Aus dem MAX-PLANCK-INSTITUT fir BIOCHEMIE,Miinchen
Direktor:Professor Dr.A.BUTENANDT

Bsterageaktivitdt und Proteingehalt der Milgz

von ganzkorperbestrahlten Ratten unter Berilicksichtigung

funktionsmorphologischer Gesichtspunkte

Insugural-Dissertation
zur Erlangung der Dokborwiirde in der gesambten Medizin
verfalt und einer Hohen Medizinischen Fakultét
der ILmdwig-Maximilian-Universitadt zu Minchen

vorgelegt von
Glinter Valet
aus
Miinchen

s e i b e

Februar 1968






Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit
der Universitét Miinchen

Referent: Prof «Dr « G RUHENSTROTH~-BATER
Korreferent: Prof.Dr A.BUIENANDT
Dekan: Prof .Dr .0 HOLLE

Tag der miindlichen Prifung: 20.2.7968






MEINEN ELTERN IN DANKBARKEIT GEWIDMET






Herrn Prof.Dr.A.Butenandt und Herrn Prof.Dr.G.Ruhenstroth-
Bauer danke ich sehr fir die gestellte Aufgabe und die groli-
zigige Forderung bel der Durchfihrung der Arbeit,.

Herrn Dr.J.Gross bin ich fir wertvolle Anregungen und stete
Hilfsbereitschaft aufrichtig verbunden.

Die Rechenarbeiten konnten freundlicherweise im Leibnigz-
Rechenzentrum der bayrischen Akademie der Wissenschaften
durchgefihrt werden.

R R . . - P T
Die Programmierung verdanke ich Herrn cand.rer.nat. H.W.Valet.



N




Inhaltsverzeichnis

A, Binleitung
Be Methodik

De

B,

-

ae.liere

beBegtrahlung
¢c.Organaufarbeitung

d.Messung der Esteraseaktivitat

Versuche zur Methodik

a.llere

b.Bestrahlung

c.Homogenisieren

d.Unmrechnung auf 1:1 Verdinnung
e.Zentrifugation
f.Proteinldsungen
g.Proteinbestimmung

h.Mesgung der Esteraseakbtivitat

i.Aktivitdtgserhaltung der Proteinlosungen

JeBsteraseaktivitat bei pH 5.0 und 8.5

Statistische Auswertung der Versuche
ae.Datensammlung
befiechnerische Auswertung

c.formelsammlung

Brgebnisse

a.Verhalten der bestrahlten Tiere
b.Letalitat nach Bestrahlung
c.Milzgewicht

d.Proteinkonzentration der Milzextrakte
e.Beteraseaktivitat der Milzextrakte

Besprechung der Ergebnisse
1.Milzaufbau
2.Morphologigche Strahlenschéden
%.Biochemische Veranderungen
a.Auswertung der Milzproteinbefunde
~Milzgewicht,Gesamtprotein/Milz
Proteingehalt/g Milzgewebe
-ZellgrdBe,Zellproteingehalt,
Zellproteinkonzentration

Seite

RN .Y
0 NI~ anEEE DIV S

Y
o

S
o

ACE\C V]
NG R AU

o
S

o
\JT

26
28

28
%0

50
%71
55



b.Auswertung der Esteraseaktivitatsbefunde
in der Milgz

~Gesambesteraseaktivitat/Milz,
Esteraseaktivitdt/g Milzgewebe
-Zellesterasegehalt,Zellesterase~
konzentration

Ce.Bezugspunkte

d.NPA als Substratb

e Andere Untersuchungen UlUber Milzenzyme
f.Funktionsmorphologie

Ge Zusammenfassung
H, Literaturverzeichnis

Seite

26

2

36
4o

Ly
45
46

48
51



Dsteraseaktivitdt und Proteingehalt der Milz von

prefiescpoe s s P Foodg Gl it Groeedosnih oo el i Jroefcoiees Jpsnlirreseon Sootnar watern R on oot ot derve oo e

A, Binleitung

Hohere tierische Organismen weisen eine deutliche Empfindlich-

keit gegeniiber Rontgenganzkdrperbestrehlung auf,.Bel den ge-
brauchlichen Laboratoriumstieren geniigen einmalige Dosen zwischen
150-1000 R,um schwere Schiden hervorzurufen (COTTIER 1966a,

