,0+24.,9 71,941.2 50,6+20,1
Mesenchymzellen (MZ)

Kontrolle 72,2+7,7 92,143.,3 71,14£13,2 65,0+£1,3

1x111kBq/kg 88,6+£15,6 53,6+12,0 52,0+42.,8 29,848,7
Osteoklasten (OK)

Kontrolle 63,948,0 59,2415.,5 58,4+22,7 35.043.4

1x111kBq/kg 2,3610, 28 2,1440,20 2,1440,27 2,48+£1,03
Kerne/Klast

Kontrolle 2,07+0,28 2,5240,29 2,0810,14 1,9540,11

1x111kBq/kg 20,940,9 27,8%1.,9 27,416.,9 15,6+1,1
vV %

Kontrolle 20,6+3,4 24,4+2.6 23.147,7 23,.9+1.5

1x111kBq/kg 25,140,9 24,440,8 21,5+1,8 22,145,3
Osp

Kontrolle 30,5+%1,1 27,712, 7 23,7+3.,4 18,840,9

16: Auswertung der Zellpopulation der distalen Femurmetaphyse (sekundire Spongiosa) jugendlicher

ausgewertete Fl&dche)

Mittelwerte £ SD zweier Tiere
pro Zeitpunkt und Gruppe

V % und Osp s. Abschn. 2.7.2




Tab. 17: Knochenzellzahlen korrigiert
OberflZche

nach Volumenanteil und

spezifischer

Tage nach Injektion 7 14 28 56
1x111kBq/kg 474,9 558,9 543, 8 481,1
0Z/V
Kontrolle 562,5 611,3 567,5 485, 4
1x111kBq/kg 23,5 27,6 26,5 13,0
OB/Osp
Kontrolle 30,8 32,3 25,9 14,0 [
&
1x111kBq/kg 16,4 8,0 9,1 8.8 |
QK/Osp
Kontrolle 10.3 8,7 10,6 7.8
1x111kBq/kg 9,6 12,6 12,6 14,9
MZ/0Osp
Kontrolle 11,6 13,7 14,2 14,5

Abkiirzungen siehe Tab.

16



Tab.

18: Statische und dynamische Morphometrie der distalen Femurepiphyse junger minnlicher Ratten

Zeit nach 144 28d 56d4% 1124

Injektion Pu Kontr. Pu Kontr. Pu Kontr. Pu Kontr. Pu prot.
V % 17,7+0,3 |18,4+2,1 |17,5+1,6 [29,1+11,5(21,541,4 |30,949,6 |22,946,6 |36,240,3 19,8&0,6*
0i mm/mm2 2,89+0,0713,38+£0,33 2,6540,014,13+1,4912,704+0,22|4,57+1,26{3,03+0,96]4,924£0,50 2,78%0,15*
Osp mm/mm 16.440,2 }18,540,2 |15,2+1.,4 |14,340,.5 [12,6+0,7 |14,9+1,5 [13,240,4 |13,64£1,0 |14,1%+1.2
DO % 38,3+12,2|37,345,1 |50,6+4,2 [(46,1411,0 30,6i4,6* 13,545,6 |16,0+6,5 [18.445,1 |17,5%0,7
KL % - 14,74+3.,3 8,1+5,2 ]13,34£2.,3 6,7+2,8 8,7i1,2* 2,64+1.,2 7.7i0;6* 5,140,1 7,4%+4,5
MR mm/a 1,33i0,0§ 1,0440,01(0,984+0,080,7610,01 O,66i0,02 0,50+0,01{0,524+0,0410,4140.0110,41%£0,04
KBR %/a 140049 1244+144 9414151 720+122 362455 206148 189448 160+36 15816

Mittelwerte + SD von 2 Tieren:

statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05 oder besser) zu den Kontrolltieren
Tiere mit 1x111kBq/kg Korpergewicht behandelt;

Pu:

2 3 Tiere pro Gruppe

Pu prot.:

Tiere mit 3x37kBq/kg behandelt

Erkldrung der Abkiirzungen der Parameter siehe Abschnitte 2.7.2.3, 3.4.1.5 und 3.4.2.2




Tab.

19: Statische und dynamische Morphometrie des 4.Lendenwirbelkorpers jugendlicher ma@nnlicher

Ratten mit und chne Inkorporation von 9Plutonium

Tage nach Injektion 28 56 112
1x111kBg Kontr 1x111kBq Kontr. 1x111kBgq Kontr. 3x37kBq

V % 21,943.8 29.315,4 19,019.1 32,246,1 15,1%0,3 32,616.,3 17.0+3.,4
0i mm/mm2 4,454+0,83 6,88+0,22 3,72%£1,0 6,83+£0,87 3,31i0,01* ©6,45+0,92 3,47i0,13*
Osp mm/mm 20,3%+0,2 24,0%3.9 20,6+4,5 21,3+1.,3 21,9+0,4 19,8+1,0 20,813.,4
DO % 33,2145,2 29,1£7,.5 23,9i1,3* 7,012,6 13,0%3.3 13,242.,1 13,8%1,5
KL % 9,910,9 6,4+2,2 8,515,2 4,5+1,1 8,7+2,3 4,310,8 ’7,3i0,1*
MR mm/a 1,1240,17 0,68+0,04 0,6310,06 0,454+0,02 0,57+£0,08 0,454+0,06 0,544+0,01
KBR %/a 11274151 8261188 4951145 247429 315489 26414 23815

Mittelwerte ¥ SD von 2 Tieren pro Zeitpunkt und Gruppe

statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05 oder besser) zu dcn Kontrolltieren
Erkldrung der Abkiirzungen der Parameter siehe Abschnitte 2.7.2.3, 3.4.1.5 und 3.4.2.2




