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Zusammenfassung

Gegenstand des Forschungsprogramms sind experimentelle Studien iiber
die Hiufigkeit und die Entstehungsweise der durch ionisierende Strahlen het-
vorgerufenen somatischen Spitschiden und genetischen Schiden bei Tieren.
Die Untersuchungen sollen die wissentschaftlichen Erfahrungen erweitern, die
fir die Abschitzung des Strahlenrisikos bei Bestrahlung von aussen und bei
Inkorporation radioaktiver Nuklide notig sind. Insbesondere soll auch versucht
werden, Aufschliisse itber die Wirkung schwacher Strahlendosen zu gewinnen.
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Vorbemerkungen (*)

Der Vertrag wurde im Marz 1965 mit Riickwirkung vom 1.1.1965
geschlossen.

Mitglieder des Lenkungsausschusses:

Dr. APPLEYARD EURATOM Vorsitzender

Dr. WITTENZELLNER GSF Stellv. Vorsitzender
Dr. ELLERKMANN EURATOM

Dr. EBERT ‘ EURATOM

Herr LOOSCH BMwF

Prof. Dr. WACHSMANN GSF

Das Forschungsprogramm wird am Institut fir Biologie der
Gesellschaft unter Beteiligung folgender Wigsenschaftler
durchgefihrt:

Prof.Dr. O. HUG (wissenschaftlicher Leiter des Programms)

Prof.Dr. W. GOSSNER (EURATOM; Leiter der pathologisch-
anatomischen Arbeiten, zugleich stell-~
vertretender wissenschaftlicher Leiter)

Dr, M. BORNHAUSEN (Verhaltensforschung)
Dr. Th. von KREYBIG (Embryologie)
Dr. A. LUZ (Pathologie)
Dr. A. NACIMIENTO (Neurophysiologie)
Dr. W. RUMMEL (Pathologie)

- Dr. H. SCHRODER (Genetik)

Ferner arbeiteten an dem Programm experimentell und beratend
mit:
Dipl.Phys. O. BALK (Strahlenphysik), Dr. W. MULLER (Strah-

lenphysik und Isotopenforschung), Dr. M. NUSSEL (Veterin&r-
pathologie) und Frau I. ZELLER (Veterinirmedizin).

Die ersten Monate des Berichtsjahres waren dem Ausbau der
Einrichtung und der Anpassung der Laboratorien an das For-
schungsprogramm und der Gewinnung und Einarbeitung neuer

(*) Manuskript rehalten am 19. Dezember 1966.




Mitarbeiter fiir das Forschungsprogramm gewidmet, Die Tier-
zucht wurde entsprechend dem Programm erweitert, Die neu
eingerichteten Laboratorien fiir allgemeine und experimentelle
Pathologie einschlieflich der Histochemie wurden in Betrieb
genommen; die Isotopenabteilung durch zusdtzliche MeBgerite
ergédnzt, Mit dem Aufbau des elektrophysiologischen MefB-
platzes wurde im Mai 1965 begonnen.

Gesamtprogramm

Gegenstand des Forschungsprogrammes sind experimentelle
Studien liber die Hiaufigkeit und die Entstehungsweise der
durch ionisierende Strahlen hervorgerufenen somatischen
Spatschaden und genetischen Schiéden bei Tieren, Die Unter-
suchungen sollen die wissenschaftlichen Erfahrungen er-
weitern, die fiir die Abschdtzung des Strahlenrisikos bei
Bestrahlung von auflen und bei Inkorporation radioaktiver
Nuklide nétig sind. Insbesondere soll auch versucht werden,
Aufschliisse liber die Wirkung schwacher Strahlendosen zu ge-
winnen., Statistische Erhebungen iliber die Haufigkeit von
Strahlenschéden in bestrahlten Tiergruppen kénnen im all-
gemeinen nur AufschluBl iber die Wirkung relativ grofler
Strahlendosen geben, da der Zahl der Versuchstiere techni-
sche Grenzen gesetzt sind. Somit miissen die statistischen
Untersuchungen durch Studien iliber die Entstehungsweise der
verschiedenen Formen von Strahlenschiéden ergidnzt werden.
Ein besseres Verstdndnis der Pathogenese erlaubt dann Riick-
schlliisse auf die Wirkung kleiner Strahlendosen. Besondere
Beachtung so0ll der Rolle der zeitlichen und rdumlichen Dosis~
verteilung bei der Strahlenwirkung nach Inkorporation radio-
aktiver Nuklide gewidmet werden.




1.

Strahlengenetik der Wirbeltiere

Ziel dieser Untersuchungen ist es, teils mit bewdhrten,
teils mit neuentwickelten genetischen Methoden weitere
quantitative Aufschliisse iliber die mutagene Wirkung ioni-
sierender Strahlen bei solchen Vertretern der Wirbeltiere
zu gewinnen, die einerseits in der Vertebratenevolution
Gruppen mit hohem (Fische) und solche mit geringem (Sduger)
phylogenetischen Alter représentieren, andererseits aber
aufgrund rascher Generationsfolge und hoher Nachkommenzah-
len statistisch befriedigende Testungen erlauben,

Insbesondere soll fiir verschiedene genetische Effekte die
Abhdngigkeit von der Dosis und Dosisleistung untersucht
werden, um dadurch Einblicke in die biophysikalischen Wir-
kungsmechanismen zu gewinnen und unsere Vorstellungen iiber
das genetische Strahlenrisiko zu verbessern. Neben Muta-
tionen an spezifischen Loci und letalen Mutationen inter-
essiert die Strahlenwirkung auf polygene Faktoren, die mog-
licherweise fiir die Abschitzung des genetischen Risikos von
besonderer Bedeutung ist, aber noch kaum quantitativ bear-
beitet wurde.

1.1 Die strahleninduzierten dominanten Letalmutationen in den

midnnlichen Keimzellen der Maus

Nach einer mit geringen Modifikationen von zahlreichen
Genetikern (RUSSELL et al., LUNING, BATEMAN, etc.) ange-
wandten und in unserem Institut frither von U. EHLING rou-
tinemdBig ausgebauten Methode wurden die Fertilitat, die
Zahl der Corpora lutea, die Verluste von Embryonen vor und
nach Implantation in Weibchen nach Paarung mit unbestrahl-
ten Mdnnchen bestimmt.

