








Der zweite Problembreis beschiftigt sich mit der Verbesserung der vorhande-
nen und der Entwicklung neuer klinischer Methoden, die von Bedeutung sind
fiir die Behandlung von Strahlenschiden der Blutzelibildung des Menschen und
jener sekundéren Komplikationen, die als Konsequenz der Zerstorung der Blut-
zellbildung zu beobachten sind sowie threr experimentellen Grundlagen.

Derartige Forschungsthemen kénnen nur dann sinnvoll bearbeitet werden,
wenn sie von einer experimentellen Grundlagenforschung begleitet werden:
Fortschritte auf dem Gebiet der Diagnostik und Therapie von Strahlenbe-
lastungen sind nur in dem Masse zu erzielen, in dem es gelingt, die Physiologie
der hamopoetischen Zellsysteme einschliesslich Umsatzkinetik und Regulation
zu erfassen. Aus diesem Grunde beschaftigt sich dieser Bericht in cinem dritfen
Problemkreis mit einigen Forschungsprojekten, die fir die Erforschung der
Physiologie und Pathophysiologie der himopoetischen Insuffizienz und ihrer
Regeneration nach Strahleneinwirkung von Bedeutung sind.

The second group is concerned with the improvement of existing and the
development of new clinical methods which are of importance in the treatment
of radiation damage hematopoiesis and secondary complications which may be
observed as a consequence of the destruction of hematopoiesis and their experi-
mental bases.

Research of this kind can only be effectuely pursued if it is accompanied by
experimental basic research : progress in the field of the diagnosis and therapy
of radiation damage can only be achieved to the extent that the physiology of
the hematopoietic cell systems, including renewal kinetics and regulation, is
understood. For this reason, the present report, in a third group deals with one
or two research projects which are of importance in the study of the physiology
and pathophysiology of heinatopoietic insufficiency and its regeneration after
the effects of radiation.

The second group is concerned with the improvement of existing and the
development of new clinical methods which are of importance in the treatment
of radiation damage hematopoiesis and secondary complications which may be
obscrved as a consequence of the destruction of hematopoiesis and their experi-
mental bases.

Research of this kind can only be effectuely pursued if it is accompanied by
experimental basic research : progress in the field of the diagnosis and therapy
of radiation damage can only be achieved to the cxtent that the physiology of
the hematopoietic cell systems, including renewal kinetics and regulation, is
understood. For this reason, the present report, in a third group deals with one
or two research projects which are of importance in the study of the physiology
and pathophysiology of hematopoietic insufficiency and its regeneration after
the effects of radiation.

The second group is concerned with the improvement of existing and the
development of new clinical methods which are of importance in the treatment
of radiation damage hematopoiesis and secondary complications which may be
observed as a consequence of the destruction of hematopotesis and their experi-
mental bases.

Research of this kind can only be effectuely pursued if it is accompanied by
experimental basic research : progress in the field of the diagnosis and therapy
of radiation damage can only be achieved to the extent that the physiology of
the hematopoictic cell systems, including renewal kinetics and regulation, is
understood. For this reason, the present report, in a third group deals with one
or two research projects which are of importance in the study of the physiology
and pathophysiology of hematopoietic msufficiency and its regeneration after
the effects of radiation.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Arbeiten basieren auf zwei Problemkreisen, die von primirer Bedeutung
sind fiir das Verstidndnis der Strahlentschidigung.

Der erste Problemkreis befaBt sich mit der Verbesserung der vorhandenen
und der Entwicklung neuer himatologischer Methoden, die fiir die Erkennung
von Strahlenschiden von Bedeutung sind. Dabei interessieren sowohl einmalige,
als auch wiederholte und auch chronische Strahlenbelastungen durch externe
Strahlenquellen oder durch inkorporierte, radioaktive Isotope von unter-
schiedlicher Energie und Dosisleistung.

Der zweite Problemhkreis beschiftigt sich mit der Verbesserung der vorhande-
nen und der Entwicklung neuer klinischer Methoden, die von Bedeutung sind
fiir die Behandlung von Strahlenschdden der Blutzellbildung des Menschen und
jener sekunddren Komplikationen, die als Konsequenz der Zerstérung der Blut-
zellbildung zu beobachten sind sowie ihrer experimentellen Grundlagen.

Derartige Forschungsthemen koénnen nur dann sinnvoll bearbeitet werden,
wenn sie von einer experimentellen Grundlagenforschung begleitet werden :
Fortschritte auf dem Gebiet der Diagnostik und Therapie von Strahlenbe-
lastungen sind nur in dem Masse zu erzielen, in dem es gelingt, die Physiologie
der himopoetischen Zellsysteme einschliesslich Umsatzkinetik und Regulation
zu erfassen. Aus diesem Grunde beschiftigt sich dieser Bericht in einem dritten
Problemkreis mit einigen Forschungsprojekten, die fiir die Erforschung der
Physiologie und Pathophysiologie der hdmopoetischen Insuffizienz und ihrer
Regeneration nach Strahleneinwirkung von Bedeutung sind.
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1, Allgemeine Vorbemerkungen

Der vorgelegte Abschlupfbericht iiber den Vertrag zwischen.der Europz-
ischen Atomgemeinschaft und dem Land Baden-Wiirttemberg No. 072-68-1
BIO D umfaft die Forschungsarbelten der Schwerpunktgruppe Himatologile
der Universitit Ulm, die in den Jahren 1968 und 1969 im Rahmen dieses
Vertrages durchgefilhrt worden sind. Die Arbelten basierten auf zwel
Problemkreisen, die von primdrer Bedeutung sind filr das Verstdndnis
der Strahlenachidigung. |

Der erste Problemkrels befaft sich mit der Verbesserung der vorhandenen

und der Entwicklung neuer hidmatologlscher Methoden, die flir die Erken-
nung von Strahlenschdden von Bedeutung sind. Dabel interessleren so-
wohl einmallige, als auch wlederholte und auch chronische Strahlenbe-
lastungen durch externe Strahlenquellen oder durch inkorporierte,

radiocaktive Isotope von unterschiedlicher Energle und Dosisleistung.

Der zweite Problemkreis beschiftigt sich mit der Verbesserung der vor-

handenen und der Entwicklung neuer klinischer Methoden, die von Be-
deutung sind flir die Behandlung von Strahlenschiden der Blutzellbildung
des Menschen und Jener sekunddren Komplikationen, die als Konsequenz
der Zerstorung der Blutzellbildung zu beobachten sind sowle ihrer ex-

perimentellen Grundlagen.,

Derartige Forschungsthemen konnen nur dann sinmnvoll bearbeitet werden,
wenn sle von elner experimentellen Grundlagenforschung begleitet werden:
Fortschritte auf dem Gebiet der Diagnostik und Therapie von Strahlenbe-
lastungen sind nur in dem Masse zu erzielen, 1n dem es gelingt, die
Physiologle der hamopoetischen Zellsysteme einschliesslich Umsatzki-
netlk und Regulation zu erfassen. Aus diesem Grunde beschiftigt sich

dieser Bericht 1n einem dritten Problemkreils mit einigen Forschungs-

projekten, die flir die Erforschung der Physiologle und Pathophysiolo-
glie der himopoetischen Insufflzlenz und ihrer Regeneration nach Strah-
leneinwirkung von Bedeutung sind.

Diese Forschungsthematik setzt 1m stark verklelnerten Umfang die For-
schungsarbeiten fort, die im Rahmen des Assozlatlonsvertrages

No. 031-64.1 BIAD zwischen der Europdischen Atomgemeinschaft und der



Gesellschaft filr Strahlenforschung mbH Minchen von der Forschungsgruppe
Freiburg durchgefiihrt wurden. Dleser Assozlationsvertrag fand mit dem
31.12. 1967 seinen AbschluR. Die leitenden Mitarbeiter der Forschungs-
gruppe Frelburg siedelten an die UniversitZt Ulm, wo sie nunmehr im Rah-
men der Schwerpunktgruppe Hdmatologle der Universitit Ulm dle Forschungs-

arbeiten auch flir den Euratom-Vertrag fortfiihren.

Bel der Ubersiedlung nach Ulm musste durch die Verkleinerung des Euratom-
Vertrages eine erhebliche Einschrankung der Forschungsarbeiten hingenom-
men werden. Aus diesem Grunde 1st dieser AbschluBbericht iber den an-
gefiihrten Forschungsvertrag nicht so umfangreich wie die friijheren

Jahresberichte der Assozlation.

Die Thematik der Forschungsvorhaben filr den Vertrag 072-68-1 BIOD war
fir einen Zeitraum von 5 - 10 Jahren konziplert. Aus diesem Grunde ist
es verstdndlich, wenn in den ersten beiden Jahren dieses Vertrages nur
ein Tell der vorgeschlagenen Forschungsthemen in Angriff genommen wer-
den konnte. Es ist dle Aufgabe dieses AbschluBberichtes, die durchge-
filhrten Arbelten und ihre Ergebnisse zusammenfassend darzustellen in
der Hoffnung, daf diese Arbelten im Rahmen eines weiteren Euratom For-

schungsvorhiabens fortgefihrt werden konnen.



2. Untersuchungen Uber dlagnostische Moglichkelten bei Strahlenbelastung

W,Trepel
Zahnert
Facle
Barthel

Steinhoff

Forstl

2.1

2.2

Allgemeine Vorbemerkungen

In den Berichtsjahren 1968 und 1969 konzentrierten sich dle Unter-
suchungen liber die diagnostischen Moglichkelten bel Strahlenbe-

lastungen auf klinische Untersuchungen an Thorotrasttrigern und

tierexperimentelle Untersuchungen bei Ratten nach kontinuierli-

cher Infusion von verschiedenen Dosen von 3H-Thy@idin als eln

Modell eines direkt in den Kern eingebrachten Strahlentragers.