SCHERER ,STENDER 196%,BLOOM 1948).BEs entsteht das Bild der Strahlen-—
krankheit (BACQ,ALEXANDER 1958),die in den ersten Tagen nach Be-
strahlung durch den sogenannbten Strahlenkater mit verminderter
Futter~ und Wasseraufnahme,verbunden mit Gewichtsabnahme’ und
Leistungsschwache gekennzeichnet ist.Spiter kommt es zu Erndhrungs-
storungen,Hamorrhagien,Andmie und Infekten.Der Tod kann entweder
nach 1-% Wochen unter dem Bild allgemeiner Hamorrhagien und In-
fekte,oder bei hoheren Strahlendosen bereits nach 3-4 Tagen auf
Grund, gastrointestinaler Storungen eintreten.

Die einzelnen Organe werden in Bau und Funktion verschieden stark
beeintrachtigt .Morphologisch ergeben sich u.a. im Gastrointestinal-
trakt,Knochenmark und lymphatischen System deutliche degenerative
Verénderungen,die mit Zelluntergang und Gewebsumbau verbunden sind
(COTTIER 1966a).Biochemisch sind zahlreiche Auswirkungen auf den
Stoffwechselablauf beschrieben worden,die jedoch bis heute kein
abschlieflendes Verstandnis der Strahlenschiédigung erlauben
(MITCHELL 1966,SCHERER 1963).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Megsung der Bsterase-
aktivit&t und des Proteingehalts von Milzextrakten,sowie des
Milzgewichts bei 500 R-ganzkdrperbestrahlten Ratten vom 1.-18,



Tag nach Bestrahlung.Die Bestimmung der Esteraseaktivitat er-
schien zweckm&Big,da die Esterasen unter Korperbedingungen vor-
wiegend spaltende Enzyme darstellen (AMMON,DIRSCHERL 1959,
HOFFMANN-OSTENHOFF 1954),und ihre Aktivitidt als ein MaB fir die
in der Milz nach Bestrahlung morphologisch nachweisbaren Abbau-
vorgénge (COTTIER 1966b) angesehen werden kann,

Bei der Interpretation von blochemischen Befunden,die aus Ge-
webshomogenaten oder Extrakten gewonnen wurden entstehen
Schwierigkeiten,wenn eine Ubertragung auf die Organeinzelzelle
durchgefihrt werden soll.Vor allem trifft dies auf Funzymektivi-
taten zu,die aus Grinden der Vergleichbarkeit im allgemeinen
als Aktivitit/g Gewebe,mg Protein oder mg Proteinsticksbtoff an-
gegeben werden.3olche Ergebnisse besitzen flir die Einzelzellen
nur denn Verbindlichkeit,wenn Zellart und ZellgroBe des unter—
suchten Gewebes nach Bestrahlung gleichbleiben.Da diese Be-
dingungen in der Milz nicht erfillt sind,wurde nach Kriterien
gesucht,die trotz der Gewebsverén@erungen eine Ubertragunﬂ der

morpholowlsches Verstandnls der zerularen Vorgange nach Be-

strahlung erlauben.

B. Methodik
a. Liere

Als Vé;suchstiere dienten 6-8 Wochen alte,weibliche Sprague-
Dawley-Ratten nit einem Gewicht zwischen 9o0-110 g.Sie wurden

zur Verminderung der Individualstreuung und Gewinnung geniligender
Milzmengen in Gruppen von Jje 1o Tieren verwendet.Alle Versuche
erfolgten als Parallelversuche zweier gleichbehandelter Gruppen.
Die Tiere wurden in sigemehlgestreuten Plastikkafigen mit
"ssniff" Rattenfutter (Intermast,Bochum-Hovel) gehalten.Fubter
und Wasser waren ad libitum angeboten.

b. Bestrahlung
Die Bestrahlung erfolgte mit einem Siemens-Stabilipangerdt bei

280 KV,10 mA,1 mmn Cu~-Filter,50 cm Distanz und einer Dosis-



leistung von 60 R/min.Bs wurde mit 500 R ganzkdrperbestrahlt,
Die Tiere waren dazu in einem runden K&8fig aus Hostalen mit
einem Dach aus 8 mm Plexiglas untergebracht und mit dem Kopf
zum Zentrum mit Hilfe einegs Zellstoffkissens fixiert.Das Dosi-
meter war in einem leeren Abteil des Kafigs in HOhe des Bauch-
raumes der Tiere angebracht.