Hybride Fq-Ménnchen (insgesamt 308 Tiere) aus den Miuse-
stéammen 1019 x C3HS im Alter von 10 -~ 12 Wochen wurden in
Gruppen eingeteilt und total oder nur in der Hodenregion
rontgenbestrahlt (Erzeugungsspannung 300 kV, Filterung




0,6 mm Kupfer und 1,0 mm Aluminium, Stromstidrke 10 mA,
Fokus-Objekt-Abstand 55,5 cm, Dosisleistung 55 R/min.).
In allen Fdllen wurden vor der Bestrahlung die Hoden
durch vorsichtige Manipulation in den Hodensack verla-
gert und dort fir die Dauer der Bestrahlung mit einem
Gummiband fixiert. Die Tiere wurden zur Bestrahlung in
einen scheibenférmigen Plastikbeh8lter radial zum Mit-
telpunkt des Bestrahlungsfeldes angeordnet und fixiert.
Zur Teilbestrahlung wurden die Tierkdrper vom Kopf bis
zur Beckenregion mit einer Ringscheibe aus Blei abge-
deckt, so daBl nur das caudale Rumpfende mit dem im Scrotum
fixierten Hoden in einer Linge von 10 - 12 mm direkt be-
strahlt wurde. Die Strahlendosis wurde mit einer zwischen
den Tieren liegenden Ionisationskammer und mit einer zwei-
ten kleinren Fingerhutkammer, die dicht am distalen Ende
eines mitbestrahlten toten Tieres lag, und stichproben-
weise durch kleine in der Hodengegend fixierte Gewebs~—
dosimeter (Lithium~fluorid in Plastikréhrchen) gemessen,
Bestrahlte und als Kontrolle dienende unbestrahlte Miann-
chen wurden mit unbestrahlten Weibchen gleicher Abkunft
und gleichen Alters gepaart, indem je ein Miannchen fir
jede der aufeinanderfolgenden Wochen mit je zwei Weibchen
zusammengesetzt wurde. 13%,5 bis 16,5 Tage nach der Kon-
zeption oder, wenn kein Vaginalpfropf aufgetreten war,
ebenso lange nach Beginn der Paarungswoche wurde die Zahl
der graviden Weibchen, der Corpora lutea sowie der leben-
den und toten Embryonen bestimmt,

Bestrahlt wurde mit Dosen von 50, 100, 200, 300, 600 und
1 100 R. Folgende Werte wurden in ihrer Abhingigkeit von
der Dosis ermittelt:

Zahl der befruchteten Weibchen,

Verlust an Frichten vor Implantationen in % der Corpora
lutea, Verlust nach Implantation in % der Corpora lutea
und in % der Implantate.




Bisherige Ergebnisse:

Der Unterschied zwischen der mutagenen Wirkung einer
Totalbestrahlung und einer isolierten Bestrahlung der
Hodenregion unter Zugrundelegung der gleichen lokalen
Gewebsdosis im Hodenbereich ist nicht so ausgeprigt, wie
er in einer friheren vorlZufigen Beobachtung unseres In-
stituts beschrieben wurde (HUG 1964)und bedarf daher noch
der weiteren Prilifung. Auf jeden Fall lohnt es sich, die
Frage einer indirekten Strahlenwirkung auf die Keimzel-
len weiter zu verfolgen, da diese zwar in Drosophila-
Experimenten ausgeschlossen wurde, aber bei S&ugetieren
noch nicht geprift worden ist.

In der ersten und zweiten Woche steigt die Mutationsrate
linear mit der Dosis an, wobei sich gute Ubereinstimmung
mit den Werten LEONARDs an BALB/C-Inzuchtmdusen ergibt.
In der dritten und vierten Woche ist die Mutationsrate
pro R etwa doppelt so hoch wie in der ersten und zweiten
Woche, steigt bis 600 R anndhernd linear an, um dann bei
einer Dosis von 1 100 R nur noch 1/3 des Wertes bei 600 R
zu betragen, wobeil sich Analogien zu den bekannten Zeit-
faktorstudien der beiden RUSSELLs ergeben. In der 5.Paarungs-—
woche sind alle mit 600 und 1 100 R bestrahlten Mannchen
steril. Die Zahl der unbefruchteten Weibchen nimmt linear
mit der Dosis und von Paarungswoche zu Paarungswoche zu,
um in der 5. Woche p.r. nach 600 R 100 % zu erreichen,

Die Tiere einiger bestrahlter Versuchsgruppen wurden auch
nach Ablauf der sterilen Phase getestet. Die Absolutzahlen
fir Dominantletale liegen nur wenig iliber den Kontrollwerten.
Nach Bestrahlung mit 600 R ist die Zahl der Dominantletalen
etwa so grof3 wie in den prdsterilen Wochen nach Bestrahlung
mit 100 R. Einzelversuche, bei denen der Rumpf unter Abdek-
kung des Hodens mit 1 100 R bestrahlt worden war, erbrach-
ten keine hthere Mutationsrate als aufgrund der Streustrah-
lung zu erwarten war,




Wirkungsunterschiede bei unterschiedlicher zeitlicher
Dosisverteilung wurden in mehreren Versuchsreihen ge-
priift, in denen die Dosis von 600 R in Fraktionen von
2 x 300 und 4 x 150 R mit 24-stiindigen Intervallen
fraktioniert wurde oder mit einer Dosisleistung von

3 - 4 R pro Minute appliziert wurde. Die Auswertung
dieser Versuche ist noch nicht abgeschlossen.

1.2 Strahlengenetische Studien an Fischen

Inzuchtstimme des Guppys (Lebistes reticulatus), die

sich durch wohldefinierte autosomalrezessive und gonosomale
Faktoren unterscheiden, wurden nach schrittweisem Aufbau
einer Aquarienanlage geziichtet und auf verwertbare Indi-
viduenzahlen gebracht. Ein besonderer,dreifachhomozygoter
Stamm "Albino-weiB" (aa bb rr) wurde durch Rekombination
neu hergestellt. Die Aquarienanlage befindet sich noch im
weiteren Ausbau und besteht z.Zt. aus ca. 300 Becken ver-

schiedenen PFassungsvermoégens.,

1,21 Vorversuche zur Bestimmung der akuten Letalitdt nach
GanzkOrperbestrahlung

Fische verschiedener Inzuchtstiamme wurden mit Dosen: von
1000 bis 5000 R total bestrahlt und die Uberlebenszeit
und akute Mortalitd8t innerhalb der ersten 30 Tage in Ab-
hidngigkeit von der Dosis bestimmt., Aus zwei. Stdmmen ver-
schiedener Provenienz entstandene Hybriden zeigten, ge-
messen an der gesamten Uberlebenszeit und der LD5O’ eine
wesentlich groflere Strahlenresistenz als die Inzucht-
stdmme. Die LDBO betrug flir Inzuchtstédmme im Mittel ca.
2800 R, fiir Hybriden ca. 3700 R. Die Uberlebenszeit nach
2000 und 5000 R war bei den Hybriden zwei- bis finfmal
langer als in den Inzuchtstammen, Innerhalb der Inzucht-
stdmme bestehen ebenfalls Unterschiede der Strahlenemp-
findlichkeit; am empfindlichsten sind die Stédmme "blond"
und "blau", Stdmme mit verminderter Melanophorenzahl
bzw. ohne Xanthophoren. Auch die relativ strahlenresisten-




1.22
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ten Wildstamme zeigen untereinander starke Differenzen,
Bestrahlte Mannchen leben durchschnittlich l&nger als
bestrahlte Weibchen desselben Stammes und Wurfes,

Bestimmung rezessiver Mutationen nach Bestrahlung

Beide Geschlechter eines Lebistes-Wildstammes

(wild, XrpXepOs XCHYIro) wurden mit 1000 R total be-
strahlt. Die Nachkommen der bestrahlten Tiere wurden,
unterteilt nach dem Intervall zwischen Geburt und dem
Bestrahlungstermin der Eltern, zur F2—Generation weiter-
geziichtet., In dieser Generation wurden folgende Grdfen
registriert:

Die WurfgréBe als MaB fir die Fertilitat, die durch
Translokationen herabgesetzt werden kann;

das Geschlechtsverhdltnis als Ausdruck fiur geschlechts-
gebundene rezessive Letalfaktoren;

die postnatale Mortalitdt als Anzeichen flir autosomale
rezessive Letalfaktoren und

die Haufigkeit von Anomalien (hauptsichlich Deformierun-
gen der Wirbelsidule und Verkiirzung des Schwanzstieles)
als Kriterium fir rezessive sichtbare Mutationen.,

Als bestes Anzeichen filir die genetische Schiddigung kann
die postnatale Mortalitdt gelten. Die Tiere sterben uber-
wiegend im Alter zwischen 40 und 50 Tagen, d.h. zu einem
Zeitpunkt, an dem die Geschlechtsreife erlangt wird. Von
groem Interesse ist die Haufigkeit der Anomalien, die in
der F2-Generation auftreten. In einigen Versuchen wurden
Vergleiche mit einer Outcrossing_Generation, mit einem
anderen Stamm und nach einer Bestrahlung nur der mdnn-
lichen Keimzellen mit 500 und 1000 R durchgefiihrt.