Bei den Thorotrasttrigern kam es darauf an, die in den Jahren

1964 und 1965 begonnenen Untersuchungen fortzusetzen. Es handelt
sich dabei um Patienten, die vor 10 - 20 Jahren aus diagnostischen
Griinden Thorotrast erhielten als Rontgenkontrastmittel, und bel
denen sich herausstellte, daB diese Substanz im Knochenmark und

in anderen Organen eingelagert zu einer erhdhten Frequenz von
malignen Erkrankungen fiihrt. Im Rahmen dieses Euratom-Vertrages
ging es darum, zu versuchen, diagnostische Kriterien festzustellen,
die gegebenenfalls auch nach anderer Langzeitbelastung mit ioni-
sierenden Strahlen von Relevanz sind. Aus diesem Grunde wird in
dem folgenden Abschnitt ein Uberblick iiber dle bisherigen Unter-

suchungen und deren Stand gegeben.

Im zweiten Abschnitt dieses Teiles wird dariiber berichtet, daB es
nach kontinuierlicher Infusion von erwachsenen Ratten mit 3H-Thy—
midin zu erheblichen Strahlenschdden kommt. Bevor diagnostische
Kriterien festgelegt werden, welche iiber die reinen Blutzellver-
snderungen hinausgehen, musste zunachst einmal das Modell ent-
wickelt werden, um dann geeignete morphologische oder funktionel-

le Kriterien zu entwickeln.

Himatologische Untersuchungen bei Thorotrasttragern

Die Forschungsgruppe setzte auch in den Jahren 1968/1969 1ihre
Kontrolluntersuchungen an den schon in den Jahren 1965 - 1907
beobachteten Patienten fort. Diese Untersuchungen werden in Zu-
sammenarbeit mit Dr. R. Zahnert, Versorgungsdrztliche Untersu-

crungsstelle Stuttgart, durchgefiihrt, die dlese Patienten laufend



betreut. Die Forschungsarbelten konzentrieren sich auf folgende

Fragen:

1. Lassen sich bei einer Personengruppe von Thorotrasttrigern

(Thorotrast im Knochenmark autoradiographisch nachgewiesen)
bel regelmdssigen Untersuchungen alle 1 - 2 Jahre in den '
numerischen oder morphologischen Blutzellwerten Trends feste
stellen, die auf eine Strahlendauerbelasturng der Himopoese
schliessen lassen?

2. Erlauben Knochenmarkuntersuchungen Aussagen liber die Strahlen-
belastung, wenn man neben der liblichen morphologischen Beur-
teilung spezielle Kriterien hinzuzieht (z.B. binukledre Blut-
zellvorstufen usw.)?

In Tabelle 1 - 4 sind die in den Jahren 1965 - 1969 erhobenen

Befunde schematisch zusammengefasst. Aus den Tabellen ist er-

sichitlich, daf von unserer Gruppe im Jahre 1969 insgesamt 42

Thorotrasttriger himatologisch erfasst sind., Da der Gruppe 1965

noch nicht alle Patienten bekannt waren, liegen nur bei 20 Pa-

tienten 2 oder mehrfache Blutbefunde vor.

Hinsichtlich der Erythrozyten ldsst Tabelle 1 erkennen, daB sich

der erste Eindruck einer erhdhten Erythrozytenzahl von 1965 in
den folgenden Jahren nicht bestdtigt hat: die Erythrozytenzahlen
waren bei allen Thorotrasttrigern etwa im Normbereich, auf alle
Fille war weder eine ausgeprigte Andmie noch elne Erythrozytener-
hohung festzustellen. Die Retikulozyten lagen 1969 beil den mei-
sten Personen (Tabelle 2) im Normbereich (Mittelwert 0.7 %). Bei

5 Personen fand sich eine leichte Retikulozytose, die einen Hin-
wels auf elnen gestelgerten erythropoetischen Umsatz biletet.

Die Leukozytenwerte (Tabelle 3) weilsen flir 1969 beil den meisten

der untersuchten Personen Werte iber 5 000 pro /ul Blut auf. Weder
Leukozytosen noch Leukopenien wurden beobachtet. Bel einer Reilhe
von Patienten konnten ein- oder mehrfache Knochenmarkuntersuchun-

gen durchgefilhrt werden. Tabelle 4 zelgt die bisher gewonnenen



Ergebnisse. 1969 kamen 14 Personen zur Untersuchung, davon 4 zum
zwelten Mal, Bel eilner Auszdhlung von 2 000 Erythroblasten pro
Patient (E1 - ES5 Zellen) lag der Anteill (in %o) von mehrkerni-
gen Zellen zwischen 0.5 und 5. Bei 4 Patienten lagen dile Werte
bel 2 - 5 %o, wobel Kontrolluntersuchungen bei gesunden Vergleichs-
personen hier einen Mittelwert von 1.2%0.48 (Fliedner et al.
Blood 23, 471, 1964) erwarten lassen. Somit ist die Mdglichkeit
elner leichten Erhdhung der mehrkernigen Erythroblasten bel
elnigen Thorotrasttridgern gegeben. In allen untersuchten Mark-
proben fanden sich zwischen 1 und 3 Erythroblasten pro 1 000

mit Karyomeren als Zelchen einer gestdrten Kern- und Zelltellung.
Zellen mit Karyomeren sind normalerwelse extrem selten. Hin-
sichtlich dem Myelopoetisch-Erythropoetischen Index ldsst sich
feststellen, dass eine leichte Verschiebung zugunsten der Ery-
thropoese bei 9 Patienten festzustellen ist. Normalerweise er-
wartet man einen M ¢ E Index von 2 - 3 : 1. Damit bestidtigt sich
im Knochenmark der schon friiher gewonnene Eindruck, dass es bel
vielen Thorotrastpatienten zu einer leicht gesteigerten Erythro-
poese kommt die auch mit bestimmten morphologischen Zellatypien
e'nhergehen kann. Als Ursache kommt einerseits die Strahlenbe-
lastung durch das im Mark eingelagerte Thorotrast in Frage. An-
dererseits muss der Allgemeinstatus des Patlenten berlcksichtigt
werden: mehrere Patienten haben eine Leberzirrhose, assoziiert
mit Thorotrasteinlagerungen, sodass erythropoetische Verdnderun-
gen auch in diesem Zusammenhang gesehen werden missen. Ausserdem
berichtete unsere Gruppe in frilheren Berichten Uber Chromosomen-
anomalien in Blutlymphozyten von Thorotrasttridgern - wie auch
von anderen Forschern beschrieben -~ sodass eine Kombination

von Strahlenwirkung und Stoffwechselstorung nicht auszuschlies-
sen ist. Bei zukiinftigen Untersuchungen soll daher Wert gelegt
werden auf Chromosomenuntersuchungen in Knochenmark und Blut
sowie auf die Bestimmung der Markstammzellen durch eine in-vitro
Zellkultur-Methode. Dariiber hinaus sollen Tierversuche die Strah-
lenwirkung von Thorotrast auf Knochenmark und Blut eindeutiger

analysieren als das unter klinischen Bedingungen moglich ist.
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Tabelle 1
| 1965 | 1966 | 1967 { 1969
Erythrozyt. Erythrozyt.! Ecythrozyt., Erythrozyt.
I in Millionen; in Millioneni in Millionen! in Millionen
Patient ;_<3 3-535 | <3355 | <3355 | <3 3-5 35
b | : o
c | T
e, ] , + | +
4 E ' ; ; +
6 l t | .‘ +
7 l l ‘ + ‘
8 + i + '| + +
0 | o
10 + | + +
11 ! +
12 i +
13 | +
14 + + | +
15 + | + ! + +
16 +
17 *I + + + +
18 f +
19 + +
20 . + }
21 i + + +
22 + +
25
| 24 i +
25
26
27 + +
28 +
. 29 +
>0 + i +
31 l + +
32 +
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1965 1966 1967 b 1969
Erythrozyt. Erythrozyt. Erythrozyt. Erythrozyt.
in Millionen ; in Millionen {in Millionen| in Millionen
Patient ! <3 3-5>5 | <3 3-5 >5 <3 3-5 35 <3 3-535
T .
33 + N + +
34 + +
35 , +
36 | +
37 r +
38 +
39 +
40 + +
4 +
42 +




Tabelle 2
1965
Retikulozyt.
in %o
Pat, | <7 7-15 15-30 >30

- 12 -

1966

Retikulozyt.
in %o

< 7-15 15-30 =30

1967

Retikulozyt.
in %o

< T7-15 15-30 =30

1969

Retikulozyt.
in %o

<l T-15 15-20>30

W 0 3 O & W o~

IS N T S S T T N T T S O B S S B o o
O @ N AV F U D F O W -1 0w & W D - O

ot
+ .
T+
+
+
+ .