Tab. 20: Statische und dynamische Morphometrie des 3. Lendenwirbelkorpers jugendlicher

mannlicher Ratten 8 Wochen nach Inkorporation von

0i mm/mm2

238

Plutonium

Parameter vV % Osp mm/mm DO % KL % MR mm/a BFR %/a
1x111kBq/kg 18,8i2,5* 4,48i0,02* 24,242,8 14,84+4.2 10,5+2,5 0,57+0,04 359+£136
Kontrolle 29,8+3.8 7,014+0,43 23,843,8 15,347 .4 7,9%+1,8 0,514+0,08 378+140
Kontrolltiere n=5; Aktive Tiere n=3; x Signifikanz im t-Test, p<0,05 ‘

Erkldrung der Abkiirzungen der Parameter siehe Abschnitte 2.7.2.3, 3.4.1.5 und 3.4.2.2




Tab. 21: Statische und dynamische Morphometrie des 4. Lendenwirbelkorpers jung-erwachsener

mannlicher Ratten mit und ohne Inkorporation von

9Plutonium

Tage nach Injektion 28 562

1x37kBq Kontr. 1x37kBq Kontr. 1x37kBq Kontr.
V % 26,9%7.,2 27,51+3,4 18,8i2,4* 32,242,9 17,9&1,6* 28,64+5,1
0i mm/mm> 6,03+1,13 | 6,67£0,67 | 4,5440,44° | 6,82+0,48 | 3,8310,15 | 6,6940,91
Osp mm/mm 22,7+1.9 24,3%0,2 24,240,7 21,2+0.,4 21,5+1,6 23.,64£1,3
DO % 11,940,7 17,245,0 16,149,5 14,845.,4 24,414,8 11,446.,8
KL % 8,0£0,17 5,540, 1 9,240,5 4,240,4 9,541,4" 6,840, 4
MR mm/a 0,5910,02 0,464+0,09 0,73i0,07* 0,444+0,01 O,51i0,05* 0,33+£0,01
KBR %/a 550432 5344117 6004+135 404462 427i73* 239154

Mittelwerte £ SD von 2 Tieren pro Zeitpunkt und Gruppe;

2 3 Tiere pro Gruppe

statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05 oder besser)} zu den Kontrolltieren

Erkldrung der Abkirzungen der Parameter siehe Abschnitte 2.7.2.3, 3.4.1.5 und 3.4.2.2




Tab. 22: Zusammenschau der Ergebnisse

der statischen und dynamischen Histomorphometrie

von Femur und Lendenwirbelkorper bei Kontrolltieren verschiedener Versuche unter

der Annahme einer Altersdifferenz von 4 Wochen zwischen jugendlichen und jung-
erwachsenen Tieren

Alter in Wochen

7 e} 11 13 17 21
V % W 29,3 27.5 32,2/32,2 28.6 32,6
F 18,4 29,1 30,9 36,2
0i mm/mm W 6,88 6,67 6,83/6,82 6,69 6,45
F 3,38 4,13 4,57 4,92
Osp mm/mm2 W 24,0 24,3 21,3/21,2 23,6 19,8
F 18,5 14,3 14,9 13.6
DO % W 29,1 17,2 7.0/14,8 11,4 13,2
F 37,3 46,1 13,5 18.4
KL % W 6.4 5.5 4,5/4,2 6.8 4.3
F 8.1 6,7 2,6 5,1
MR mm/a W 0,68 0,59 0.45/0,44 0,33 0,45
F 1,04 0,76 0,50 0.41
KBR %/a W 826 534 2477404 239 265
F 1244 720 206 160
Werte von jugendlichen Ratten: 9., 13., 21. Woche
Werte von jung—-erwachsenen Ratten: 11., 13., 17. Woche

Erkldrung der Abkiirzungen der Parameter siehe Abschnitte 2.7.2.3, 3.4.1.5 und 3.4.2.2

— 00} —



Tab. 23: Vergleich von kumulativem Wachstum mit der Verschiebung von Knochen- und
Aktivitdtsband in der distalen Femurmetaphyse jugendlicher und jung-
erwachsener midnnlicher Ratten {(mm)

Tage nach

Injektion 7 14 28 56 112

jugendl. 1x111kBq/kg

Knochenwachstum 2,0 3.9 6,9 10.3 12,6

Aktivitdtsband 2.8 6,5 9,6 10,8
jung-erw.1x111kBq/kg

Knochenwachstum 1,1 2,0 3,0 4,2

Aktivitdtsband 1.5 2.4 3.7 4,7 2
Knochenband 1,0 1.6 2.4 4.3 -
jung-erw.1lx 37kBq/kg

Knochenwachstum 1,1 2,2 3.8

Aktivitatsband 1,3 2.2 3.0

Knochenband 0.7 1.4 2,2

Das kumulative Wachstum wurde mittels eines inneren TreppenkUrpers analog

zur kumulativen Dosis berechnet. Die Werte von Aktivitdts— und Knochenband
sind Tab. 10 entnommen.




Tab. 24: Literaturdaten zum Lingenwachstum der proximalen Tibia von Kontrollratten im Vergleich
zu eigenen Daten des distalen Femur (um/d)

Autor/Alter(Wochen) 3 4/ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 17
weibliche Tiere

Han72 356 331 265 229 146 68

Ste82 386 326 246 196 131 96 74 56 23

Woo84 310 45

Mil85 162 58

mannliche Tiere

Han72 371 374 294 261 159 98 58

Mil75 219 149

Wro82 125 |
Woo84 299 62 -
Jee85 95 I
Mil85 214 82 !
Uen85 220 27

Fur86 257

Mittelwerte w. 371 329 274 196 139 77 62 56 49 23
Mittelwerte m. 371 374 283 231 172 159 115 95 80 58 27

Eigene Werte 304 272 144 98 65




Tab. 25: Literaturdaten zur Knorpelfugenbreite der proximalen Tibia von Kontrolltieren im Vergleich

zu eigenen Daten des distalen Femur (um)

Autor/Alter 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 17 21 25
weibliche Tiere