Bisherige Ergebnisse:

Im Hauptversuch wurde die Strahlenempfindlichkeit verschie-

dener Gametogenese~Stadien nach Bestrahlung beider Ge-
schlechter in der F2~Generation verglichen. Bezliglich der
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postnatalen Mortalitdt erwiesen sich die postmeioti-
schen Stadien (Spermien, Spermatiden und Eier) als be-
sonders empfindlich. Bei den pra@meiotischen Stadien
lieB sich eine deutliche Dreiteilung (vgl. FOLLENIUS
1952 und KESSLER & LUTHER 1957) erkennen.

Die friiheren Stadien (wahrscheinlich den Urspermatogonien
entsprechend) zeigen eine relativ hohe Mortalitidt, die
mittleren Stadien (primédre Spermatogonien mit entspre-
chenden Oogenese-Stadien) eine sehr geringe und die
spidten meiotischen Stadien (sekundire Spermatogonien vor
Fintritt in die Meiose) eine sehr hohe Mortalititsrate.
Die Zahl der Anomalien war ebenfalls bei den spdten
meiotischen Stadien sehr hoch, Weitere Gipfel liegen im
meiotischen und postmeiotischen Stadium,., Hinsichtlich
aller vier oben genannten Parameter zeigen die spédten
prameiotischen Stadien (sekunddre Spermatogonien mit ent-~
sprechenden oogenetischen Stadien; die Dauer der Oogenese
ist aus der Literatur nicht ersichtlich, entspricht nach
Befunden von STOLK 1950 aber wahrscheinlich der Spermato-
genese) und die postmeiotischen Stadien die groBte gene-
tische Schidigung. Gemessen an der WurfgrdBe, der post-
natalen Mortalitdt, des Geschlechtsverhdltnisses und der
Hiufigkeit von Anomalien ergab sich die folgende Reihen-
folge der Gametogenese-~Stadien nach abnehmender Strahlen-
empfindlichkeit: Unreife Keimzellen )Gametozyten?’sekun—
dédre Gametogonien )primordiale Gametogonien dreife Keim-
zellen) primédre Gametogonien.

Die bisher beobachteten sichtbaren Mutationen (Verkiirzun-
gen des Schwanzstieles, Kyphosen und Lordosen, zwei
autosomale Farbmutanten, kongenitale Schwimmblasendefekte
und Zwergwuchs mit unklarer Geschlechtsrealisierung) wer-
den z.Z2t. kreuzungsanalytisch weiter verfolgt,sofern ihre
Tréger fertil sind,
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1.23 Mutationen spezifischer Loci

Es widre natiirlich sehr vorteilhaft, wenn die strahlen-
induzierte Mutationsrate einzelner Gene, deren Testung
auBerordentlich hohe Tierzahlen erfordert, an Fischen
bestimmt werden kénnte, da ihre Generationsfolge schnel-
ler, die Wurfzahl héher und die Haltung billiger ist als
bei Mzdusen. Deshalb wurden Experimente begonnen, nach
deren FErgebnissen entschieden werden soll, ob ein Grof3-
versuch vertretbar ist. Neonate Fische eines Wildstam-
mes (AA BB RR, X+YCp,Ds) wurden mit 1000 R ganzkdrper-
bestrahlt. Die Keimzellen sind zum Zeitpunkt der Geburt
noch nicht sexuell differenziert, es werden also nur
primordiale Keimzellen bestrahlt, Die bestrahlten Fische
werden mit dreifach homozygoten Tieren des Inzuchtstammes
"Albino-weifi" (aa bb rr) gepaart. Tritt in der F, ein
Mutantenphianotyp (aa = albino, rr = blau, bb = blond) auf,
so mufl eine Mutation vom Normalallel zum mutierten Gen
oder eine Deletion des Wildlocus induziert worden sein,
Deletionen wirken homozygot meist letal und konnen daher
durch Ausfall der betreffenden Phdnotypen in den ndchsten
Generationen erkannt werden. Das doppelt markierte Y-Chromo-
som des Wildstammes neigt zum crossing-over mit dem
X-Chromosom; die Strahlenabhdngigkeit dieses Vorganges
wird gleichzeitig ermittelt.

1.24 Mutationen polygener Faktoren

Auch fir die Erfassung von polygenen Faktoren scheinen
sich Fische gut zu eignen. Die Fq-Generation bestrahlter
Eltern wird zur F2— und RF2-Rﬁckkreuzungsgeneration wei~
tergefiihrt, An den Individuen dieser Generation werden
quantitative, metrisch leicht zugdngliche Merkmale ver-
folgt, um Aussagen ilber strahleninduzierte polygene
Mutationen zu gewinnen.
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Zusammenfassung:

(101 ¢ x C3H 8)-minnliche Miuse wurden mit Dosen zwischen
50 und 1100 R bestrahlt und die Zahl der Dominantletalen
nach Paarung mit unbestrahlten (101 ¢ x C3H 8)-Weibchen
durch Untersuchung des Uterusinhaltes bestimmt. Die Zahl
der Postimplantationsverluste steigt bis 600 R anndhernd
linear mit der Dosis an, um bei 1100 R abzufallen. Sperma-
tiden sind doppelt so empfindlich bei Spermatozoen-Total-
bestrahlung der Tiere und isolierte Hodenbestrahlung wir-
ken nicht signifikant verschieden. Die Abh&dngigkeit von
der zeitlichen Dosisverteilung wird gepriift. Fir geneti-
sche Studien an Fischen wurden mehrere Inzuchtstamme von
Lebistes reticulatus gezlichtet, ihre akute Strahlenmorta-
litat bestimmt, die mutagene Empfindlichkeit der verschie-
denen Gametogenese-Stadien ermittelt und Versuchsreihen
zur Erfassung strahleninduzierter mutationsspezifischer

Loci und polygener Fsktoren begonnen.
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2. Funktionsstérungen des Nervensystems nach Bestrahlung

Nachdem das Zentralnervensystem lange Zeit als relativ
strahlenresistent angesehen wurde, haben neuere Unter-
suchungen, die sich empfindlicherer MeBmethoden bedienen,
zweifelsfrei nachgewiesen, daB auch das erwachsene Nerven-
system auf relativ kleine Strahlendosen reagiert. In noch
héherem MaBe trifft das fiir das embryonale Nervengewebe
zu. In den letzten Jahren ist der Nachweis von funktionel-
len Storungen - zum Teil passagerer Natur - nach Bestrah-
lungen mit Dosen von 10 R und darunter gelungen.