+ .
-+
+
+
+
+.
+
+

+
+
. +
+
+
+
+
+
+,
+



__Pat.

1965
Retikulozyt.
in %o

<7 7-15 15-30 30

-13 -

1966
Retikulozyt.

in %o
<7 7-15 15-30 >30

1967
Retikulozyt.
in %o

<7 7-15 15-30 >3Q

1969
Retikulozyt.

in %o
</ 7-15 15-30>30

30
31
32
33
34
35
36
37
>8
39
4o
41
42

+

+ + + +

+



Tabelle 3

Pat

1965

Leukozyt.
in Tausend

<) 355
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1966
Leukozyt
in Tausend

<> 3-52>5

1967

Leukozyt.
in Tausend

<3 3-5>5

|

1969
Leukozyt.
in Tausend

<3 3-5>5

O 0O N O v =N

ST VR SR DU R R B R i A
EU D PE SO ®Nam SR o

26
27
28
29
30

+ 4+ + o+ o+ 4+

+ + + +

+ 4+ o+
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1965 1966 1967 1969
g AN I AT R AT R AT

Pat <3 3-5%5 | €3 3-5>55 | & 3-55 <> 3-5>5

31 +

32

23 + +

3h +

35 + +

36 + + +

27 +

38 +

29

4o +

41 +

4o +




Tabelle &

Kncchenmark  Zzhlung von 2000 Zellen (E1 - E5)
1 = Zellen mit Karyomeren in %o 3 = atyplsche Mitosen in %o
2 = mehrkerrige Zellen in %o L =M : E Index
1965 1966 1967 1969
1 2 3 o4 1 2 3y 1 2 3y 1 2 3 4
- :
3 1 3.5 2.0 - 1.7:1 f 2.0 0.5 - 1.3:1
5 | * 1.5 - - 24
6 3.0 2.0 1.5 1.1:1
8. 3.0 85. - 1.7
9’ ‘ - 5.0 L1722
1of 5 9.0 - 1.5:1°
13 | - 1.0 2.6:1
1§ 1.0 1.5 - 3.4 2.0 - 1.821
15 3.0 - 1.3:1
16 | 1.0 8.5 1.3:1
17 .5 3.5 1.0 1.4:1
18 .0 2.0 - 3.6:1
19 7.5 - 1l.2:1 | 3.5 3.0 - 1:1 {2.0 1.0 1.0 1.5:1
20 1.0 2.0 - 0:.5:1
22 1.0 2.5 - 0.75:%
: ' 4.0 1.5 - 2,911 [ 2.5 1.0 1.2:1
25 .5 b5 - 1.5:1
26| 0.5 3.0 0.5 1.1:1

_9‘[_



1965 1966 1967 1969
1 2 3 y 1 2 y 2 4 1 2 3 4

27 2.0 - 1.1:1 |
.28 | 1.5 2.5 0.5 2.5:1;
129 ,; 1.0 1.5 - 1.2:1
13010.5 1.0 - 1.8:1 :
51| 1.5 7.7:1 |

320 | 2.0 0.5 - 0.7:1

33 00.5 5. - 2.6:1

3.5 1, - 2.1l
| 35 i - 3.5 1.1:1

|

37 | | 1.3:1

4 | 1.0 0.5 - 2.3:1

43 - 1.5 - 2.51

-L'[-






- 19 -

2.3 Strahlentoxizitdt nach kontinuierlicher 3H-Thymidininfusion

2.3.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Ein grosser Tell der Forschungsarbeiten der Gruppe s<onzentrilerte
sich 1968 und 1969 auf die Frage nach der Strahlentoxizitdt von
3H im Séugetierorganismus. Es 1st bekannt, dap 3H, Tritium, in
der modernen Kernenergleindustrie zunehmend zum Problem wird.

Aus diesem Grunde beschdftigt sich unsere Gruppe mit der Frage des
Nachweises von Strahlenschiden der Hamatopoese durch Tritium. Um
zu Grundlagenwerten zu kommen, wurde zun#dchst 3H als Tritiumthymi-
din verwendet (BH-TdR), das in die DNS der Zellen direkt einge-
baut wird. Dieses wird normalen und schwangeren Ratten in ver-
schiedenen Dosen kontinulerlich infundiert. Zunichst wurde gepriift,

ob eine 3H-TdR Dauerinfusion eine toxische Wirkung auf die Blut-

bildung hat und wenn ja in welchem Dosisbereich.

2.3.2 Blutwerte bei 3H—TdR Dauerinfusion ¥on Ratten
R.Haas Schwangeren Ratten wurde 13 - 14 Tage lang eine intravendse In-
g'?zzﬁz fusion von 3H-Thymidin verabfolgt. 5 Versuchsgruppen wurden gebildet.
E.Barthel Die Versuchsgruppe A erhielt 288 /uCi/hl/Tag mit eilner spezifischen
K.Steinhoff

Aktivitit des Thymidins von 2 Ci/mMol. Gruppe B (3Tiere) erhielt
576 /uCi/ml/Tag mit einer spezifischen Aktivitit von 4 Ci/mMol.
Versuchsgruppe C (3 Tiere) erhielt 864 /uCi/ml/Tag mit einer spe-
zifischen Aktivitdit von 6 Ci/mMol. Versuchsgruppe D (5 Tiere) er-
hielt eine Dosis von 1152 /uCi/ 2 ml mit einer spezifischen Akti-
vitit von 8 Ci/fMol und Versuchsgruppe E (4 Tiere) erhielt eine
Dosis von 1440 /uCi/ 2 ml mit einer spezifischen Aktivitdt von

10 Ci/mMol.

In den Abbildungen 1 - 5 sind die Blutbildbefunde zusammenfassend
dargestellt. In Abb. 1 zeigt sich, dap es bei allen Tieren mit
einer Dosis Jjenseits von 288 /uCi/ml zu einer Depression der Gra-

nulozytenzahl kommt. Die Granulozytenzahlen der Kontrolltiere

schwanken zwischen 1 500 und 4 OOO/mmj Blut und entsprechen d=mit
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den normalen Schwankungswerten, die man bel Ratten im Verlauf
einer Untersuchung finden kann. Bei der Gruppe A (288 /uCi/ml)
stiegen zwilschen dem 8. und 10. Tag die Granulozytenzahlen auf
sehr hohe Werte an ( 6 - 7OOO/mm3). Die Ursache hierfiir ist
noch nicht gekldrt. Die Thymidininfusion wurde zwischen dem 13.
und 14. Tag beendet uﬁd die Granulozytenzahlen fielen noch wei-
ter geringfligig ab, um dann zum 20. - 21. Tag hin leicht wieder
anzustelgen, d.h. innerhalb von 6 - 7 Tagen nach Beendigung der

Thymidininfusion.

Auch bei den Lymphozytenwerten (Abb.2) ergeben sich zZhnliche Be-

funde. Ein starker Abfall der Lymphozyten wird jenseits des 5. Ta-

3H—Thymidininfusion deutlich, und zwar bel

ges nach Beginn der
den Gruppen B, C und D merklicher als bei der Gruppe A oder bel
der Kontrollgruppe. Bei Beendigung der Infusion waren dle Lympho-
zytenzahlen auf Werte zwischen 1 000 und 2 000 Lymphozyten pro mmj
abgefallen und waren 6 - 7 Tage nach Beendigung der }H—Thymidin-
infusion wieder im Anstileg begriffen, Uber die Pathogenese die-
ser Lymphozytenverénderungen'nach 3H-Thymidininfusion mit radio-
toxischen Dosen ist noch nicht viel bekannt. Es wHre zu klZren,
ob eilne dhnliche Reaktion auch bei einer gleichen Menge Tritium
markiertem Wasser auftritt. In diesem Falle wire es einfach

elne toxische Wirkung durch das Tritium in den Korperflissig-

keiten.

In Abb. 3 sind die Thrombozytenwerte der kontinuierlich }H-Thymi-

din Infundierten Ratten aufgezeigt. 7 Tage lang nach Beginn der
}H-Thymidininfusion bleiben die Thrombozytenwerte etwa im Normal-
bereich. Bei Gruppe A erglbt sich keine wesentliche Thrombozyten-
erniedrigung, die von der Kontreollgruppe unterschiedlich wire.

Bei den Gruppen B, C und D findet sich eine Thrombozytenernie-
drigung zwischen dem 7. und 15. Tag nach Beginn der Thymidin-
infusion, wobel die hdchste Dosls (Gruppe D) die niedrigsten
Trromhozytenwerte zeigt und es bei dieser Dosis zu einer setwr
schweren Thrombozytopenie kommt. Unmittelbar nach Absetzen der

Thymidininfusion kommt es zu einer Rc¢generaticn der Thrombozyten-
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zu 100 % in ihrem Kern 3H—TdR markiert. Bel den klelnen Mark-
lymphozyten wurden etwa 50 % marikiert vorgefunden. Die Markierung

endothelialer und retikuldrer Zellen war unter 20 %.

Wurden hdhere 3H-TdR Dosen lber 13 Tage lang verabreilcht, so
inderte sich das Knochenmarkbild dramatisch. Bel elner Dosis
von 864 /uCi/Tag (3 x Dosls), 1152 /uCi/Tag (4 x Dosis Joder

.1440 /uCi/Tag (5 x Dosis) fand sich am Ende dieser Zeit das

Vollblld einer Knochenmarkaplasie.

Im einzelnen wurden folgende morphologische Befunde erhoben,

die proportional zu den verwendeten Thymidindosen gesteigert
sichtbar wurden: typische Triimmerfeldzonen mit zahlreichen nekro-
biotischen Zellen verschiedener Art, darunter auch Granulozyten.
ber das ganze Bild verteilt auseinandergeflossenes rotliches
Plasma zugrunde gegangener Zellen. Vielfach fanden sich "leere
Bezirke", in denen keilnerlel intakte Zellen mehr gesehen wurden.
Diese Bezlrke waren ausgeflillt mit OdematOser Flissigkelt, die
fein rdtlich angefdrbt war, feinverteilten Fettropfen sowie ver-
ddmmernden Erythrozyten. Die Kaplllaren waren gut erhalten und
zeigten deutlichen Endothelzellbelag obgleich ihr Lumen zum
grossen Tell kollabiert war. Die Sinus waren Uberwiegend kolla-

biert und zeigten vereinzelt Strukturen zerstdrter Endothelzellen.