Ste82 586 447 399 306 268 239 214 209 189

Mil85 285 204

Sve85 320

mannliche Tiere

Sche73 505

Mil75 448 331

Mil83 372

Wei84 530

Jee85 148

Mil85 370 247

Uen85 262

Fur86 330

Mittelwerte w. 586 447 399 303 268 222 214 209 189
Mittelwerte m. 505 351 387 448 289 148

Eigene Werte 448 435 331 260 215 185 164 156

— €0} —




Tab. 26: Literaturdaten zur Mineralisationsrate der Spongiosa verschiedener
Knochen im Vergleich zu eigenen Ergebnissen {(mm/a)

Autor/Alter 4 6 7 8 11 12 13 17 21

weibliche Tiere

Nog80 0,38

Wro85 0,32

Har86 0,49 0,41 0,49

Mil86 0,46

Wro86 0,30

mannliche Tiere |
Tam78 0,32 é
Tra82 0,67 l
Cha83 0,30

Bar84 0,23 0,17

Wei84 1,15

Mar85 0,36

Eigene Werte 1,04 0,72 0,59 0,47 0,33 0.43

Die Umrechnung der meist in pm/d vorliegenden Werte in mm/a erfolgte auf
die im methodischen Teil beschriebene Weise.
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Abb. 1: Arbeitsplatz zur semiautomatischen Histomorphometrie




Abb.

2
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Darstellung der MefBmethode zur Bestimmung des Lingenwachstums
mittels Fluoreszenzmarkierung. Die Breite der Knorpelfuge wurde

in gleicher Weise bestimmt.
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Abb. 3: Lage der MefSfeldreihen zur Bestimmung morphometrischer Parameter
des spongidsen Knochens in distaler Femurepiphyse (oben) und

Lendenwirbelkdrper (unten). Die MeBfelder sind mafstabgerecht

vergroBert (Vergroferung 26x).
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Illustration der Knochenzellpopulation:

A: primidre Spongiosa mit Osteoblasten (OB) und Mesencheymzellen
(M). Giemsa, 400x.

B: sekunddre Spongiosa mit Osteoklasten (OK) und Osteozyten
(0Z). Giemsa, 400x.




Gruppen
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Jugendliche
Konirolle y v ¥ 3 L
1x 1 kBq/kg 2 ¥ R ¥
3x 37 kBq/ kg % ¥ ¥ r
Therapie % K AV ¥
12 4 8 16  Wo pi.
Jung -Erwachsene
Kontrolle 1 Y v +
Kontrolle 2 ¥ ¥ ¥ 3
1x222 kBq/kg ¥ + ¥
1111 kBq/kg v ¥ v 4
1x37 kBg/kg ¥ ¥ ¥
3x37 kBq/kg K ¥ t 4
Therapie S " v ¥
12 4 8 1% Wo pi.

Schemata zum zeitlichen Ablauf der Versuche mit jugendlichen

(oben) und jung- erwachsenen Ratten (unten). Einzelheiten zu

den Gruppenbezeich- nungen s. Abschn. 2.8.

Rlnjektion; * Sektion; &’ Beginn der Therapie
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Abb. 5: Retention und Konzentration von 239P1utonium in jugendlichen und
Jung-erwachsenen mannlichen Ratten

oJugendliche 1x111kBq/kgKG

aJung-erwachsene 1x111kBgq o Jung-erwachsene 1x37kBgqg




Dosisleistung (cGy/d)

kumulative Dosis (Gy)

Abb.

A — 111 —

/

12 2:8 5=6 12
Tage nach Injektion

Dosisleistung in Femur und Wirbel, sowie kumulative Dosis im

Femur von jugendlichen und jung-crwachsenen Ratten nach Inkor-
239

poration von 37 bzw. 111kBq/kgKG Plutonium
Jugendliche 111kBq/kg o Femur e Wirbel
Jung-erwachsene 111kBq/kg A Temur AWirbel

Jung-erwachsene, o Femur




Abb. 7: Korpergewichtsentwicklung jugendlicher und jung-erwachsenen
600+ mannlicher Ratten mit und ohne Inkorporation von Plutonium
Fehlerbalken fiir den Wert der jugendlichen inaktiven Kontrolle
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Abb. 8: Altersabhingigkeit der Erythro- und Leukozytenzahlen sowie der
Alkalischen Phosphatase von Kontrolltieren aller Versuche
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Autoradiographische Darstellung der Grobverteilung verschie-

9

Abb.

dener Einzeldosen von 239Plutonium im distalen Femur jugend-

itlichen

im ze
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Abb.

10

1x111kBq

3x37kBq

Vergleichende Darstellung der makroskopischen Nuklidvertei-

lung einer Einzeldosis von 111kBq/kg bzw. drei Injektionen

von je 37TkBg/kg Korpergewicht Pu im distalen Femur jugend-

licher und jung-erwachsener Ratten (Vergr&fBerung 4,5x).

— Gib —
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Jugendliche Jung—-erwachsene

3x37 kBq/keg
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Therapie

Vergleichende Darstellung der Wirkung der SpiAttherapie mit

10_3m01arer Zn-DTPA Losung auf jugendliche und jung-erwach-

sene mdnnliche Ratten nach Inkorporation von 3x37kBq/kg 239Pu

112 Tage post incorporationem {(VergrdBerung 4,5x).
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Feinverteilung von 239Plutonium an Trabekeln der Epiphyse in
Bezug auf den Funktionszustand der Knochenoberfldche, 2 Wochen
nach Inkorporation, bei einer jugendlichen Ratte (benachbarte
Schnitte). A: OberflZche mit Osteoblasten (OB) und Osteoklasten
(OK), Giemsa, 200x. B: begrabene (OB) und oberfléchlich liegen-
de (OK) Radioaktivit#dt, Histoautoradiographie, HE, 200x.
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13:
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Begrabung heifier Linien in der Epiphysenplatte 2 Wochen nach
Inkorporation von 1x111kBq/kg 239Plutonium bei einer jugendli-
chen und einer jung-erwachsenen Ratte.

A: jugendliche Ratte, Histoautoradiographie, HE, 200x.