Insbesondere sowjetische Wissenschaftler haben sich,
basierend auf ihrer in Pawlow begrilindeten Tradition,
frithzeitig mit der Strahlenwirkung auf das Nervensystem
befaflt und glaubten bei aulerordentlich kleinen Strahlen-
dosen funktionelle Storungen verschiedenster Art festge-
stellt zu haben. Auch in der westlichen Welt hat die Strah-
lenwirkung auf das Nervensystem in den letzten 10 Jahren
steigendes Interesse gefunden., Die bisherigen Resultate,

wie sie in 3 besonderen Symposien vorgetragen (IAEA, HALEY,
HALEY and SNIDER) und vor kurzem in einem umfassenden Re-
ferat von GANGLOFF-HUG (1965) dargestellt wurden, erstrek-
ken sich von Untersuchungen iiber Verdnderungen der elek-
trischen Eigenschaften einzelner Nervenzellen bis zu elek-
troencephalographischen Untersuchungen und schlieflen Ver-
haltungsstudien ein. Untersuchungen unseres Instituts gin-
gen von der Beobachtung aus, dafl eine Reihe niederer Tiere
unmittelbar unter Bestrahlung reflexartige Sofortreaktionen
und Verhaltensstdrungen aufwiesen, deren Abhdngigkeit von
Dosis und Dosisleistung so zu deuten ist, daB ionisierende

Strahlen als Stimuli im Sinne der klassischen Reizphysiologie

gelten konnen. Im Laufe der letzten Jahre haben wir ausge-
hend von verschiedenen Objekten und Methoden die Wirkungs-
weise ionisierender Strahlen auf erregbare Systeme weiter-
verfolgt und dabei intrazellulédre Potential- und Wider-

standsmessungen, unmittelbare Reaktionen einzelner Zellen,
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physiologische Stoérungen an zahlreichen glattmuskuldren
Organen und auch charakteristische Anderungen im Elektro-
enzephalogramm unter und kurz nach Bestrahlung beobachten
konnen. In allen bisherigen Untersuchungen bleiben aber
eine Reihe ganz entscheidender Fragen vollig ungeklirt:
Bei den Strahlenwirkungen auf das Nervensystem von Sauge-
tieren ist in keinem einzigen Fall der Angriffsort der
Strahlung eindeutig geklart. Zwar wurden in verschie-
densten Arbeiten cortikale Reaktionen, Veranderung der
Ansprechbarkeit auf Elektroschocks, Storungen der elek-
trischen Aktivitat pradpyriformer Strukturen und andere
Sofortreaktionen beobachtet, sehr oft jedoch erlauben die
experimentellen Bedingungen keine eindeutigen Schliisse
auf den Angriffsort der ionisierenden Strahlen oder gar
auf die zu Grunde liegenden zellulidren Mechanismen.

Das begonnene Forschungsvorhaben hat deshalb das Ziel, Er-
regbarkeiten verschiedener zentralnervdser Strukturen un-
ter klar definierten, eindeutigen physiologischen Bedin-
gungen zu testen. Dazu ist der Aufbau eines universellen,
elektrophysiologischen und neurophysiologischen Mefiplatzes
notwendig, um in akuten und chronischen Versuchen die Funk-
tion des Zentralnervensystems nach Bestrahlung zu unter-
suchen, AuBler den akuten, voraussichtlich zum gréfSten Teil
temporaren Reaktionen auf Bestrahlung sollen insbesondere
permanente Schéden nach Bestrahlung des erwacdhsenen Tieres
und nach Bestrahlung in verschiedenen Stadien des préd- und
postnatalen Lebens, also nach strahlenbedingter Stdérung
der Entwicklung des Gehirns, erfafllt werden. Parallel dazu
sind Verhaltensstudien an bestrahlten Tieren geplant, die
zu gegebener Zeit zu einer kombinierten Untersuchung mit-
tels elektrophysiologischer und Verhaltensmethoden fiihren
sollen.
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Bisherige Arbeiten

2.1 Aufbau einer universellen, neurophysiologischen MeBeinheit

Mitte des Jahres konnte mit dem Aufbau der Versuchsein-
heit begonnen werden. Sie ist jetzt im grofien und ganzen
beendet. Sie setzt sich folgendermaBllen zusammen:

a) Impulsgeneratoren zum elektrischen Reiz von Struk-
turen des Zentralnervensystems mittels stereotaktisch
eingebrachter Elektroden.

b) Eine Registrieranlage, bestehend aus Wechsel- und
Gleichstromverstiarker, Kathodenfolger, Kathodenstrahl-
oszillographen, Registrierkamera und achtkandligem
Direktschreiber, geeignet zur Ableitung aus stereo-
taktisch implantierten Elektroden und zur intra-
zelluldren und parazelluldren Ableitung von einzel-
nen Zellen,

¢) Eine Datenverarbeitungsanlage mit vierspurigem Ton-
bandgerdt und Computer.

d) Zusatzliche Gerdte, wie Operationsmikroskop zur Her-
stellung von Metall- und Glasmikroelektroden und Mes-
sung ihrer elektrischen Eigenschaften, stereotakti-
schem Gerdt filir Implantation von intrazerebralen
Makro- und Mikroelektroden.

Mittels dieser Einrichtungen wurden die ersten Versuche
an Katzen erfolgreich durchgefiihrt,

Durch Ganz- und Teilkérperbestrahlung wird eine Abgren-
zung direkter Wirkungen auf das Zentralnervensystem von
physiologischen indirekten Wirkungen (abscopal effects)
versucht, Dazu ist es notwendig, auller den elektrischen
Ableitungen aus dem Gehirn laufend andere physiologische
GréBen wie EKG, Herzfrequenz und Blutdruck, Atemfrequenz
und -volumen mit zu registrieren. AuBler elektrophysio-
logischen Eigenschaften des ruhenden Gehirns mit und
ohne Bestrahlung werden mittels der evoked-potential-
Technik Anderungen der Ansprechbarkeit auf verschiedene
Stimuli erfaBt. Dieser Test wird in besonders gut unter-
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suchten cortikalen Arealen bei der Katze durchgefiihrt.
Die elektrische Aktivitdt gréBerer cortikaler Zellbe-

reiche wird dabei mit Makroelektroden im Cortex nach
Reizung verschiedener Afferenzen registriert. Durch
gleichzeitige Aufnahme der elektrischen Aktivitat von
Einzelzellen des gesamten Zentralnervensystems sollen
die besonders strahlenempfindlichen PFunktionsglieder
des Zentralnervensystems ermittelt werden.

2.2 Verhaltengsforschung

Zur Einarbeitung in die Verhaltensforschung und zur Aus-
wahl geeigneter Teste flir die Erfassung eines Strahlen-
schadens befindet sich ein Mitarbeiter seit Anfang 1965
in dem Dept. of Physiology, School of Medicin (Prof.
DELGADO) der Yale=University, New Haven/Conn. USA., Er
wird fiir Anfang 1966 zurickerwartet, um dann mit dem
Aufbau der Laboratorien fir die Verhaltensstudien zu

beginnen.