Folgende Zelltypen im Knochenmark schienen trotz der hohen
3H—TdR—Dosen intakt zu bleiben:

1. Auffallend hiufig vorkommende beinahe ausnahmslos unmarkierte
kleine lymphoide Zellen, die z.T. herdfdrmig in der Nzhe des
Zentralsinus und des Indostes gesehen wurden. Einzelne dieser
Zellen zeigten pyknotische Kerne ohne erkennbare Chromatin-
struktur. Vielfach hatten diese Zellen nur einen sehr schma-
len Plasmasaum oder waren nacktkernig. Pyknose oder ver-
dammernde Kerne bils zur Karyorrhexis wurden insuesondere

bei der 5-fach Dosls gesehen.

2. ks wurden nach hohen 3H--TdR Gaben auch noch grosse lymphoide

Zellen mit z.T. deutlich retikuldren Kernstruktur gesehen,
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Diese Zellen waren hdufig nacktkernig und konnten daher in
vielen Fillen nur schwer eingeordnet werden. Ihre Anzahl war
beil allen 3 Dosen, die hier beschrieben werden, unverdindert.Die
Markilerungsintensitit dieser Zellen war deutlich abhingig von
der HChe der verabreichten Dosis.
3. Auch Endothelzellen gehSren zu den liberlebenden Zellen nach
3H-TdR Dauerinfusion. Die Marklerung dleser Zellen war eben-
falls proportional zur gegebenen Dosls. Eine Modifikation
solcher Endothelzellen konnte manchmal in Form von grdsseren
Zellen mit mehr retikuldrem Kern gesehen werden. Diese Zellen

stellen mdglicherweise Adventitiazellen dar.

Es war auffillig, daB sich dile Anzahl dieser letzteren Zellen

nicht in Abhingigkeit von der verabreichten Dosis #nderte.

Wahrend bei der 5-fach Dosls als einzige Zellen die beschriebe-
nen Zellformen noch lntakt angetroffen werden konnen, finden

sich bei der 3 und 4~fach Dosls in umschriebenen Bezirken reife
Granulozyten, von denen viele Mitosebedingte Anomalien (Riesen~
zellen) erkennen lassen. Mitosen wurden in den Markausstrichen
nach Dauerinfusion mit der 3, 4 und 5-fach Dosis nicht beob-
achtet, entweder als Zeichren des niedrigen Mitoseindex nach Strah-

lenbelastung oder wegen der verwendeten Technik.

Zusammenfassend kann folgendes festgestellt werden. Die Dauer-

infusion von 3H-Thymidin kann bei erwachsenen Ratten in Ab-
hingigkeit von der 3H-Dosis zu schweren Schidden der Hdamatopoese
fiilhren. Es bietet sich hier ein Modell an, die 3H-—Toxizit:sit von

3H-Verbindungen (mit jeweils kritischer Lokali-

verschiedenen
sation in verschiedenen Zellanteilen wie Kern, Zytoplasma oder
beides) zu messen mit dem Ziel der Pathogenese nachzugehen und
diagnostische Kriterien zu entwickeln. In Zukunft soll die

Toxizltdt von 3H—Verbindungen bei nicht-schwangeren wie bei

schwangeren Ratten und lhrer Nachkommenschaft getestet werden,
3H—Thymidin auch 3HEO, 3

wobel neben H-Cytldin u.s.w. witer-

sucht werden wird.
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3. Untersuchungen im Zusammenhang mit der Verbesserung der vorhandenen
und der Entwicklung neuer Methoden zur Behandlung von Insuffizienz-

zustinden der Blutzellbildung

3.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Ein wesentlicher Programmpunkt im Forschungsvertrag 1968/1969
"war die Verbesserung der vorhandenen und die Entwicklung neuer
klinischer Methoden, die auch relevant sind fiir die Behandlung
von Strahlenschdden der Blutzellbildung des Menschen sowie je-
ner Sekunddrkomplikationen, die als Konsequenz der Zerstdrung
der Blutzellbildung beobachtet werden, sowle ihrer experimentel-
len Grundlagen. In diesem Sinne hat die Ulmer Gruppe in den Jakh-
ren 1968 und 1969 eine Serie von Untersuchungen durchgefiihrt

mit dem Ziel, die Aufbewahrung von hdmopoetischen Stammzellen
bei Ultratieftemperaturen sicherzustellen und diese Methode

der Tiefkihlkonservierung gegebenenfalls auch zu benutzen, um

stoffwechselaktive Zellen, wie es die meisten der Knochenmark-
zellen sind, zu schddigen und dic stoffwechselruhenden Zellen,
wie es von den Knochenmarkstammzellen vermutet wird, zu erhalten.
Dariiber hinaus bildete 1m Ulmer Forschungsprogramm die Immun-

biologie einen weiteren Schwerpunkt, da die Transplantation von

Stammzellen das Problem der Uberwindung der immunologischen
Komplikationen beriicksichtigen muss. In diesem Zusammenhang wurde
in Ulm die Methode von DICKE und VAN BEKKUM verwendet, um mit
Hilfe eines Albumingradienten hdmopoetische Stammzellen von
immunkompetenten Zellen abzutrennen. - Bei der Insuffizienz des
himopoetischen Systems, wie sle nach Ganzkdrperbestrahlung

auch beim Menschen vorkommt, spielen die thrombopenischen Blu-
tungen c¢ine besondere Kolle. Die Ulmer Forschungsgruppe hat

deshalb dem Problem der Beziehungen zwischen Thrombopenie, bak-

terieller Kontamination und Blutungsneigung besondere Aufmerk-

samkeit gewidmet. Im folgenden soll iliber diese 4 Hauptpunkte

uer Forschung im einzelnen berichtet werden.
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5.2 Untersuchungen iber die kryobiologischen Eigenschaften himo-

poetischer Zellen

Die kryobiologischen Untersuchungen der Ulmer Gruppe hatten 2 Zie-
le. Zun&dchst sollten Voruntersuchungen durchgefihrt werden zur
Errichtung einer Tiefkﬁhlbank flir hdmopoetische Zellen. Danach
sollte die Untersuchung bestimmter Aspekte des NukleilnsHurestoff-
wechsels von eingefrorenen und wieder aufgetauten Zellen Auf~
schliisse geben dariiber, ob die Zellen in der Gl und G2 - Phase

des Zellzyklus weniger empfindlich flir kryobiologische Massnah-

men sind als in der S - Phase.

Zundchst lag das Hauptgewicht der Versuche auf dem Einfrierpro-
zess von menschlichen Lymphozyten als Modellzellen fiir hidmopoe-
tische Zellen Uberhaupt. Als Viabilitdtstest diente der Einbau

von 3H-Thymidin und 3H-Cytidin nachi Kultivierung und Phytohiamagglu-
tininstimullerung von eingefrorenen und wieder aufgetauten Zellen
und zwar unter Verwendung der Flissigkeitszintillationsmethoden.
Der Grund fir die Wahl von Lymphozyten flir die Zellsuspensionen

war vor allem ihre leichte Gewinnung auch unter normalen Be-
dingungen in grosser Zahl und die Vermutung, dass Lymphozyten
ahnliche kryobiologische Eigenschaften haben, wie Knochenmarkstamm-
zellen, Milz- und Thymuszellen sowie wie viele Tumorzellstdmme

und viele andere kernhaltige animalische Zellen.

Lymphozytensuspensionen wurden aus menschlichem, heparinisicrtem
Vollblut durch Dextransedimentation der Erythrozyten und durch
Filtration des 'leukozytenreici:en Uberstandes in einem Leuko-
pacsystem gewonnen, was zu elner Abtrennung von Granulozyten und

Monozyten flhrt.

Als Schutzsubstanz gegen das Iinfrieren wurde Dimethylsultoxyd

(DMSO) verwendet. Do Lymphozyten (suspendiert in 20 %igem fdta-

len Kalbserum in TC-199) wurde bei OOC tropfenweise eine 20 %ige

DMSO-Losung (in TC-199) in gleicher HMenge zugermeboen, sodacs 1
o

Zellen in ciner DMSO-Konzentration von 10 % in 10 %igem fdtalen

Kalbserum in TC-199 eingefroren wurden. Die Zellsuspensicn wurde
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himagglutininstimulation eine wesentliche Steigerung des Einbaus

zu beobachten.

Die Bestimmung des Blastenindex hingegeh wies keine genaue Korre-
lation zur Inkorporationsrate von 3H-Thymidin und 3H-Cytidin auf.
So betrug z.B. an einem Versuch dile Viabilitdt der gefr: renen
Lymphozyten €60 % gemessen am Einbau von Cytidin und Thymidin, der
‘Blastenindex war Jedoch im Vergleich zu den normalen Lymphozyten
unverdandert. Eine orlentierende Messung der Viabllitidt von gefro-
renen und wieder aufgetauten Zellen ist durch die Supravitalfir-
bung mit Acridinorange mdglich. Sie wurde vor allem 10 - 15 Stun=-
den nach Auftauen angewandt, da sie hler eine gute Korrelation

zu dem spater zu erwartenden Ergebnls zeigt.

Elne Untérsuchungsserie wurde eingeleitet, die sich mit dem Problem
beschdftigt, ob Zellen, die in der Gl- oder G2—Phase sind, re-
sistenter gegen die Prozedur des Einfrierens und Auftauens sind

als Zellen, die sich 1n der DNS-Synthesephase befinden. Zu diesem
Zweck wurden Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der
Prytohamagglutininstimulation eingefroren. IThre Stoffwechsel-~
aktivitdt wurde dann nach dem Auftauen wieder getestet. Uber

diese Untersuchungen wird gesondert berichtet werden.