ce. Organaufarbeitung

In wechselnden Zeitabstinden nach Bestrahlung erfolgte die
Totung der Tiere durch Nackenschlag.Nach Abspllen der Bauch-
wand mit Alkohol zur Vermeldung groberer Verunreinigungen,
wurde das Abdomen breit erdffnet,jedem Tier die Milz entnommen
und die Gesamtmilzmengen von 1o Tieren auf 0.1 g genau abge-
wogen.Sofortige Abkiihltng des Gewebes im Hisbad,sowie Weibter-
verarbeitung im Kihlraum beil 4° sollten Abbauvorginge mdglichst
gering halbten.Die Milzen von Je 1o Tieren wurden mit 1o ml aqua
dest. versetzt und 5 min. in einem Potter-Glashomogenisator mit
Teflonkolben bel 2000 U/min. im Eisgbad homogenisiert.Durch ein-
stindige Ultrazentrifugation in einer Beckmann-Ultrazentrifuge
bel 6?’und 50 ooo U/min, wurde eine weitgehende Sedimeﬁ%ierung
der Partikel erreichbt.Nach Absaugen der Uberstinde aus dem Zentri-
fugenrdhrchen mittels einer Spritze wurden Jeweils 2 ml Milz-
extrakt zur Proteinbestimmung in einem Uhrglas bei 100° auf
einer Heizplatte eingedampft und das Uhrglas sofort nach dem
Erkadten auf 0.1 mg genau abgewogen.Sodann wurden die Milzex—
trakte mit aqua dest. auf eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml
verdiinnt,und die Proteinlssungen bis zur Messung sténdig im
Kiihlraum bei 4° oder im Eisbad aufbewahrt.

d. Messung der Hgbterageakbtivitit

Die Messung der Esteraseaktivitat erfolgbe mit einem selbst-
regigtrierenden Beckmann-Spektrophotometer DK-2 zwischen pH
5,0-8.5 in Schritbten von 0.5 pH-Binheiten.Als Substrat diente
p-Nitrophenolacetat (NPA,M=181.2),von dem Jjewells am lMeBtage
durch Aufldsen von 1o mg in 1oo ml aqua dest. eine Losung der
Konzentration 1oo Pg/ml hergestellt wurde.Bei der enzymatischen
Spaltung der Esterbindung wird p-~Nitrophenol (NP,M=1%9,1) frei-
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gesetzt,das im Sauren eine starke Absorptionsbande bei 317 mp

und im Alkalischen eine solche bei 397 mpL aufweist.Aus Intensi-
tatsgrinden wurde fiir die Aktivitétsmessung von pH 5.0-6.0 die
Bande bei 317 mp und von pH 6.5-8,5 die Bande bei 397 mp. ver—
wendet .Gemessen wurde in oc.05 m Phosphatpuffer.ﬂle pH-Reihe

wurde durch Mischen o.1m Stammlésungen von RHEPOq und. Na2HPO4
hergestellt,Zur Konstanthaltung der MeBtemperatur von 30° diente
ein Thermoéostat mit DurchfluBkivettenhalter,der Temperatur-
schwankungen unter ¥ 0.05° hielt.Als Beh#ltnisse wurden Lox71oxTo mm
Quarzkivetten mit folgender Fillung benitzb:

MeBkiivette: 1.5m1 o0.1m Phosphatpuffer pH 5.0-8.5
1e5m1 Substratlosung
0e1ml Proteinldsung op=5 mng/ml
Vergleichskiivette: 15ml 0.71m Phosphatpuffer pH 5.0-8.5
1e5ml agua dest.
o¢Tml Proteinldsung cp=5 mg,/ml

cp=?roteinkomzentration

Zum PlpeubleTPQ der Proteinlosungen diente eine uppendorf—o Iml-
Druckp1pette "Marburg".Zundchst wurden Phosphatpuffer und Protein-
18sung in die Kiivetten einpipettiert und abgewartet bis derm
Temperaturangleich erfolgt war.Die Zugabe der Substratlosung
erfolgte unmittelbar vor Beginn der Messung.Die MeBdauer be-

trug pro Ansatz 5 min.Quantitativ wurde die wahrend dieser Zeit
freigesetzte NP-Menge aus der vom Schreiber aufgezeichneten HEx-
tinktions&nderung AT und dem molaren Extinktionskoeffizienten

E]ﬂak'nach dem LAMBERT-BEER'schen Gesetz berechnet (siehe S.711).