B: jung-erwachsene Ratte, Histoautoradiographie, HE, 200x.




Abb.
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Feinverteilung von 239Plutonium an Trabekeln der Metaphyse in

Bezug auf den Funktionszustand der Knochenoberfl&dche, 1 Woche
nach Inkorporation. Aktivitdtskonzentration auf mit Osteo-
klasten besetzten Oberfldchen (benachbarte Schnitte).

A: Giemsa, 170x. B: Histoautoradiographie, HE, 170x.
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15: Periostale Hiamosiderinablagerungen mit Aktivitdtskonzentration

(Pfeile) bei einer jugendlichen Ratte eine Woche nach Inkorpo-

239

ration von 1x111kBq/kg Plutonium (benachbarte Schnitte).

A: Berliner Blau, 200x. B: Histoautoradiographie, HE, 200x. |

|
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j
|
|



Kontrolle

Tage nach

Injektion

1x111kBq/kegKG

Abb. 16: Knochenstrukturverédnderungen im distalen Femur nach Inkorpora-

tion von 1x111kBq/kg 239Pu bei jugendlichen mEnnlichen Ratten

(VergrofBerung 4,5x).




1x37kBq/kg

1x111kBq/kg

3x37kBq/kg

Kontrollen
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Tage nach Injektion

28

112
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Abb. 17: Knochenstrukturverdnderungen im distalen Femur nach Inkorpora-

tion verschiedener Mengen von 239Pu bei jung-erwachsenen

méannlichen Ratten (VergroBerung 2,5x).




1x37kBq/kg 1x111kBq/kg

Abb.

18:
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1x222kBq/kg

Vergleich der KnochenstrukturverzZnderungen im distalen Femur

jung—erwachsener mannlicher Ratten nach Inkorporation ver-

schiedener Mengen 239Plutonium 4 Wochen p.incorp.

serung 6,5x).

(Vergros-




Kontrolle 1x111kBq/kg

Abb. 19: Schaftwdrtige Metaphysen jugendlicher minnlicher Ratten

(sekunddre Spongiosa) mit und ohne Inkorporation von

239Plutonium; vermehrte Zahl von Osteoklasten bei den j

aktiven Tieren 1 Woche p. inj., Giemsa, 170x.
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Kontrolle Ix111kBq/kg

.1nc.

112 Tage p

Abb. 20: Ubersichten von histologischen Schnitten distaler Femora
jugendlicher mdnnlicher Ratten mit und ohne Inkorporation von
239Plutonium; Knochenstrukturverédnderungen und Verfettung des

Knochenmarkes in der Epiphyse. Giemsa, 8x.




Abb.
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Kontrolle 1x111kBq/kg

.1nc.

14 Tage p

.1nc.

28 Tage p

21: Ubersichten von histologischen Schnitten distaler Femora jung-
erwachsener m@nnlicher Ratten mit und ohne Inkorporation von
239Plutonium; Verdnderungen an Knochen und Knochenmark der

Epi- und Metaphyse. Giemsa, 8x.
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14 Tage p.inc. 28 Tage p.inc.

Abb. 22: Peritrabekuldre Fibrosen in der distalen Femurmetaphyse von

jung—-erwachsnen mannlichen Ratten nach Inkorporation von

1x111kBq/kg 239Plutonium. Giemsa, 320x.
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Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen aus dem Bereich des
metaphysdren Knochenbandes mit Zuordnung zur makroskopischen
Knochenstruktur. Illustration der osteoplastischen Aktivi-
tdt (14 Tage p. incorp.). A: jung-erw. Ratte, 1x111kBq/kg.
B: jung-erw. Ratte, 1x222kBq/kg. Knochenstruktur 6,bx,

Fluoreszenzpréaparate 130x.




Tage

Jugendl. jung-erw. jung-erw.
pP-inc. 1x111kBq/kg 1x111kBq/kg 3x37kBq/kg
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Abb. 24: Autoradiographische Darstellung der Grobverteilung verschie-
239

dener Dosen von Plutonium im 4. und 5. Lendenwirbel jugend-

licher und jung-erwachsener miannlicher Ratten im zeitlichen

Verlauf (VergrofBerung 4,5x).
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Tage
p.inc. I1x111kBq/kg Kontrolle

14

28

56

Abb. 25: Knochenstrukturveridnderungen in 4. und 5. Lendenwirbeln

jugendlicher mdnnlicher Ratten nach Inkorporation von

1x111kBq/kg 239Plutonium (VergroBerung 4,5x).
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Tage

P-inc. Kontrolle 1x111kBq/kg

14

28

56

112

Abb. 26: Knochenstrukturveridnderungen im 4. Lendenwirbel jung-erwachse-

ner mannlicher Ratten nach Inkorporation von 1x111kBq/kg

239Plutonium (VergroBerung 6,5x).




Therapiegruppe

Abb.

27:

jung-erwachsene

Jugendliche

—cel —

Vergleich der Knochenstruktur in 4. und 5. Lendenwirbel wvon

jugendlichen und jung-erwachsenen miannlichen Ratten 112 Tage
nach Inkorporation von 3x37kBq/kg 239Pu mit und ohne Dekorpo-
rationstherapie durch Gabe von 10_3m01arer Zn-DTPA Losung als

Trinkwasser (Vergroferung 6,5x).
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Kontrolle

1x111kBq/kg

1x222kBq/kg

Abb. 28: Histopathologische Veridnderungen an Knochen und Knochenmark

in 4. Lendenwirbeln jung-erwachsener mdnnlicher Ratten acht

Wochen nach Inkorporation verschiedener Mengen von 9Pluto—

nium. Giemsa, 15x.
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7. Methodischer Anhang

Einbettungsschema fiir Spurr’s Low Viscosity Epoxy Resin

Fir das Einbettungsgemisch werden die Kunstharzkomponenten zu

folgenden Anteilen benotigt:

ERL4206 25,0 g Kunstharz
DER736 12,5 g Weichmacher
NSA 65,0 g Hidrter

S-1 0,75 g Beschleuniger

Zulieferer:

Taab Laboratories Equipment Ltd.
40 Groveland Rd.