Uoer die oben angefilhrten methodischen Untersuchungen hinaus be- ‘
schaftigten sich die kryobiologischen Untersuchungen der Ulmer
Gruppe im Jahre 1968 und 1969 mit dem Problem, Lymphozyten fir
dle Gewebsvertriglichkeitsproben einzufrieren. Mit elner Batterie
von histokompatibilititsgetesteten Lymphozyten konnen unbekannte
Seren auf Isoantikdrper getestet werden., Vorldufige Ergebnisse
zeigen, daf in zwei Versuchen der zytotoxische Titer eines Anti-
lymphozytenserums mit frischen wie mit eingefrorenen Lymphozyten
desselben Spenders ldentisch war._Das weist darauf hin, dap mit
dem ausgearbeiteten Einfrierverfahren die gefrorenen Lymphozyten

im zytotoxischen Test verwendet werden kdnnen.

Somit ist als Ergebnis der Untersuchunzen 1968 und 1969 zusammen-

fassend zu befichten, dafl ein kryobiologisches Laboratorium einge-~
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richtet wurde und nunmehr grossere Untersuchungsserien mdglich
sind Uber dle Verwendbarkeit dieser Methoden zur langfristigen
Aufbewahrung himopocetischer Zellen, die dann zu therapeutischen

Massnahmen verwendet werden konnen.

Immunbioclogische Untersuchungen im Rahmen der Transplantations-

forschung

3.3.1 “Histokompatibilitit
3.3.1.1 MLC - mixed lymphocyte culture

Ein Teil der Arbeit der Ulmer Gruppe beschiftlgt sich mit spe-
ziellen Problemen der Transplantationsimmunologie, I1nsbesondere
des Knochenmarkes, da die Therapie des akuten Strahlensyndroms

in hBheren Dosisbereichen von der erfolgreichen Ansiedlung

von Stammzellen im bestrahlten Knochenmark abhidngig ist. In die-
sem Zusammenhang .sind.dle immunologischen Reaktionen zwischen
Spender und Empfianger nach wle vor das grdsste Hindernis in einer
umfangreichen Anwendung der Knochenmarktransplantation bei hima-

topoetischer Insuffizienz.

Die Forschungen der vergangenen Jalire haben nicht nur deutlich ge-
zeigt, dass flr ein erfolgreiches Angehen einer Marktransfusion
die geeignete Auswahl des 3Spenders aufgrund der bel ihm und beim
Empfanger vorliegenden Histokompatibilitdt sondern auch YWege ge-

wiesen, um Kompatibilitdt und Inkompatibilitdt zu messen,

In der Jahren 1968/1969 untersuctte und verwendete die Ulmer Grup-
pe vor allem die "mixed lymphiocyte culture" (iLC), die hier

nach der "one way MLC" Methode von Bach und Voynow (Science 143,
813%, 1964) aufgebaut wurde. Im Ilealfall der "Kompatibilitdt"
zwischen Spender und Empfianger fehlt eine Stimulation vor: Spen-
der- und Empiingerlymphozyten. Das Prinzip der verwendeten "one
way MILC" besteht darin, dass der DNS-Storiwechsel einer der bei-
den an der Reaktion partizipierenden Lymphozytenpopulationen
durch “Zugabe von Mitomycin C gcehemmt wird, die scimulierenrdc

Akbivitat, die auf Antigenunterschicden bestehit, aul dice wdord
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- Bei Zwillingen (ZI und ZII) mit lymphopenischer Hypogammaglobu-
linamie musste entschieden werden, wer von den beiden Eltern
als Spender von Knochenmark fir welches der beiden Kinder infra-
ge kam. Das gesunde Geschwisterkind war zu klein, um Knochen-
markzellen in ausreichender Menge spenden zu konnen. Die MLC

ergab folgendes Ergebnis:

M. -behandelte Zellen von: Vater Mutter Bruder ZzI ZIT
Vater 2505927 390112 |  ---- |452811130 | 14135525
Mutter 1911%311 {102%5,9]  ---- } 8uless | o68iony
Bruder ———— ! ----- L T T B P
2T 1696132 {980t53 {477 303 | 161%01 ou7tyy
711 2158%853 {1008  |892tg1 |2609t1212 | 95ty
1
A s 14 .
C.P.M. - 3.E., gemessener C-Thymidin-Einbau nach
Irkubation mit lb'C—Thymidin, 146 - 168 Stunden.

Es zelgte sich, dass der Bruder als Knoclienmark-Spender fiir ZI am
besten in Frage kam, dann die Mutter flir ZI oder 2ZII, wihrend

der Vater mit den Lymphozyten beider Kinder stark reagierte und
nicht infrage kam. In jedem Fall aber ist bei 'Jbertragung von
Knochenmark von Eltern aur des Kind eine "graft-versus-host"-

Krankheit zu erwarten.

5.3.1.2 Gewebstypisierung mit Hilfe von Immunseren

Zur Bestimmung von L :ukozytengruppen mit spezifischen Antiseren
wie fﬁq die Suche nach Leukozytenantikorpern unbekannter Spezi-
fitit wurden folgende Methoden aufgebaut urd auf die Repro-

duzierbarkeit der Ergebnisse im hiesigen Labor untersucht:

a) die Agglutinationsreaktion nach van ROOD

b) der Zytotoxizitidtstest nachi TERASAKI

Es stellte sich heraus, dass die in der L. teratur fur die Agglu-
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tinationsreaktion angegebene Reproduzierbarkeit von ca. 80 % bei
positiven Resultaten und 60 % bei negativen Ergebnissen und von
ca. 90 % fur den Zytotoxizititstest im hiesiger Labor erreicht

wurde.

In Zusammenarbeit mit der Frauenklinik der Universitdt Ulm und
der gynzgkologischen Anteilung der Kreiskrankenhiuser Heiden-
heim, Gelslingen, Schwibisch Gmind, Glinzburg, Krumbach, wurden
von Frl. Dr. E. Marcard und Frl. E. Krug ca. 500 Seren multi-
parer Frauen untersucht. Jedes Serum wurde gegen je 20 Spender
der Stadt. Blutzentrale Ulm mit beiden Methoden getestet. Es
fanden sich 90 antikOrperhaltige Seren, von denen sich bisher

elnes als monospezifisch herausgestellt hat.

Diese Testergebnlisse bildeten die Voraussetzung fir die Zusam-
menarbeit mit Dr. van ROOD, der uns im Austausch gegen vorge-
testete Seren nbekannter Spezifitdt definierte Antiseren zur
Verfligung stellte. Ausserdem erhielten wir spezifische Antiseren
vom National Institute of Health, Bethesda, Maryland. Insgesamt

arbeitete das Labor mit folgenden definierten Antiseren:

Cytotoxischer Test: van Rood-Seren: ° . I »
HI‘-A l’ 21 33 9: lOJ ll/ 51 7:
8, 12 R, Orlina 7b, HL-A 7+/4a,4b
N.I.H.-Seren : HL-A 1 (Torres a), 1(Torres h),

3(Thornton a), 5(Kiefer),
5(Lambert), 5(Terasaki)

Agglutination: 4a (3Seren,)4b(3Seren), 6a,6b,8a(2Seren),5a,5b(2Seren)
Mit diesen Seren wurden folgende klinisch-wissenschaftliclie For-
schungsprojekte bearbeitet:
1) Bestimmung der Loukozytengruppen zurr Auswahl von optimalen
Spender-Empfingerpaaren bel
a) Patienten, die wegen ihrer Grundkrankheit (Panmyelopathie,
Leukdmie, nach intensiver zytostatischer Therapie) Uber

lange Zeit mit Thrombozyten substituiert werden missen.
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Die starke Iso-Immunislerung dieser Patienten gegen Leuko-
zyten- und Thrombozytenantigene durch vorausgegangene
Transfusion von Vollblut oder Thrombozytenkonserven macht
eine effektive Substiﬁution mit Thrombozyten unmdglich,

da dle Uberlebenszeit der transfundierten Thrombozyten
stark verkiirzt ist. Findet man durch Bestimmung der Leuko-
zytenantigene genetisch ldentische oder kompatible Spender,

haben dessen Thrombozyten eine normale Lebenszelt.

Es wurden bei 10 Patlenten mit schweren thrombozytopenischen
Blutungen die ndheren Angehdrigen und Jje Patient, maximal
150, im ABO-Rh-System gruppengleiche Spender getestet. In
5Fdllen gelang es, kompatible Spender zu finden, deren
Thrombozyten trotz der starken Isoimmunisierung dieser
Patienten eine normale Uhedebenszeit hatten (W. Adam,

E. Marcard, H. Erdmann, E. Kratt, Ergebnisse der Blut-

transfusionsforschung S. Karger-Verlag, Basel, im Druck).

b) In einem Fall von lymphopenilscher Hypogammaglobulinimie
war die Bestimmung der Leukozytengruppen Voraussetzung fir
eine Knochenmarkstransplantation. Die Leukozytentypislerung
wurde bei den Eltern und den Geschwlstern des Patienten
durchgefihrt. Dabei zeigten die Testergebnisse gute Foer-
elnstimmung mit denen von Dr. van ROOD, Leiden und Dr. JE-

ANNET, Genf.

- ¢) Bei 20 Patienten, die chronisch dialysiert werden missen
und flr eine eventuelle Nierentransplantation vorgesehen

sind, wurden die Leukozytengruppen bestimmt.

Da bel polytransfundierten Patienten trotz Gabe von gewasche-
nen Erytlrozytenkonserven hiiufig febrile Transfusionsreaktio-
rien auftreten, die durch Leukozytenantikdrper hedingt sind,
wurde untersuciit, o wich durch weitere "Keiniguunz" der Ery-

turozyten diese Reaktionen vermeiden lassen. Es gelingt durch
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Filtration von Vollblutkonserven. (E. Marcard, H.-G. Spiess,
Ergebnlsse der Bluttransfusionsforschung S. Karger-Verlag,
Basel, im Druck).