' 2.3 Vorbereitende embryologische Studien

Als Grundlage fir das Studium funktioneller Stérungen
des Nervensystems nach Bestrahlung wdhrend der Embryonal-
entwicklung dienen Untersuchungen der gegeniiber ionisie-
renden Strahlen und chemischen Teratogenen empfindlichen
Phasen der Embryonalentwicklung. In Fortsetzung friherer
Arbeiten des Instituts wurde die vorgeburtliche Entwick-
lung der Maus und der Ratte untersucht und eine Zeit-
skala filir die Friihentwicklung, Furchung, Blastogenese,
die darauffolgende embryonale Entwicklungsphase und die
friihe fetale Entwicklungsphase aufgestellt. Die Ausbil-
dung des Nervensystems wurde im einzelnen verfolgt. Die

. kritischen Phasen filir die Erzeugung von MiBbildungen des
Gehirns nach Einwirkung chemischer Teratogene (Cyclophospha-
mid, Methylnitrosoharnstoff) wurden ermittelt und mit den
in der Literatur niedergelegten Daten liber die teratogene
Wirkung ionisierender Strahlen, insbesondere von HICKS,
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RUGH, RUSSELLs, sowie mit laufenden strahlenembryolo-
gischen Studien anderer Institute -(Dr. KRIEGEL, Heili-
genberg, Prof, OSIERTAG, Tiibingen) in wiederholten Be-
sprechungen verglichen.

Durch Fortsetzung der eigenen Versuche und in weiterem
Kontakt mit den entsprechenden embryologischen Zentren
ist es moglich, fiir die geplanten Versuche die kriti-
schen Dosen und Phasen zu w8hlen, bei denen keine oder
nur in geringem Prozentsatz makroskopische MiBbildungen
auftreten, aber aufgrund histologischer und cytologischer
Untersuchungen des embryonalen und fetalen Gehirns funk-
tionelle Schiden im spdteren Leben zu erwarten sind.

Zusammenfassung:

Zum Studium der akuten und chronischen Strahlenwirkun-

gen auf das sich entwickelnde und reife Sidugetiergehirn
werden elektroencephalographische Methoden entwickelt

und erprobt, die Vorbereitungen fir eine Verhaltensfor-
schung an bestrahlten Tieren getroffen und in vergleichen-
den embryologischen Studien die teratogenen Wirkungen
chemischer Substanzen und ionisierender Strahlen auf das
embryonale und fetale Gehirn untersucht.
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3, Studien zur Pathogenese akuter und chronischer Strahlen-

schidden im Sdugetierorganismus

Durch eine Kombination statistischer und morphologischer
Methoden wird die Pathogenese akuter und chronischer
Strahlenschidden in den verschiedenen Organen des Sduge-
tierorganismus untersucht. Dabei steht im Vordergrund

des Interesses die Abhidngigkeit pathogener Strahlenein-
wirkungen von der Strahlenart und der zeitlichen und
raumlichen Dosisverteilung sowohl nach relativ homogener
Bestrahlung von auflen als auch nach Inkorporation von
Radionukliden. Aufschliisse liber die Wirkungsweise ionisie-
render Strahlen erhoffen wir uns durch vergleichende Stu-
dien mit Radionukliden, die chemisch identisch sind,und

die sich im Stoffwechsel gleichartig oder #&hnlich verhal-
ten, sich aber durch verschiedene Halbwertszeiten und Art
und Energie der emittierten Strahlen unterscheiden. Auller-
dem soll die Pathogenese von Strahlenschdden nach Inkorpora-
tion von Radionukliden studiert werden, die sich durch eine
besondere Affinitédt zu bestimmten Zell- und Gewebsstruk-
turen auszeichnen. Bei den Untersuchungen {iber das Auftre-
ten und die Entstehung somatischer Spatschiéden, insbeson-
dere maligner Neubildungen, sind entsprechend groBle Versuchs-
reihen zur statistischen Auswertung geplant., Die zu erwar-
tenden degenerativen, reparativen und blastomatdsen Veridn-
derungen sollen aufler mit herkdmmlichen morphologischen
Methoden auch unter Einsatz moderner vor allem histochemi-
scher Techniken studiert werden, um damit latente Strahlen-
wirkungen, die grdberen morphologischen Verdnderungen vor-
ausgehen und u.U. schon nach Einwirkung kleiner Strahlen-
dosen auftreten, zu erfassen und um einen tieferen Ein-
blick in die Pathogenese der Strahlenschiden im Sinne einer
funktionellen Morphologie zu erhalten.
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3.1 Strahlenphysikalische, metabolische und toxikologische
Studien mit Radium 224 (Thorium X)

Zu vergleichenden Studien iliber die Rolle der raumlichen
und zeitlichen Dosisverteilung bei der Ausbildung von
Strahlenschédden wurde zundchst das Nuklid Radium 224
(Thorium X) gewahlt, und zwar aus folgenden Griinden:

Bei den sog. "Bone seekern" ergab sich das Problem, ob
fiir die Entwicklung von Osteosarkomen mehr die Totaldosis
oder die relativ hohe initiale Dosisleistung im Skelett-
system entscheidend sei. Ein Vergleich chemisch identi-
schernd-strahlender Nuklide des Radium mit erheblichen Un-
terschieden der Halbwertszeit mii3te hier Aufschliisse ge-
ben kénnen, auch wenn die raumliche Dosisverteilung in-
folge der unterschiedlichen Strahlenenergien der Nuklide
und ihrer jeweiligen Tochterprodukte nicht vollig iden-
tisch ist und auch sonst gewisse Schwierigkeiten zu er-
warten sind.

Seit Jahrzehnten liegen ausfiihrliche klinische und experi-
mentelle Daten iUber die Resorption, Verteilung, Ausschei-
dung und die Spatschdden nach Inkorporation des langlebi-
gen Nuklides Radium 226 vor, so daB die Untersuchungen mit
Radium 224 darauf aufgebaut werden kénnten., Ferner kdnnen
bisherige Ergebnisse eines laufenden Versuchsprogramms der
Universitdt Utah an Hunden verwertet werden,

Die Strahlenschdden durch Radium 224 haben insofern eine
praktische Bedeutung gewonnen, als Untersuchungen von
Kindern, die vor etwa 15 Jahren wegen Knochentuberkulose
mit diesem Nuklid behandelt worden waren, in einem unge-
wohnlich hohen Prozentsatz Wachstumsstérungen und Osteo-
sarkome aufgedeckt haben.

3.11 Strahlenphysikalische, metabolische und toxikologische
Studien

Da bei einmaliger Zufuhr des Radionuklides graduierte
Dosen bis zur maximal moglichen Héhe angewandt werden
sollten, wurde zunichst die akute Letalitidt von Ratten
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und Mausen nach intraperitonealer Injektion von Radium
224 bestimmt., Die Ratte ist dabei bezogen auf Mikro-
curie/kg Korpergewicht wesentlich strahlenempfindlicher
als die Maus. Die LD 50/14 Tage betrug bei Mdusen 155
Mikrocurie/kg, bei Ratten 25 Mikrocurie/kg. Eine 100 %ige
akute Letalitdt wird bei Midusen mit Dosen ab 300 Mikro-
curie/kg, bei Ratten mit 40 Mikrocurie/kg erreicht. Dem
Tod geht ein kontinuierlicher Gewichtsverlust in den
ersten 5 'fagen nach der Injektion voraus. Uberlebende
Tiere zeigen nach einiger Zeit wieder eine Gewichts-
zunahme, bleiben aber auch weiterhin um 20 bis 25 % unter
dem Gewicht der Kontrollen. Bei der Untersuchung von

ca. 100 Tieren fanden sich keine signifikanten Unterschie-
de der akuten Letalitdt zwischen beiden Geschlechtern und
bei Variation des Alters zwischen 4 - 12 Wochen.