Reading, Berks.

England

Einbettschema:

50% Aceton 2 Tage
75% Aceton 2 Tage
75% Aceton 3 Tage
100% Aceton 2 Tage
100% Aceton 2 Tage
100% Aceton 3 Tage
50% Resin/Aceton 2 Tage
5% Resin/Aceton 2 Tage
5% Resin/Aceton 3 Tage
100% Resin 2 Tage
100% Resin 2 Tage
100% Resin 3 Tage
100% Resin 2 Tage

in der letzten Infiltrationsstufe 4 Stunden im Vakuum,dann

Ausbettung in Silikonkautschukformen.
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Einbettungsschema fiir Methyl-Methacrylat

Entwdsserung:
50% Methanol 8 Stunden
60% Methanol 16 Stunden
T7T0% Methanol 8 Stunden
80% Methanol 16 Stunden
96% Methanol 8 Stunden
100% Methanol 16 Stunden
1004 Ethanol 24 Stunden oder Aufbewahrung

Einbettung (Beginn Montag):

100% Ethanol 24 Stunden
100% Ethanol 24 Stunden
100% Ethanol 24 Stunden

Xylol 24 Stunden

Xylol iibers Wochenende
MMA-Gemisch 24 Stunden
MMA-Gemisch 24 Stunden
MMA-Gemisch 24 Stunden
MMA-Gemisch 8 Stunden Glidschen
MMA-Gemisch 16 Stunden Gldschen und Vakuum
Vakuum erneuern 1 Stunde
Wasserbad 50°C 50 Minuten

Wasserbad 340+ iber Nacht
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Gelatinieren von Objekttrigern

Chemikalien:

Kaliumdichromat Merck 4862

Schwefelsdure konz.p.a. Merck 731

Gelatine gepulvert Merck 4078

Kaliumchrom-III-sulfat Fluka 60152
Losungen:

Chrom-Schwefels&dure:
Kaliumdichromatlosung 10% 90 ml
Schwefelsidure konz. 10 ml
Gelatineldsung:
Gelatine, gepulvert 4 g
Aqua dest. 600 ml
Auflosen der Gelatine bei 6000, Abkiihlen der Losung
auf 50°C, Zusatz von

Kaliumchrom III-sulfat-Losung 4% 20 ml

Behandlung der Objekttriger:

Objekttrager 24 Stunden in Chrom-Schwefelsdure reinigen, mit
warmem Leitungswasser spiilen, kurz in Aqua dest. schwenken,
gut abtropfen lassen, 5 Minuten in SOOC warme Gelatinelosung
tauchen, gut ausschleudern und an staubarmem Ort trocknen und

lagern.

Giemsa-Fidrbung

Chemikalien:

di-Natriumhydrogenphosphat 1/15M Merck 6587
Kaliumdihydrogenphosphat 1/15M Merck 4875
Giemsa-Losung Merck 9204
Phosphatpuffer:
pH 6,7:
di-Natriumhydrogenphosphat 1/15M 43,4 ml

Kaliumdihydrogenphosphat 1/15M 56,6 ml
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pH 6,6:
di-Natriumhydrogenphosphat 1/15M 35,0 ml
Kaliumdihydrogenphosphat 1/15M 65,0 ml
Farbldsungen:
Losung 1:
Aqua dest. 49 ml
Phosphatpuffer pH 6,7 1 ml
Giemsa-Losung 0,2ml
Losung 2:
Aqua dest 49 ml
Phosphatpuffer pH 6,6 1 ml
Giemsa-Losung 0,2ml

Fdrbeschema:
aus Aqua dest. in
Losung 1 bei 50°C 50 Minuten
Losung 2 bei 40°C 30 Minuten
in Aqua dest mit 3 Tropfen Eisessig pro 100 ml spiilen
zwischen Filterblockchen trocknen

mit Xylol benetzen und mit Eukitt eindecken

Trichromfidrbung nach Ladewig

Chemikalien:

Hadmatoxylin Merck 4305
Eisen-I1I-chlorid Merck 3943
Salzsdure 25%

Phosphor-Wolfram-Siure Merck 583
Methylblau Merck 16316
Goldorange Fluka 50840
Rubin S Merck 7629

Farblosungen:

Weigerts Eisenhdmatoxylin:

Losung A:
Himatoxylin 1 g
Ethanol ad 100 ml

Losung B:
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Eisen-III-chlorid 1,16¢g

Salzsdure 25% -1 ml

Aqua dest. 98 ml
Gebrauchslosung:

Losung A 25 ml

Losung B 25 ml

immer frisch ansetzen

Ladewig-Losung:

Methylblau 0,5 g
Goldorange 2 g
Aqua dest. 100 ml
Eisessig 8 ml

Losung kochen und nach Erkalten filtrieren, Zusatz von
Rubin S 1 g

Losung kochen und nach Erkalten filtrieren;
Herstellung mit Handschuhen unter einem Abzug;

Hal tbarkeit der Losung 4 Wochen.

Farbeschema:

Einstellen der Schnitte aus Wasser in

Eisenhdmatoxylin iiber Nacht

flieBend widssern 10 Minuten

Aqua dest. spiilen
Phosphor~Wolfram-Sidure 25% 3 Minuten

Aqua dest. spiilen

Ladewig Losung filtriert 35 Minuten

Aqua dest. spiilen

Methanol 96% kurz differenzieren
Aqua dest. spilen

zwischen Filterpapierblocken trocknen;

mit Xylol benetzen und mit Eukitt eindecken.