Neben der Fortfﬁhrung der bisherigen Arbeiten, ist folgendes vor-

gesehen:

) Um eigene monospezifische Antiseren zu finden, ist es notven-
dig, das Screening-Programm a1 intensivieren. Hierzu muss das
Einzugsgebiet zur Gewinnung von Seren multiparer Frauen er-

weitert und die Zusendung dieser Seren organisiert werden.

) Die bisher gefundenen antikdrperhaltigen Seren miissen in einem
grossen Panel jewells gegen eine Mindestzahl von 100 Spendern
getestet werden. Die erhaltenen Ergebnisse sollen unter Einsatz
eines Computers ausgewertet werden. Gleichzeitig werden dile
Leukozytengruppen dieser Spender der Ulmer Blutzentrale bestimmt,
um mdglicherweise auf diesen Stamm von Spendern mit bekannten
Leukozytengruppen fir die obengenannten klinisch-wissenschaft-

lichen Aufgaben zurlickgreifen zu kOnnen.

) Mit der Auswahl von Lebendspendern flir die Nierentransplanta-
tion so0ll in Zusammenarbeit mit den Organisaticnen Eurotrans-

plant und Swisstransplant begonnen werden.

) Ein weiteres Programm: "Untersuchung zur Uherlebenszeit von
transfundierten Granulozyten bel kompatiblen und nichtkowmpa-

tiblen Spendern befindet sich in Vorbereitung.

3.3.2 Untersuchungen zur Allergie vom verzdgerten Typ in-vitro

beim Mensclen

Die Allergile vom verzdgerten Typ splelt bLel der Transplantations-
abstossung eine entscheildendc Lwlile. Llwe volonnung beim Menschen
durch ein einfachaes System ist Gegenctand ¢iner Reihe von Un-
tersuchungen geweson. Lin Tlerversuch hat sich gezelge, dass - nach
der Methode von DAVID 3 Kemponentelt entscheldend sind.

1. Wandernde BMaiiroptacer, 2. sSultlorlisrc: oo Dyaphozy Len dha

3. das spezifische Anti~ ., unter dessen biniluss Lymphoosyoen

den sogz. "migration-inhivition-facvos’ (villv) bilden. Dicser Test,
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In Tabelle 5 ist der Einfluss von Kulturmedien, die nach Inku-
bation peripherer Lymphozyten mit Tuberkulin gewonnen wurden,

auf die Wanderung von Peritonealexsudatzellen des Meerschwein-
chens bei 18 Versuchspersonen dargestellt. Es ergab sich allerdings,
dass nur in etwa einem Drittel der Gesamtreaktionen eine Uberein-
stimmung zwischen positivem Hauttest und Hemmung der Migration
beobachtet wurde, eine Beobaclitung die mit der von anderen Auto-
.ren Ubereinstimmt. Es erscheint moglich, dass die mangelnde
Korrelation zwischen dem Migrationshemmungstest und dem Tuberku-
lin-Hauttest mdglicherweise durch Abdnderungen in der Technik be-

seitigt werden kann.

Terner konnte erstmalig die Bildung eines neuen "mitogenen" Fak-
tors beschrieben werden, der freigesetzt wird, wenn Lymphozyten
einer Tuberkulin-positiven Versuchsperson mit Tuberkulin kulti-
viert werden. Der Faktor hat die Eigenschaft, Lymphozyten einer
Tuberkulin-negativen Versuchsperson zur Blastentransformation
und DNS-Synthesesteigerung anzuregen (siehe Abb. 8 und 9). Es
handelt sich also um eine Ubertragung der zelluldren Immunitit

in-vitro, die antigensp=~ifisch 1ist.

Isolierung und Anreicherung hiamopoetischer Stammzellen

— — — -

Fir die erfolgreiche Transplantation hamopoetisclier Zellen ist

als Ergidnzung zu den Histokompatibilitdtsuntersuchungen die Iso-
lierung und Anreicherung hamopoetischer Stammzellen von beson-
derem Interesse. Ziel der meisten Untersuchungen ist es, die immun-
kompetenten Lymphozyten von den eigentlich hd@matopoetischen Zel-
len abzutrennen . In unscrer Gruppe wird die Methode der Stamm-
zelliso}ierung vor allem verwendet, um die Frage zu prifen, in wie-
weit die von uns als "Ruhezellen" vpeschriebenen Lymphozyten des
Knochenmarkes mit der IFraktion der isolierbaren hamatopoetischen
Stammzellen identisch sind. Darliber hinaus flihrten Dicke und

van Bekkum in unserer Gruppe diese Albumin-Gradienten-Methode

der Stammzellisolieruns bel cinem Kind mit angeborener lympho-

renischer Hypogammaglobulindmie durch.,
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3.4.1 Selektive Anreicherung von Ruhezellen des Knochenmarkes
mit mSglicher Stammzellenfunktion mittels Albumingradient

Ausgangspunkt der Untersuckungen ist die Beobachtung, dass die
verschiedenen Fraktionen einer in einem Albumingradienten auf-
getrennte Markzellsuspénsion verschiedene Eigenschaften mit Be-
zug auf lhre Fahigkeit haben, ein aplastisches Knochenmark zu
regenerieren und/oder eine graft-versus-host Erkrankung hervor-
zurufen. Dicke und van Bekkum fanden beil Miusen und Affen, dass
die Fraktion 3' eine Anreicherung von himopoetisclien Stammzel-
len enthidlt, widhrend die schwerste graft-versus-host Reaktion

bei Ubertragung der Fraktion 5 erfolgt.

Flir unsere Gruppe war es zunichst erforderlich, die Methode als
solche flir den Versucl: an Ratten zu adaptieren, da wir an
dleser Tierspezies das Modell der 3H-Thymidin marklerten Kno-
chenmarkruhezellen entwickelten, unter denen wir dle hdmopoetli-

sche Stammzelle vermuten.

Der Albumingradient wurde folgenderweise angesetzﬁ:
Stamml8sungen von bovinem-Serum-Albumin (BSA) (Fraktion 5, Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri) 35 % w/v werden beil Raum-
temperatur in 0,155 M Tris-Puffer bei einem pH von 7,2 vor-
bereitet. Die Osmolalitdt der 35 %igen BSA-Stammlosung wird be-
stimmt. Sie setzt sich zusammen aus der Osmolalitit von 17 %iger
BSA in aqua dest. + der Osmolalitdt des Tris-Puffers (pH 7,2).
Die Osmolalitit des Tris-Puffers wird mit aqua-dest. so elnge-
stellt, dass sie addiert mit der Osmolalitdt der 17 %igen
BSA-aqua dest-Ldsung 270 ergibt. Der pH-Wert des Tris-Puffers

von 7,2 muss beibehalten werden.

Die verschiedenen BSA-Kcnzentratlonen werden durch Verdlinnung
der BSA-Stammldsung (35 %) mittels 0,154 M NaCl, 0,01 M Phos-
phat Puffer pH 7,2 durchgefiinrt. Diese BSA-Konzentrationen von
35 % - 17 % werden mitiels des Refraktrometers von Zelss einge-

stellt. Die abgelesenen Werte missen auf der Geraden der vorher
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gegenseitig im Hinblick auf dle Blutungsnelgung beeinflussen,
oder umgekehrt, ob bel keimfrelen oder bel gnotobiotischen
Tieren dle Blutungsnelgung gerlinger ist. Da es heute mdglich
ist, auch Menschen keimarm oder gar keimfrei zu halten, er-
scheint dlese Kldrung wesentlich fir die Frage des therapeu-
tischen Handelns bel Patienten mit hidmopoetischer Insuffi-
_zienz, bei denen sowohl dle Granulozytopoese wie die Megakaryo-

zytopoese beeintréchtigt ist.

3.5.1 Etablierung des Modells zur quantitativen Erfassung der
thrombopenischen Blutung

.

R.Hohage Um die nach subletaler Bestrahlung auftretende hdmorrhagische
Diathese von konventionellen und keimfreien Tieren miteinan-
der vergleichen zu konnen, muss das Ausmass der Blutungen
quantitativ erfasst werden. Uns scheint die Zahl der in die
Lymphe austretenden Erythrozyten eiln geelgneter Parameter zur
Beurteilung solcher tlrombopenischer Blutungen zu sein. Es
wurden deshalb in Anlelnung an die von Ross, Furth und Bigelow
(1952) unternommnenen Versuche weibliche Wistarratten von 200 -
250 g Gewicht mit 700 r bestrahlt (entspricht bei diesem Stamm

etwa der LD .) Am zweiten Tag nach Bestrahlung wurde

50/30 Tage
nach eilner von Bollmann, Cain und Grindlay (1948) angegebenen
Technik der Ductus Thoracicus kanuliert. Die Erythrozyten-

zahlen in der Lymphe wurden zweimal tiglich gemessen.

Ia den ersten drei Tagen nach der Operation bewegten sich, abgeseh-
en von leichten traumatischen Blutungen kurz nach der Operation,
die Erythrozytenzahlen in der Lymphe mit 1C0O - 5 000 Zellen/mm3

im Normbereich. Zwisclien dem 5. und dem 7. Tag nach Bestrahlung
setzte ein deutliclier Anstieg der Erythrozytenzahlen ein, am 8.

Tag wurde das Maximum erreicht (Abb. 1Z). Die Thrombozytenzah-

len im peripheren Blut sanken beginnend % Tage nach Bestrah-
lung, bis zum 10. Tag hin kontinulerlich ab (Aib. 13).Zum Zeit-
punkt der ersten eintretenden Blutungen in die Lymphe lagen

sie zwischen 30 000 und 200 000 Zellen /mm3. Die Lrythrozyten-
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zahlen im peripheren Blut sanken am zweiten Tag nach Bestrahlung
und wenige Stunden nach Operationsende leicht ab, der Abstieg
erfolgte dann kontinuierlich weiter bis zum 10. Tag nach Be-
strahlung (Abb. 13).