Ausscheidung und Retention von Radium 224 und Tochter-
produkten bei Ratten

Die Retention von Radium 224 wurde durch regelmdfBig wie-
derholte Ganzk8rpermessungen bei Ratte und Maus bestimmt.
Dabei wurde die Pb 212-y-Linie mit Szintillationskristall
und Vielkanalanalysator gemessen. Die Retention zeigte
bei beiden Tierspezies im Prinzip den gleichen Verlauf.
In den ersten zwel Tagen fdllt die Aktivit&dt schnell auf
40 % des Anfangswertes ab und nimmt dann nur noch ent-
sprechend der physikalischen Halbwertszeit von 3,64 Tagen
ab,

Die Radium-Ausscheidung in den ersten 2 - 3 Tagen ist in
den Faeces zehnmal grdfer als im Urin. Die Ausscheidung
des Tochterproduktes Pb-212 dagegen erfolgt vorzugsweise
tiber den Urin, Nach dieser Zeit ist die Ausscheidung sehr
klein.

Organverteilung

Die Verteilung von Ra-224 und Pb-212 iiber die verschie-
denen Organe variiert aufBerordentlich. Nach 24 und 48
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Stunden findet sich ein Pb-212-Uberschuf in Herz, Leber,
Niere und Thymus und eine Ra-224-Anreicherung in Milz
und Knochen, Absolut gesehen befand sich schon nach 24

Stunden mehr als 90 % des retinierten Radiums 224 im
Knochen. Tochterprodukte werden jedoch noch in andere
Organe umgelagert. Ausfilihrliche Verteilungsstudien sind
in Vorbereitung.

5.14 Skelettdosisberechnungen

Die Dosis und Dosisleistung im Skelett nach Zufuhr von
Ra-224 wurde in der Abhidngigkeit von der Zeit errechnet
und mit dem Dosisverlauf nach Zufuhr von Ra-226 vergli-
chen. Dabei wurden die theoretischen Uberlegungen des
UTAH-Programms (T.F. DOUGHERTY) im wesentlichen iibernom-
men.

Ein Vergleich der eigenen Messungen mit den Literatur-
daten ergibt folgende Anfangsdosisleistungen im Skelett-
system der Maus.

Flir Ra-226: 4 rad/Tag pro aCi/kg
Flir Ra-224: 8 rad/Tag pro/uCi/kg

Fir die Dosisleistung im Skelett zur Zeit t(DL.) gilt
dann im Falle der Maus

DL, = F(t) * A

£ = * 4 (rad/qd)

Ra-226

dabei ist F(t) = 0,7 * 79228 (ausscheidungsfunktion
A = injizierte Aktivitat guCi/kg)

Fir Ra-224 ergibt sich:

. . _O
DL, = F(t) * Apy ooy * 8 * €012 Y(rag/a)

Die innerhalb einer Zeit T erreichte Gesamtskelettdosis D
errechnet sich dann fir Ra-224:

D=8 AJ%W F (1) * e 19 b 4t (raq)
0
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Wahrend bei Ra-224 der Hochstwert der Gesamtdosis be-
reits 20 Tage nach Applikation des Nuklides erreicht

ist und etwa 28 rad/Mikrocurie/kg betrdgt, gibt Ra-226
in dieser Zeit nur etwa 12 % der Dosis ab, die nach

2 Jahren erreicht ist. Aufgrund dieser Abschitzungen,
die durch gewebsdosimetrische Methoden verifiziert wer-
den sollen, wurde ein groBerer Versuch zur statistischen
Erfassung von Osteosarkomen in Abhangigkeit von der zuge-
fihrten Ra-224-Aktivitdt und Skelettdosis geplant und zu
Beginn des Jahres 1966 begonnen. Die parallel laufenden
histologischen und histochemischen Untersuchungen sind
in Abschnitt 3.22 dieses Berichtes beschrieben.

3.2 Pathologische und histochemische Studien

3,21 Methodische Untersuchungen

Da zum Studium der Pathogenese akuter und chronischer
Strahlenschidden eine grofle Zahl verschiedener histo-
chemischer Untersuchungsverfahren eingesetzt werden
s0ll und die methodische Entwicklung der Histochemie
noch erheblich in Flufl ist, muBl auf die Bearbeitung der
methodischen Grundlagen der Histochemie besonderes Ge-
wicht gelegt werden.

Im Hinblick auf die geplanten Experimente mit knochen-
affinen Isotopen wurden methodische Untersuchungen zur
Histochemie des Knochengewebes zunidchst in den Vorder-
grund gestellt.

Dabei interessieren vor allem das Verhalten:

a) der Grundsubstanz (Alcianblaufirbung, PAS-Reaktion,
Metachromasie)

b) verschiedener Enzyme, besonders der alkalischen und
sauren Phosphatase als Indikatoren filir Knochenapposi-
tion wund -resorption.

c) der Tetracyclinbindung innerhalb der Verkalkungszone.
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Dabei bestehen vor allem im Hinblick auf Fixierung, Ent-
kalkung und Herstellung unentkalkter Knochenschnitte eine
Reihe methodischer Schwierigkeiten.

Zur Enzymdarstellung im Knochengewebe wurden bisher die
besten Erfahrungen mit kurzer Fixierung in kaltem For-
malin, Entkalkung mit EDTA und Herstellung der Schnitte
im Kryostaten gemacht.

Auflerdem wurden Versuche zur Prdparation nativer und
unentkalkter Schnitte im Kryostaten fiir die Tetracyclin-
versuche und evtl. auch spatere autoradiographische Un-
tersuchungen durchgefiihrt.

Morphologische und histochemische Studien zur akuten

Toxizit#dt nach Inkorporation von Radium-224 (Thorium X)

Im Rahmen der akuten Toxizitdtsversuche an Ratten wurde

eine Reihe (bisher 38) von Tieren in verschiedenen Zeit-
intervallen ( 1 - 12 Tage) nach intraperitonealer Appli-
kation verschiedener Dosen (10, 20, 40, 50, 75, 100, 300 und
1500 Mikrocurie pro kg) Ra-224 histologisch untersucht.
Zusdtzlich wurden an diesem Material erste orientierende
histochemische und enzymhistochemische Untersuchungen
vorgenommen,

Die um den 10. Tag nach Inkorporation von mehr als 40
Mikrocurie pro kg Ra-224 spontan gestorbenen Tiere zei-
gen makroskopisch deutliche Anzeichen einer Schiddigung

des h&matopoetischen Systems mit ausgedehnten Blutungen
im subkutanen Bindegewebe, unter der Thymuskapsel, im
Knochenmark, in Lymphknoten und Nebennieren. Ein hoher
Prozentsatz der Ratten starb an einer massiven Neben-
nierenblutung.

Histologische und histochemische Befunde:

Knochen und Knochenmark

Am Epiphysenknorpel von Femur und Tibia sind bereits
kurze Zeit nach der Inkorporation regressive Prozesse
in der Zone des S&dulenknorpels, spdter auch in der Zone
des proliferierenden Knorpels zu erkennen,
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Gleichzeitig kommt es zu charakteristischen Veridnderun-
gen in der Topik der alkalischen Phosphatase im Bereich
der Knorpelplatte.