Eisenfarbung mit Berlinerblau

Chemikalien:

Kaliumhexacyanoferrat-II p.a. Merck 4984

Salzsdure 0,2N
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Kernechtrot Merck 5189
Aluminiumsulfat Merck 1100

Farblosungen:

Eisenlosung 1:

Kaliumhexacyanoferrat-II p.a. 2 g

Aqua dest. 100 ml
Eisenldsung 2:

Kaliumhexacyanoferrat-I1 p.a. 1 g

Aqua dest. 50 ml

Salzsdure O0,2N 50 ml
Kernechtrot-Losung:

Kernechtrot 0.1 g

Aluminiumsulfat 5 g

Aqua dest. ad 100 ml

aufkochen und nach Erkalten filtrieren

Farbeschema:

Schnitte aus Aqua dest. in

Eisenlosung 1 5 Minuten
Eisenlosung 2 45 Minuten
Aqua dest. spiilen
Aqua dest. spiilen
Kernechtrot-Losung bei 40°C 120 Minuten
Aqua dest. splilen

zwischen Filterpapierblocken trocknen;

mit Xylol benetzen und mit Eukitt eindecken.

Alizarinrot-Farbung

Chemikalien:

Alizarinrot S Fluka 05600
Ammoniaklosung 25% p.a. Merck 5432
Salzsdure rauchend p.a. Merck 317

Farblosungen:

Alizarinrot-Losung:
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Alizarinrot S 1 g
Aqua dest. 90 ml
Ammoniaklgosung 0,25% 10 ml

mit Ammoniaklosung auf pH 6.4 einstellen
Salzsaurer Alkohol:
Ethanol 1000 ml

Salzsdure rauchend 0,1ml

Farbeschema:

nicht entacrylierte Schritte!

Alizarinrot-Losung 3 Minuten
Aqua dest. kurz spililen
Salzsaurer Alkohol spiilen
Ethanol absolut spilen

lufttrocknen, mit Xylol benetzen und eindecken mit

Eukitt.

Calceinlosung 1,5%:

Calcein (Fluka 21030) 375 mg
NaHCO3 (Merck 6329) 500 mg
Aq.bidest. ad 25 ml

Calceinldosung 3%:

Calcein 750 mg
NaHCO3 500 nmg
Aq.bidest. ad 25 ml

der pH-Wert beider Losungen lag bei 7.
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Tabelle des zeitlichen Ablaufs der Fluoreszenzmarkierung der

jungen Ratten (oben) und jung-erwachsenen Ratten (mitte,

unten).
Sektion 1. Farbstoffgabe 2. Farbstoffgabe Intervall
d.p.1. d.p.i./Uhrzeit d.p.i./Uhrzeit d
7 4 7/ 16°° 6 / 16°° 9
14 11/ 16°° 13/ 16°° 2
28 23 s/ 16°° 27 /7 16°° 4
56 49 s 9°° 55 s 15°° 6,25
112 103/ 15°° 111/ 15°° 8
14 6 s/ 12°° 13/ 12°°% 7
o8 19 7 12°° o7 s 12°°% 8
56 44 7 15°° 55 s g8°°% 10,75
112 96 s/ 16°° 110 7/ 10°° 13,75
14 5 s, 8°° 13 /s 8°° 8
28 19 s g°° 271 s 8°°
56 42 7/ 1e6°° 54 s/ 16°° 12

Markierung mit Terramycin
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FROGRAMM ZUR STRECKEN UNT! FLAECHEMMESSUNG

DIMENSION AC10):UCA0) s UTIOCE0) s UST (S0 s UDTCAQ) y UKL (40D
XsF(60)
DOURLE PRECISION FI

BENUTZERANWEISUNGEN

WRITE (5+4)
A FORMAT (' MOF EINSCHALTEN’)
WRITE (5,9)
WRITE (5+4)
6 FORMAT (’ CLEAR SET SEND AREA LENGTH
% ENTER')
WRITE (5,9)
WRITE (5s8)
B FORMAT (’ SETZE ALS ANZEIGE LENGTH')
WRITE (5,9)
9 FORMAT ()

BENNENUNG DIES FRAEFARATES

WRITE (5y48)

&8 FORMAT(’ FILENAME (MAX. B ZEICHEN)!Y/s$)
REAT (5,84)F1

64 FORMAT (h8)

FLAECHE NES FELDES UND MASSTARSFAKTOR

WRITE (559
WRITE (5510)
10 FORMAT (/ FLAECHE DES MESSFELDES EINGEREN
KIN MMAR2L 54D
READT (S3s11)FN1
WRITE (5,110)
110 FORMAT (' MASSTARSFAKTOR EINGERENI’y$)
READ (5,11)ANETZ
11 FORMAT (F10.6)
?
WRITE (2,2)
FORMAT ()

3]

BENUTZERANWEISUNGEN

WRITE (5:32)FfA1
WRITE (5,12)
12 FORMAT (/ DURCH DRUECKEN DEFR O KANN DER DER
KHESSARLAUF GEAENNERT WERNEN’)
WRITE (5s9)

H=0
13 CONVINUE
H=M+1
WRITE (5548)
45 FORMAT (/ GESAMTUMFANG’)
WRITE (5y12)
14 FORMAT (5Xy’ REGINN. DNER MESSBUNG’)
CALL CDUNT (HshoU)
WRITE (5+120)
120 FORMAT (/ UMFANG MIT DOFPELMARKIERUNG ‘)
WRITE (Ss14)
CALL COUNT (MyfmsUDD)
WRITE (5,320
121 FORMAT (/ UMFANG MIT EINZELMARKTERUNG")
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L= v ]

o]

[or o S o

1001

1000
101

102

WRITE (5s14)

CALL COUNT (MsAsUST)

WRITE (55126)

FORMAT (/ UNBESTIMMTE MARKTERUNG')
CALL COUNT (M,8,UNT)

WRITE (&5y122)

? FORMAT (7 UMFANG MIT KLASTEN /)

WRITE (S5y14)

CALL COUNT (MyAyUKL)

WRITE (5,123)

FORMAT (' KMOCHENFLAECHE )
WRITE (5514

CALL COUNTF (MsAsF)