Erste Versuche, die Technik der Ductus-Thoracicus-Kanulierung
an keimfreien Ratten in einem Operationsisolator durchzufih-
ren, verliefen erfolgreich. Versuche mit ganzkSrperbestrahl-

ten keimfreien Ratten sind in Vorbereitung.

3.5.2 Untérsuchungen liber die Pldttchenfunktion in bestrahlten
Ratten

Zum Nachwelis einer veridnderten Thrombozytenfunktion als Ursache
verstirkter Blutungsneigung bei Thrombopenie wurde eine Metho-
dik zum Studium der Pldttchenfunktion bei Ratten entwlckelt.
Bestimmt wird dabei die Fdhigkeit der PlAttchen zur Retraktion
von Gerinnseln aus pldttchenfreiem menschlichen Mischplasma so-
wie die Aggregation durch ADP und durch Kollagen-Partikel in

Modifikation der Born'schren turbidimebrischen Methode.

Die Retraktionsfdhigkeit der Plattchen war sowohl am vierten
wie am flinften Tag nach Bestrahlung ( 700 R ) um mehr als 10 %
geringer als die von unbestrahlten Kontrollen. Auch dile Aggrega-
tion durch Kollagen-Partikel war bei den bestrahlten Tieren

im Durchschnitt schwidcher ausgeprigt, wobei die Tiere am finf-
ten Tag nach Bestrahlung die schwidchste Aggregation zeligten.

Da die ADP-induzierte Aggregation bei den bestrahlten Tieren
segeniiber den Kontrollen unverindert war, ist anzunehmen, dass
die schwidchere Aggregation nach Kollagensusatz auf eine gestor-

te ADP-Freisetzung aus den Plitctchen zurickzufihren ist.

Die Befunde lassen vermuten, dass bei der Genese der struhlen-
bedingten Himorrhagien neben der Thrombopenie auch eine ver-

inderte Funktion der Thrombozyten von Bedeutung 1st, die sich
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zum Tell durch dic liberalterte Plittchenpopulation vier bis finf
Tage nach Bestrahlung erklart. Zusdtzlich kann jedoch auch eine
Schadigung der Megakaryozyten durch die ROntgenstrahlen mit
nachfolgender Freisctzung funktionsschwacher Thrombozyten

eine Rolle spielen.,

Schlussbemerkungen zum Thema Verbesserung therapeutischer Metho-

den belm Strahlenschaden

Die Untersuchungen der Ulmer Gruppe im Hinblick auf das Problem
der Verbesserung therapeutischer Methoden beim Strahlenschaden
lassen unter Berlicksichtigung der Arbeit anderer, vor allem
europaischer Forschungsgruppen die Notwendigkeit von drei
Arbeitsbereichen erkennen, deren Intensivierung wesentlich er-

scheint.

A. Die Gnotobiotik ist heute in die klinischen Bereiche einge-
drungen. Ihre konsequente Anwendung ldsst es moglich er-
scheinen, dass eine unmittelbar nach Bestrahlung einsetzen-
de antibiotische Dekontaminationsbehandlung und die Aufrecht-
erhaltung des gnotobiotischen Zustandes im keimfreien Milieu,
die Infekthiufigkeit stark herabzusetzen vermag. Dieses ist
wichtig fir alle Dosisbereiche jenseits einer LD 50/60 Tage,
da sowohl fiir das Problem der granulozytopenischen Infekte
wile fiir das der thrombopenischen Blutungen als auch fir die
Konsequenzen der Immunreaktionen bei Markzelltransfusion
der gnotobiotische oder gar keimfreie Zustand von grosster

Bedeutung sind.

B. Die Hamostaseologie muss weiter vorahgetrieben werden:
Immer noch bilden Blutungen ein ernstes Problem fiir die Be-
handlung von Strahlenschdden. Es muss erneut der Pathogenese
der Blutungsneigung nachgegarngen werden, wobel der Einfluss
von mehreren Faktoren von Bedeutung ist: die Funktion der
Thrombozyten selbst nach Strahleneinwirkung, die Wechsel-
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wirkung zwischen Blutgefdss und Thrombozyt, die Wechselwir-
kung zwischen Leukozyten, Thrombozyten und Endothelien und
dle Wechselwirkung zwischen diesen Elementen und der mikro-

biellen Flora.

C. Die Transplantationsforschung muss in zwel Richtungen hin ver-
bessert werden. Einerseits erfordern die immunologischen Prob-
leme der allogenen Knochenmarktransplantation erneuten Einsatz,
zwar durch Verbesserung der Charakterisierung der Histokompa-
tibilitdt. Andererseits sollten die Spender und Empfingerprob-
leme 1n mehreren Richtungen vorangetrieben werden: Isolierung
und Anrelcherung ven Stammzellen der Hamopoese, wenn mdglich
aus dem strdmenden Blut sowie 1lhre Abtrennung von immunkompe-
tenten Zellen. Mdglicherweise Vorbehandlung des Spenders
zur ErhShung der Effektivitdt der Zellseparierung oder ge-
gebenenfalls seiner Immunkompetenz. Vorbehandlung des Empfan-
gers mit dem Ziel, die Ansiedlungseffektivitdt durch geeigne-
te Beeinflussung der lckalen Ansledlungsbedingungen zu indern

und die Abstossung zu erschweren. .

Flir den ganzen Bereich ist vertiefte Grundlagenforschung er-
forderlich da in vielen Bereichen sowohl physiologische wie patho-
physiologisc he Grundtatsachen bisher nicht hinreichend bearbei-

tet wurden.

und
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4. Physiologische und Pathophysiologische Untersuchungen zur Blutzell-
bildung sowelt sie fiir die Erforschung diagnostischer und theraped-

tiscier Mogliclkeliten beim Strahlenschaden relevant sind

4.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Strahlenhamatologische Forschung auf dem Gebiet der Diagnostik und
' Therapie des Strahlenschadens erfordert die Erforschung bestimm-
ter physiologischer und pathophysiologischer Tatbestidnde, ohne

die die angewandte Forschung nicht auskommt.

Die Ulmer-Gruppe konzentrierte ihre Bemihungen in den Jahren 1968/
1969 im Rahmen dieses Vertrages auf 4 Bereiche. Im ersten Abschnitt
(4.2) soll Uber die Versuche berichtet werden, die DNS-Synthese-

zciten von Zellpopulationen durch die "Doppelmarkierungsmethode"

zu charakterisieren., Degeneration und Regeneration des Markes
nach Strahleneinwirkung lassen sich nur erfassen und mdglicher-
weise beeinflussen, wenn die Parameter der Zellerneuerung hin-
reictend definiert sind. Im zweiten Abschnitt wird lber den Ein-

Iluss von Strahlen aui die Nerven des Knochenmarkes berichtet.

Damit tut sich ein neues Gebiet der Strahlenhimatologie auf, der
Strahlen-Neurohidmatologie und zwar deshalb, weil offensichtlich
relativ kleine Strahlendosen in der Lage sind, nachhaltige Wir-
kungen auf die Nervenfasern auszullben. Ein dritter Abschnitt soll
die Fraze nacl: der Embryogenese bearbeiten, da man durch die

Erforschung der Entstehungsweise des Knochenmarkes eine Flille von

Informationen iUr das Stammzellenproblem erwarten kann. Schliess-
lich 5011 in einem 4. Abschnitt lUber Untersuchungen zur extra-

korporalen Blutbestrahlungzg beirichtet werden. Diese nieue Methode

verspricht wichtige Aufschliisse Uber die Physiologie und Patho-
physiologie des lymphatischen Systems neben ihren Vorteilen in

der nuilearmcdizinischen Behandlung von hdamatopoetischen Erkran-
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4.2 DNS-Synthesezelt von Zellpopulationen

—— e o v — -

.B.Harriss Fir die Zellphysiologie und ihre Strahlenpathologie ist die DNS-
'Eii??ik Synthesezeit eln wesentlicher Parameter, dessen exakte Be-
‘i

JRisse stimmung in der klinischen Forschung und im Tierexperiment
noch immer auf erhebliche Schwierigkeiten stdsst. Eine elegante
Methode flir die Bestimmung der DNS-Synthesezeit (Ts) ist die
von Wimber und Quastler (1963) und von Hilscher und Maurer (1962)
beschriebene Doppel-Markierungsmethode. Die in DNS-Synthese be-~

findlichen Zellen werden zuerst mit 3H—Thymidin und nach einer
bestimmten Zeittmit 14C-Thymidin radioaktiv markiert. Zellen,
die wihrend der Zeit t die DNS-Synthese vollendet haben, wer-
5

den dann nur mit “H-Thymidin marklert sein und ikre Anzahl

NH} ist der Zeit t proportional. Zellen, die zur Zeit der zwei-

ten Markierung mit 14C—Thymidin noch in DNS-Synthese waren und
solche die in der Zeit t ihre DNS-Synthese begonnen haben, wer-

den mi¢ 14C-Thymidin markiert sein und ilhre Zahl N ist der

C-14
Zelt TS proportional. Daher gilt die Bezeichnung

N, £
4

7
Die Unterscheidung von Z<llen die nur mit )H—Tbymidin markiert

)
wurden kdnnen autoradicgraphiscl von Zellern die mit . C-Thymidin
markiert sind (mit oder obne jH—Thymidin) dadurch unterschieden
werden, dass die veglingern der Zerfallselektronen von th und
5H auf Grund ihrer Energiedifrerenz untersclhiedlichi sind.
Dadurch ist es damn moglich, mit Hilfe eirer einzigen Gowebs-
rrobe, die zu eincl bestimmten Zelt nach }H—Thymidininjekcion
gewonnen wurde, und der damn erfolgten kurzliristigen in-vitro
Inkubation mig IAC—Thymidin die DNS-Synthesezelt '1’:_5 zu nhestim-
men. Diese Mechode hat vor allem bel Patienten den Vorcelil,

. s . . PR AL ,
dass sie praktisch durchfilhrbar ist. Dile "Markierte Mitosen-
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differenzierte Blastenformen extravasal angetroffen. Daneben
gibt es reife Granulozyten. In dieser Zeit unterscheidet man
am Periost 2 Zelltypen: entlang der Corticalis sieht man in
einer inneren Schicht rundliche, mesenchymale Zellen und in
einer Husseren Schicht lang ausgezogene Mesenchymzellen, die
durch zahlreiche Retikulin- und Kollagenfasern miteinander
verknipft sind. Diese” Elemente billden das spidtere Periost.