Auch in der primdren Spongiosa treten regressive Veridn-
derungen vor allem Kernregressionen und schlieBlich Zell-
unterginge auf,

Schon in den ersten Tagen nach der Inkorporation und auch
beil niedriger Dosierung kommt es zu einem vollstidndigen
Schwund des blutbildenden Gewebes im metaphysiren Knochen-
mark,

Im Knochenmark der Diaphyse fallen maximale Erweiterung
der prall mit Erythrocyten gefiillten Sinus und Blutungen
auf; auBerdem sind hier regressive Verdnderungen an den
hamatopoetischen Zellen zu erkennen.

Milz

Frilhzeitig und in allen untersuchten Dosisbereichen ist

ein mehr oder weniger deutlicher Schwund der Lymphocyten
in der weiBen Pulpa und zugleich eine starke Vermehrung

der Reticulumzellen in der roten Pulpa festzustellen.

Bei einem groflen Teil der Tiere finden sich kleinere und
gréBere Nekrosen in der Milzpulpa, die oft eine deutlich
perifollikulidre Anordnung zeigen.

Entsprechend der Vermehrung der Reticulumzellen ist auch
histochemisch eine Zunahme der sauren Phosphatase zu be-
obachten,

Leber

In der Leber treten hdufig feinfleckige umschriebene
Nekrosen von Leberzellen, bevorzugt im Zentrum der Leber-
ldppchen auf. In der Umgebung dieser Nekrosen sind keine
reaktiven Prozesse zu erkennen.

Im Leberparenchym finden sich inselfdrmige Bezirke mit
deutlich von der Norm abweichender Verteilung und Aktivi-
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tat der lysosomalen sauren Phosphatase in den Leberzel-
len. Dies steht sicher mit den erwdhnten regressiven Ver-
dnderungen im Zusammenhang. '

Besonders auffallend ist eine erhebliche Proliferation
und Schwellung der Kupffer'schen Sternzellen, deren Cyto-
plasma in groBRer Menge PAS-positive Tropfen und saure
Phosphatase enthilt.

Die bisher vorliegenden histologischen Befunde bei der Rat-
te lassen vermuten, daB Ra-224 neben seiner Affinitdt zum
Knochengewebe auch eine Affinitdt zum reticuloendothelialen
System besitzt und die hier und im Knochenmark gesetzten
Schiéden wohl im wesentlichen filir die akute Toxizitdt ver-
antwortlich zu machen sind.

Durch autoradiographische Untersuchungen an verschiedenen

Organen soll die Verteilung des Ra-224 im mikroskopischen
Bereich und damit die Zuordnung zu den morphologischen und
histochemischen Verédnderungen geprift werden.

3,25 Untersuchungen zur Pathogenese und Histochemie von

Strahlenschiden nach ROntgenbestrahlung

Ziel dieser Untersuchungen ist, mit histochemischen Metho-
den einen Einblick in das Verhalten bestimmter strukturge-
bundener Enzyme verschiedener strahlensensibler Gewebe
wahrend der Schiadigungs- und der Reparationsphase zu ge-
winnen,

3,231 Lokale Rontgenbestrahlung des Kniegelenks wachsender
Ratten

Es wurden Untersuchungen iiber die Wirkung einer einmali-
gen lokalen ROntgenbestrahlung des Kniegelenks wachsender
Ratten mit 3000 und 2000 R begonnen, um die morphologi-
schen und histochemischen Verdnderungen im Bereich der
Wachstumszonen von Femur und Tibia im Vergleich zum nor-
malen ungestorten Knochenwachstum zu studieren,




27

Die bei diesen Untersuchungen erhobenen Befunde sollen
zugleich als Vergleichsmaterial filir entsprechende Stu-
dien nach Inkorporation knochenaffiner Isotope dienen.

Bisher wurde eine Versuchsreihe mit 3000 R in zeitlichen .
Intervallen zwischen 1 und 126 Tagen bearbeitet.

Am 9, Tag nach der Bestrahlung ist ein vollkommener
Wachstumsstillstand an Tibia und Femur festzustellen,
der {iber den untersuchten Zeitabschnitt bestehen bleibt.

Am Epiphysenknorpel stellen sich frihzeitig schwere re-
gressive Verdnderungen ein, die sich vor allem am histo-
chemischen Verhalten der Knorpelgrundsubstanz manifestie-
ren,

Am 9, Tag nach der Bestrahlung ist im Epiphysenknorpel
keine alkalische Phosphatase mehr nachweisbar, Dieser En-
zymverlust bleibt wdhrend der ganzen Beobachtungszeit be-
stehen (Abbildung 1 und 2).

Nach einer Bestrahlung mit 2000 R treten im Epiphysen-
‘knorpel nach 3 Wochen inselfdrmige Knorpelzellregenerate
auf, die sich im histochemischen Prdparat durch eine deut-
liche Aktivitdat an alkalischer Phosphatase auszeichnen.

5.252 Verhalten der alkalischen Phosphatase in der Dinndarm-

schleimhaut der Maus nach Réntgenbestrahlung

Es wurde eine gréBere Versuchsreihe (zunichst- 66 Tiere
einschl. Kontrollen) an Miusen (101 x C3H-Hybriden) be-
gonnen, um das Verhalten der alkalischen Phosphatase in
der Dinndarmschleimhaut nach Ganzk&rperbestrahlung, bzw.
Bestrahlung des Abdomen zu studieren.

Durch diese Untersuchungen sollen folgende Fragen beant-
wortet werden: '

a) Hat eine Bestrahlung in verschiedenen Dosisbereichen
einen direkten Effekt auf Aktivitdt und Lokalisation
der alkalischen Phosphatase der Dinndarmzotten.




Tibia einer normalen Ratte.
Darstellung der alkalischen Phosphatase mit einer
Azofarbstoffmethode.

Starke Aktivitat der alkalischen Phosphatase (schwarz)

im S&8ulenknorpel.

Tibia einer Ratte, 7/ Wochen nach lokaler Bestrahlung
des Kniegelenks mit 3000 R. Darstellung der alkalischen
Phosphatase mit einer Azofarbstoffmethode. Schwere
degenerative Verinderungen am Epiphysenknorpel mit fast
vollstandigem Schwund der alkalischen Phosphatase. Nur
am proximalen Rand der Knorpelplatte sind noch einige
phosphatasehaltige Zellen (schwarz gefdrbt) zu erkennen.
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Wie verhdlt sich die Enzymausriistung der Zellpopula-
tion, die die Bestrahlung iiberlebt hat und nach 2 -
3 Tagen auf die Zotten wandert.

Wie verhdlt sich die alkalische Phosphatase des Zot-
tenepithels im Regenerationsstadium (nach 4 - 6 Tagen)
bei den Tieren, die die Bestrahlung tlberleben.