WRITE (S9102) CCUCH) sd=1oM))
WRITE (55103) CCUNOGCDY 2 0=19M8))
WRITE (S55103) ({(UET() s dmtirti))
WRITE (52103 (URTCSY 2 d=1 M)
WRITE (55103) CCURL G pd=1yH))
URITE (G103 C(FLD) 2 J=12M))
WRITE (G.198)H

IF (M.NE.10) GOTO 1000

WRITE (5,1001)

FORMAT (/ ARSFEICHERN 77)

LODF EINGARFE

WRITE (5:101)

FORMAT(/ NEUES FELDT JACL) DIDER NEIN(2)1'y4)
READ (5,102) LIl

FORMAT (16)

IF(LILER.1)BOTO 13

UNTERFROGRAMME ZUR RERECHNUNG

CALL ATt (M:UsUS)
CaLL AR (MsUNO,UD0SG)
CALL ADD (MsUSBI:UGIR)
CALL AN (M URI,URTS)
CAaLl ADD (MsURLUKLE)
CALL AID (M,FsFS)

BERECHNUNG WEITERER FARAMETER

UIDGF=UTINS%100., /US
USISF=USISR100, /U8
URISF=UNIS%100, /U8
UKL SP=UKLEX100, /U8
ULF=UNOSFHUSTSF+UNTSF UKL SF
FART=FLOAT (M)

FAS= FAIXFAKT
USE=USKANETZ
URDSE=UNOSKANETZ
USTSS=USISKANETZ
UDISS~=UNTISRANETY
UKL 88=UKLSXANETZ
FOS=FSXC(2XANETZ)H%D )
USF=U88/FAS
UDD3F~UT0EE/FAL
USISF=USIGS/FAS
ULLSF=UNISS/FNAS
UKL SF=UKLSS/FAS
FEF=F88/FnE
UgV=Uas/F8as
Unosy=ynnss/Fr&s
USTGV=USTSS/FSES
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Low BN B o B8 qe

b6

103

170

198
199

201 FORMAT (7 SURF.IL =/,F10.4,/ SURF.IL/VOL.TOT =7y

2079

203

204

2005

UBISV=UDTSS/FES
URLBV=URKLES/FE8

DRUCKANWEYSUNGEN

DFEN (UNIT=3,FILE='HEGS s ETATUS='NEW")
WRITE (3766)FI

FORMAT (1HO,AR)

WRITE (3,9)

WRITE (3v32)F01

WRITE (3,9

WRITE (3s34)ANETZ

WRITE (3:9)

FORMAT (/ MESSFELDGROESSE IN MMX21/5F7.4)
FORMAT (' MASSTARFARTOR {/5F7.4)

YRITE (3x103) CCUCH s J=1sM))

WRITE (37103 CCUNOGEH) »J=1,M))

WRITE (3y102) C(USICD)sdm]lsM))

WRITE (322030 CUNTCSY 2 )=y M)

WRITE (35102) CCUKLCNY sd=15M))

WRITE (35103 CCFLDY s d=1yH))

WRITE (3,9)

FORMAT (10F8.2)

WRITE (35198)M

WRITE (3,9)

WRITE (3:1993FAS

WRITE (3:9)

WRITE (S5y170) USsUNDS USTEURIE UKLE:F]
WRITE (3,170 US,UnNS U815, UNIS,UKLS,FS
WRITE (3+9)

FORMAT (6F12,2

WRITE (25206 UDOSFUSISFy UNISF s UKLSF s ULF
WRITE (3:9)

WRITE (3y207)

WRITE (3:9)

WRITE (55200) UBSEsUSFyUEY

WRITE (3,200) USS,USF,USY

WRITE (359)

WRITE (5y201) UDOSS:UNDSFUNOSY

WRITE (3,201) UROSS,UROSF,UNDEY

WRITE (3+9)

WRITE (5:202) USISS:USISFsUSISY

WRITE (3,202) USISS,USISF,USISY

WRITE (3y9)

WRITE (5,203) UNISS:UNISFsUNIEY

WRITE (3,203) UNISS UNISF,UNTEY

URITE (I,9)

WRITE (5:204) UKLES:UKLEFsUKLEV

WRITE (3,204) UKLSSUKLSFURLEY

WRITE (3+9)

WRITE (5,20%5) F88,FSF

WRITE (3s205) FS88:FSF

FORMAT (7 ZAHL NER MESSFELRERD »I4)

FORMAT (/ GEMESSENE GESAMTFLAECHE IN MMEX21/+F7.4)
200 FORMAT (’ SURFACE =/,F10.4, SURFACE/VOL.TOT =‘y

¥F10.4y" SURFACE/VOLEONE ='+F10.4)

¥F10,457 SURF,DL/VOLRONE ='5F10.4)

FORMAT (7 SURF.SL =/5F10.4, SURF.SL/VOLTOT =7y

kKF10.4y7 BURF.SL/VOLRONE ='sF10.4)

FORMAT (° SURF.IL =/,F10,477 SURF.IL/VOL.TOT =7y

¥F10.4y 7 SURF,IL/VOLRONE ='5F10.4)

FORMAT (7 SURF.KL =77F10.457 SURF,KL/VOLLTOT =7y

XF10.457 SURF.KL/VOLRONE =/3F10.4)

FORMAT (' VOLRONE =/;F10.4,7 VOLRONE/VOL.TOT =7y
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[er o]

[

*F10.,4)

204

FORMAT (/ DD Z =/sF7.2:2%y ' 81 % ='sF7.25

¥ DY 7w aF7.2,2% ) KL % =/0F7,.2,2Xy 7 G
X=/yF7.2)

207

1100

1110

40

46

31

47

38

41

43

44
43

40

FORMAT (24X ' MM/MMEXD/y19Xs " MM/MMX%27)
CLOSE (UNIT=3,STATUS='KEEF’)

WRITE (5,1100)

FORMAT (’ WEITERE FELDER MESBEN ?/s$)
READ (T.1310) LI2

FORMAT (IA)