Die Mesenchymzellen der 1inneren Schicht verdndern offensichte-
lich ihr Aussehen, wern sie durch die Corticalistffnungen ins
Innere der Knochenmarkhthle eindringen: sle werden stern-
formig. Die Auszihlung des zwischen dem 20. und 24. Tag der
Femurmarkentwicklung gefundenen Zellgehaltes ergibt dle in
Tabelle 7 angegebenen Werte. Am 21. Tag der Fetalperiode hat
sich das Mark ausgedehnt, es finden sich erste Nervenfasern wie
auch Retikulinfasern. Sie formen eln Netzwerk zwilschen den
Zellen des Parenchyms und bllden damit ein Stlitzgerlist. Es
finden sich Blasten. Definitive erythropoetische undnyelopoe-.
tische Vorstufen der Knochenmarkszellen kdmnen erst 24 Stunden
nach Geburt mit Sicherheit nachgewlesen werden. Am 22. Tag der
Fetalperiode sieht man 1m Metaphysenbereich des Femurs mesen-
chymale Zellelemente, die runde oder ovale Kerne und ein blau
angefdrbtes Zytoplasma haben. Gelegentlich sind Mitosen zu sehen.
An hdmopoetischen Elementen finden sich vorwiegend reifere gra-
nulozytdre und erythrozytdre Elemente. Die friihen "Blasten"
sind durch ihr stark basophiles Zytoplasma und lhren sehr
dunklen Kern gekennzeichnet. Die ersten Sinusolde treten auf,
charakterisiert durch ihren diinnen Endothelbelag. Zu dieser
Zeit wird das.Gerﬁst der Matrix des Markes stdrker ausgebaut.
Es finden sich Retikulinfasern, die dle Aste der Arteria nu-
tritia begleiten. Einzelne dleser Fasern relchen ins Parenchym
hineln und zwar vorwiegend im Bereich der‘I)iaphyse. Am Fora-
men nutritium ist der dort eintretende Nerv von 2 Reilhen Schwarn-

scher Zellen ungeben. Von selnem Stamm zweigen einzelne Fasern
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in Y- oder T-Form ab und gelangen zwlschen die primitive Knochen-
markzellelemente. Im Bereich der Verzweigungen der Arteria nu-
tritia in ihre Hauptdste sieht man ausserdem felne Verdstelun-
gen von Nervenfasern, dle mit ihren Enden die Gefdsswinde beriih-
ren. Die Funktion der Nerven fiir die hémopoetische Differenzie-
rung bedarf weiteren Studiums. In der Zeit nach Geburt bildet
sich die Hamopoese im Rahmen der mesenchymalen Matrix aus. Dabel
ist von prinzipiellem Interesse, dass die einzelnen Knochen

des Kdrpers den Jjeweils glelchen Prozess der Knochenmarkent-
wicklung, aber zu verschiedenen Zeiten durchmachen. Wihrend
beispielsweise das Femurmark schon kurz nach Geburt mit einer
h@mopoetischen Aktlvitdt begimnt, verzdgert sich die Bildung

von hdmopoetischem Mark in anderen Knochen (z.B. Mittelhand-
knochen) mehrere Stunden bis Tage nach Geburt. Im Femurmark

sind 24 Stunden nach Geburt alle himopoetischen Zellformen er-

kennbar, also der Myelopoese wie auch der Erythropoese. Aber
auch die Matrix differenziert sich aus: In der Hohe des Foramen
nutritium beginnt in der Wand der Arteria nutritia die Diffe-
renzierung glatter Muskelfasern, eine Enﬁwicklung die in der
Wand der Arteriolen noch nicht erkennbar ist. Die grteria
nutritia wird von einem Nerven begleitet, der sich innerhalb
des Knochenmarkes ebenso wie die Aste der Arteria nutritia
aufteilt. Von den paravasalen Nerven dringen einzelne Fasern

in das Knochenmarkparenchym ein und bilden eine plexusartige

Formation.

Die nervidse Versorgung des Knochenmarkes nimmt zur EQ: Stunde

nach Geburt weiter zu: der Nerv, der zu diesem Zeltpunkt die
Knochenmarkhdhle versorgt enthdlt nun, gegeniiber friheren
Stadien, zahlreiche Axona. Er teilt sich stark auf und zielt
zusammen mit den arteriellen Verastelungen in das Farenchywm.
Es gibt darliber hinaus diinne Nervenblindel von 2-4 Einzelfasern,
sowie einzelne Nervenfasern, die das Knochenmarkparenchym

unabhingig von den Gefdssen durchqueren. Diese llegen im eisen
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von Dr. Lajtha, ein fahrbares Strontium-90 Gerdt gebaut. Dieses
Gerdt enthdlt 4 Strahlenquellen mit Strontium 90 von je 6 Curie
und entsprechender Bleiabschirmung, wobei das Gesamtgerit 360 kg
wiegt. Der Zugang zu den Strahlenquellen erfolgt nach dem Schubla-
denprinzip(Abb.26/&7)In dem Schlauchsystem betrdgt das bestrahl-
bare Volumen 2,95 ml, wobei die Strahlung in diesem Bereich

1,94 x lO4 R ist. Um eine Transitdosis von 400 rad zu erhalten,
muss das Strahlenfeld von 142 ml/min durchflossen werden. Um
also bei einem Patienten 5 Blutvolumenequivalente zu bestrah-
len, bendtigt man je nach dem Blutvolumen des betreffenden
Patienten 21/2 - 35 Stunden. Da bei der extrakorporalen Blutbe-
strahlung eine Pumpe benutzt werden muss, um iiber die gesamte
Bestrahlungsdauer eine konstante, festgelegte Transitdosis zu
erreichen, und um im Falle einer eventuell notwendigen regiona-
len Heparinisierung Heparin und Protamin optimal dosieren zu
konnen, ist ein Monitor-System erforderlich, durch das im zu-
filhrenden Schenkel ein zu grosser Sog und im abfiihrenden Schenkel
eln zu grosser Druck vermieden wird. Um dies zu erreichen, wurde
ein Monltor gebaut, der auf Luftdruckschwankungen reagiert und
bei Uber- oder Unterschreiten bestimmter einstellbarer Druck-
werte dle elektrisch betriebenen Pumpen unterbricht. Die vendse
Seite des Monitors ist mit der Luftsiule einer Tropfenkammer

im vendsen Teil des Schlauchsystems verbunden. Da der Zufluss
zur Tropfenkammer durch die Pumpe konstant ist, ist der Druck
dieser Luftsdule nur vom vendsen Abfluss abhingig. Die arterielle
Selte des Monitors ist an ein Plexiglasgehiuse angeschlossen,
durch das, mittels Gummistopfen luftdicht einpassbar, ein gross-
lumiger, diinnwandiger Anteil des Schlauchsystems liauft. Der
Anschluss an den Monitor erfolgt, wenn dieser Schlauchanteil
prall gefillt ist. Falls nun in dem so abgeschlossenen System
der Schlauch durch Sog kollabiert, kommt es zu Unterdruck,

der liber den Monitor die Pumpe abschaltet. Die Tropfernkammer

und der grosslumige diinnwandige Schlauchanteil sind Teile des
vendsen bzw. arteriellen Einmalsystems, die nach unseren Pli-

nen von der Firma Medix hergestellt werden.(Abb. 28)
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Dieses fahrbare Blutbestrahlungsgerit der Firma Buchler wurde bis-
her bei einem Patienten angewendet, einem 61-jihrigen Mann, beil
dem im August 1969 die Diagnose einer chronisch-lymphatischen
Leukdmie gestellt wurde. Zu Beginn der Bestrahlung hatte er

eine stark vergrosserte Milz, vergrdsserte Lymphknoten und in

der Peripherie 33 000 Leukozyten//ul Blut, davon 90 % Lymphozyten.
Die extrakorporale Blutbestrahlung filhrte bei diesem Patienten

zu einem raschen Abfall der Lymphozyten bei gleichbleibenden
‘Thrombozyten-und Erythrozytenwerte. Es kann kein Zweifel be-
stehén, dass auch bei diesem Patienten eine deutliche subjektive

und objektive Verbesserung festgestellt werden konnte.

Somit soll 1n der Zukunft das extrakorporale Bestrahlungspro-
gramm weltergefiihrt werden, allerdings mit dem speziellen
Zweck, die Physlologie und Pathophysiologie des lymphatischen
Systems vor allen Dingen unter dem Einfluss ionisierender
Strahlen auf die Lymphozyten genauer zu untersuchen, lnsbeson-
dere im Hinblick auf den Regulationsmechanismus der Lympho-

poese.

Die in diesem Jahresbericht dargestellten Projekte werden unter
dem laufenden Assozlationsvertrag Nr. 079-09~1 BIA C zwischen
der Europidischen Atomgemeinschaft und dem Land Baden-Wiirttemberg

weiter durchgefiihrt.
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