Um Artefaktmdglichkeiten weitgehend auszuschalten

und einen vollstindigen Uberblick iiber den gesamten
Dinndarm zu erhalten, haben wir eine Makromethode zur
Enzymdarstellung angewandt. Dabei wird der aufgeschnit-
tene Diinndarm in toto in der Substratlésung (Azofarb-
stoffmethode. Substrat: Alpha-Naphthyl-Phosphat. Echt-
blausalz-BB. pH 9,2)inkubiert. Man erh&élt damit eine
gute Darstellung der alkalischen Phosphatase im Blirsten-
saum der Schleimhautzotten. Die Pridparate werden so-
wohl makroskopisch als auch bei LupenvergrdBerung aus-
gewertet und die Befunde durch enzymhistochemische
Untersuchungen am Schnittprédparat ergénzt,

Unsere Untersuchungen haben bisher zu folgenden Ergeb-
nissen gefliihrt:

Es besteht ein deutlicher Aktivitdtsgradient der alka-
lischen Phosphatase im Dinndarm, der von proximal nach
distal abnimmt,

In den untersuchten Dosisbereichen (1200 R, 1500 R,
2100 R und 4000 R) ist eine direkte Schidigung der
alkalischen Phosphatase im Bereich des ausdifferenzier-

- ten Zottenepithels nicht zu erkennen. Die Enzymreaktion

c)

bleibt in den beiden ersten Tagen nach Bestrahlung prak-
tisch unverdndert. Gelegentlich ist sie etwas verstdrkt
und verwaschen,

Nach Bestrahlung mit 1200 R (Bestrahlung des Abdomen)
findet sich nach 3,5 - 4 Tagen ein Enzymschwund im
Dinndarmn, der besonders deutlich im Ileum ausgepragt
ist. Hier ist die Enzymreaktion negativ, mit Ausnahme
einzelner noch enzymhaltiger Zotten lber den Peyer'schen
Plagues.
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d) 5 Tage nach der Bestrahlung ist die Enzymreaktion
im Dinndarm wieder normal.

Da der Enzymschwund im Ileum besonders deutlich aus-
gepriagt ist, haben wir uns bei der histologischen
Untersuchung zunidchst auf diesen Darmabschnitt be-
schriankt und folgende Befunde erhoben::

a) 3,5 - 4 Tage nach der Bestrahlung sind die Zotten
verkiirzt und mit atypischen Epithelzellen (vergr®s-
serte, vielgestaltige, blass farbbare Zellkerne,
Vakuolisierung des Cytoplasmas) bedeckt. In diesen
Zellen ist auch mikroskopisch keine alkalische
Phosphatase nachweisbar (Abbildung 3 und 4).

b) Nach 2,5 Tagen findet man hiufig Zotten, deren Epithel-
zellen in der oberen Zottenhdlfte eine positive Enzym-
reaktion geben, wdhrend in der unteren Hdlfte der Zot-
ten das Enzym fehlt. Diese enzymnegativen Zellen ge-
héren offenbar zu der Zellpopulation, die die Bestrah-
lung Uberlebt hat und auf die Zottenoberfl&dche wandert.

c) Im Beginn der Regenerationsphase (am 4. Tag) ist das
mikroskopische Enzymbild uneinheitlich. Vereinzelt
findet man Zotten, deren Epithel im oberen Teil noch
enzymfrei ist, wdhrend an der Zottenbasis wieder en-
zympositive Zellen auftreten. Hiaufig ist aber die Enzme
reaktion im Bereich des Zottenepithels unregelmdflig ver-
teilt. Dies spricht dafiir, daB im Verlauf der gestei-
gerten Zellproliferation widhrend der Regenerationsphase
die enzymatische Ausdifferenzierung der Epithelzellen
qﬁalitativ und zeitlich uneinheitlich erfolgt.

3,233 EinfluB einer Ganzkdrperbestrahlung (LD 50) auf die
Enzymmuster der Milz bei verschiedenen Spezies

Ziel dieser Untersuchungen ist, mit Hilfe histochemi-
scher Enzymreaktionen charakteristische Struktureinhei-
ten und Zelltypen der Milzen verschiedener Spezies zu
markieren und die Enzymmuster in den verschiedenen
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Abb. 3, Ileum einer normalen Maus. Darstellung der alka-
lischen Phosphatase mit einer Azofarbstoffmethode.
Positive Enzymreaktion des Biirstensaumes (schwarz).

Abb. 4. Ileum einer Maus, 3,5 Tage nach Bestrahlung des
Abdomen mit 1200 R. Die Zotten sind verkiirzt . Die
Zottenepithelien enthalten keine Phosphatase. Zu-
nahme der Enzymaktivitat im Zottenstroma.
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Phasen nach der Bestrahlung (Destruktions-, Abriaum- und
Frholungsphase), in denen bekanntlich charakteristische
Veranderungen der Zellpopulation auftreten, vergleichend

zu untersuchen.

Die Untersuchungen werden an Miusen, Ratten, Meerschwein-
chen und Kaninchen durchgefiihrt und folgende Enzyme histo-
chemisch nachgewiesen:

Alkalische Phosphatase, saure Phosphatase, Adenosintri-
phosphatase, 5-Nukleotidase, unspezifische Esterase,
Naphthol-A5-D-Esterase und DPNH-Diaphorase.

Die bisher erfolgte Auswertung der Pridparate hat deut-
liche Speziesunterschiede der Enzymmuster der Milzen er-
kennen lassen.

AuBlerdem wurde festgestellt, dall es in der 6 - 12 Stunden
nach Bestrahlung beginnenden Abraumphase zu einer deut-
lichen Vermehrung der sauren Phosphatase in den Milzschnit-
ten kommt, Dies ist auf eine starke Proliferation von
Reticulumzellen, bzw. Makrophagen, die sich durch einen
auffallend starken Gehalt an saurer Phosphatase auszeich-
nen, zuruckzufihren. Die vermehrte Enzymaktivitat der
Schnitte ist also auf eine Anderung der Zellpopulation zu-
rickzufihren. Nach allgemeiner Erfahrung dirfte kein Zwei-
fel bestehen, dafl es sich bei dieser in Reticulumzellen
und Makrophagen histochemisch nachweisbaren sauren Phosphataée
um ein lysosomales Enzym handelt.

Zusammenfagsung:

Durch eine Kombination statistischer und morphologischer
Methoden wird die Pathogenese akuter und chronischer Strah-
lenschéden, insbesondere maligner Neubildungen, nach duBerer
Bestrahlung und nach Inkorporation won Radionukliden unter-
sucht, Mit dem Ziel, die Rolle der zeitlichen und rdumlichen
Dosisverteilung zu erfassen, werden vergleichende Studien
mit Radiumisotopen verschiedener Halbwertszeit und Strahlen-




energie durchgefiihrt. Begonnen wurden strahlenphysika-
lische, metabolische und toxikologische Studien mit

Ra 224 (Thorium X). Es wird iiber Ausscheidung, Retention
und Organverteilung von Ra 224 und seiner Tochterprodukte
bei Ratten berichtet. Dosis und Dosisleistung im Skelett
nach Zufuhr von Ra 224 in Abhingigkeit von der Zeit wur-
den berechnet und mit dem Dosisverlauf nach Zufuhr von
Ra 226 verglichen,

AuBerdem wurde mit morphologischen und histochemischen
Studien zur akuten Toxizitdt nach Inkorporation von Ra 224
begonnen.

Untersuchungen zur Pathogenese und Histochemie von Strah-

lenschiden nach R6ntgenbestrahlung befassen sich mit:

der Enzymhistochemie des Knochens nach lokaler Réntgen-
bestrahlung des Kniegelenkes wachsender Ratten,

dem Verhalten der alkalischen Phosphatase in der Diinndarm-
schleimhaut der Maus nach Réntgenbestrahlung und

den Verdnderungen der Enzymmuster der Milzen verschie-
dener Spezies nach Ganzkdrperbestrahlung.
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