IF (LI2.EQ.1) GOTO 13

570F

END

UNTERFROGRAKM ZUR ZAEHLUNG

SURRDUTINE COUNT (MsA,D0Z)

DIMEMSTON A1)

DIMENSION B0Z(1)

INTEGER%4 T+H

U=0,

CONTIHUE

GOTO A7

WRITE (5:51)

FORMAT (' MOPF AUSGESTIEGEN! LETZTE STRUKTUR

% NOCHMALS MESSEM. ‘s $)

CONTINUE

READl (23 XyERR=46)(A(I)s T=1:0)

IF (A()EQ.0. ANTILATA) LERQLO,) GOTO 38
U=U+A(2)

GOTO 40

CONTINUE

WRTITE (5s41) :

FORMAT (7 KORREKTUR 77)

READ (2:%,ERR=44) (ALX)y 1=1,3)

IF (AC2)L,EROL ANDALAYVERLOV) THEN
GOTR 50

ELSE

WRITE (5y42)

2 FORMAT (/ SURTRAKTION = 17)

REAL-(5:43) 1

FORMAT (I4)

IF (I.,EQ.1) GOTO AA

GOTO 40

WRITE (5:45)

FORMAT ¢/ SURTRAKTIONSMEGSUNG’)
READ (2:%sERR=48Y (A1) 1=1,0)
IF (A(2YLERLOLLANDLACAY JER.O) BOTO S0
U=U-A(D)

GOTN A4

ENDIF

CONTINUE

1oz o) =u

RETURN

END

UNTERFROGRAMM ZUR FLAECHENMESSUNG

SUERDUTINE COUNTF (MsA»0OZ)
DIMENSION AC1)

DIMENSION IDZ (1)

INTEGER)4 TsM

U=0,

COMTINUE

GOTOD 47
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Qo

o Y o

A4 WRITE (Ss51)
51 FORMAT (/ MDF AUSGESTIEGEN! LETZTE STRUKTUR
¥ MOCHMALS MESSEN.‘y$)
47 CONTINUE
REATL (2s%sERR=A6Y(A(I)s I=1:0)
IF (A(2)Y.EQ.O v AMD ACA) ENLO.) GOTO 38
U={J+A(4)
GNTO 40
38 CONTINUE
WRITE (&5,41)
41 FORMAT (/ KDRREKTUR 77)
READ (2, %sERR=44) (A1) I=1,5)
IF (A(2Y.EQ.O0. ANDAC4) EQ.O0+) THEN
GOTO 50
ELSE
WRITE (S5542)
A2 FORMAT (/ SUBRTRAKTIOMN = 17)
READ (5:43) 1
43 FORMAT (14
IF (LiER. 1) BOTD A4
GOTO 40
44 WRITE (5:4%)
45 FORMAT (/ SUBTRAKTIONSMESSUNG)
REAT (2:%,ERR=44) (A1), I=1,3)
IF (A(2YLEQOVANDLACA) JERV O GOTD 50
U=U-A(4)
GOTD 44
EMDIF
50 CONTINUE
N0z (H)=U
RETURN
END

UNTERFROGRAMM ZUR SUMMIERUNG DIER FELDER

SURRDUTINE AID (MsDOZsSUM)
DIMENSION NOZ(1)
SUM=0,
IO 1 I=isH
SUM=8UM+IOZ (1)
1 CONTIMNUE
RETURN
END

UNTERFROGRAMM FUFR STERFOLOGISCHE GROESSEN
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200NEU

MESSFELDGROESSE IN MM¥2: 0,1650

MAGSTARFAKTOR ¢ 0,0044
382,68 285,52 228,46 176,41 279,22 214,89
330,02 242,42 245,29 207,85 258,97 089,00
281,07
0.00 42,50 21,14 31,92 63,34 27.03
10,97 0,00 24,64 0,00 19,36 28,18
0,00
18,22 13.38 A7 .42 14,63 36,13 0.00
0,00 49,59 48,94 4,33 31,23 45,14
62,14
0,00 19.10 26,77  25.82 45,32 A2.77
10,11 0,00 13,43 32,09 14,15 30,56
0,00
0.00 10,93 0.00 0.00 400 H.00
3.90 4,10 10,14 9.43 0,00 5,41
32,85
1226462 1043,25 B3I 15 940,97 452,04 427.88
?28,47 540,93 777,37 975,41 641,346 589,85
12e4,19
ZAHL DER MESSFELDER: 2i
GEMESSENE GESAMTFLAECHE IN HMkX23 3.4450
336753 376,91 612,81 £67.27
g % - 6:77 ST 4 = 11,01 NI 7 = 11,99
HH/MMEE2
SURFACE = 24,3023 SURFACE/VOL,TOT = 7,0134
SURF.IIL = 1,6452 SURF.OL/VOL,TOT = 0,478
SURF,8L, = 2,6749 SURF,SL/ZVOL,TOT = 0.,7730
SURF,IL = 2.9126 BURFIL/VOL.TOT = 0.B404
SURF, K1, = 0,5314 SURF.RL/VOL.TOT = 0.1334
VOLRONE = $oA444 VOLRONE/VOL,TOT = 04148

26923 335.803
337,00 297,49
23,70 31,09
0,00 0,00
21.90 29.89
33.14 37,32
3959 22419
49,87 69,65
0.00 3:94
8.21 18,462

1401.92 133748
1008,21 1179,03

121.78

Kl %4 = 2,19

HM /MW E2

SURFACE/VOLRONE =

SURF L /VOLRONE

SURF, SL/VOLRONE =

SURF (TL/VOLRONE

SURF, KL/VOLROME
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212,44 149,79
284,50 259,37
000 0

0,00 03,05
0,00 1864
21,62 39,14
Bl 26 73.18
34,43 33,28
613 0.00
6,12 0.00
481,23 94122
804,29 930,00
18951.84

GZ = 31,95

14,8255

o 11391

11,8520

= 2.,0146%

= 0.34680
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