Ce Versuche zur Methodik

a. Tiere

Bei der Auswabl der Tiere wurde auf moglichst gleiches Alter und
Gewelcht geachtet.Als mittleres Gewicht von 2%0 Tieren ergaben
sich 99.3%1,4 g/Tier,

b. Bestrahlung

Die Ratten waren so gelagert,dal sie mit dem Becken nicht mehr
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als 15 cm vom Zentrum des Strahlenkegels entfernt waren.In-
folge des Intensititsabfalls der Strahlung mit zunehmender
Entfernung vom Zenbtralstrahl wurden verglichen zur Korpermitte
auf Kopf und Becken 10 % mehr bzw. weniger eingestrahlt.Die
Dosis wurde mit einem Duplex~Dosimeter (Dr.Pychlau,freiburg/Br.)
in Twft gemessen.

c. Homogenigieren

Dag Homogenisieren der Milzen erfolglte zur Gewinnung leicht
zentrifugierbarer und gut aufgeschlossener Homogenate unter Zu-
satz von agua dest.Die Menge des Wasserzusatzes war einmal durch
das Fassungsvermdgen eines Ulbrazentrifugenrdhrchens von 14 ml
gegeben,das zur Zentrifugation gefillt sein mubte,und zum
anderen durch das Bestreben eine mdglichst hohe Protein-
kongentration in den Extrakten zu erzielen,um Fehler beil der
Proteinbestimmung (siehe $.8) klein zu halten.Als glinstiges MaB
erwies sich die Zugabe von 1o ml agua dest./7do0 Milzen,Bei einem
Milzgewicht von ca. 5 g/1o Tiere bel unbestrahlten Ratten (Abb.9)
ergaben sich 15 ml Homogenat.Nach Bestrahlung nahm das Milz-
gewiéhﬁ betrédchtlich ab,so daB teilweise nur noch 2 g Milz-
gewebe/10 Tiere vorhanden waren,die entsprechend zu 12 ml Homo-
genat flhrten.Infolge des unterschiedlichen Organgewichbtes
schwankbe der Verdinnungsgrad der Homogenate zwischen minimal

1:2 und maximal 1:5.BEs wurde deshalb untersucht,ob die aus dem
Milzgewebe extrahierte Proteinmenge und die Esteraseaktivitit der
Milzextrakte durch den Verdinnungsgrad der Homogenate beeinflult
werden.

4o Ratten wurde die Milz entnommen und Jeweils halbiert,wodurch
zwel gleichgrofe und in ihrer Zusammensetzung gleichartige Milz-
mengen entstanden.Bin Teil wurde 1:1 und der andere 1:5 mit

agua dest. versetzt homogenisiert.Nach dem Zentrifugieren ergab
sich eine Proteinkonzentration von 52,5 mg/ml fir die 1:1 Ver-
diinnung und von 17.5 mg/ml fiir die 1:5 Verdinnung.Der Quotient
beider Werte betrédgt 2.Die 1:5 Verdinnung ergibt 1+5=0 Teile,
und die 1:1 Verdiinnung 1+1=2 Teile homogenat.Der Quotient é%é%%
hat ebenfalls den Wert 3.,Das Bedeubet,dal sich die Protein-



konzentrationen in den Milzextrakbten wie die Verdinnungsgrade
verhalten,und damit fiur gleiche Gewebsmengen bei 1:1 Ver-
dinnung dieselbe Proteinmenge extrahiert wird wie bei 1:5 Ver-
diinnung.Als Proportion geschrieben ergibt sich:

(1+5) _ Proteinkonz.bei 1:1 Verd. 1)
(1+1) = Probveinkonz.bel 1:5 Verd.

oder verallgemeinert:

(1+x) _ Proteinkonz.bei 1:1 Verd. 2)
(1+1) =~ Proteinkonz.bei 1:x Verd.

Der Verdinnungsgrad der Homogenate hat damit in den Grenzen des
Versuchsrahmens keinen BEinflull auf die aus dem Milzgewebe ex-
trahierte Proteinmenge.

Die Bsteraseaktivitét der Extrakte (Tab.1,Abb.1) wurde unter

den angegebenen Versuchsbedingungen (siehe S.3) gemessen:

A
Aktivitat

[/m-‘l pmal ]

ml Kivinh. Smin,

25

2.0

1

1.5

1.0 }

05 f .

458055606570 75 00 65 opy

Abb.1 Esgteraseakbtivitidt von 1:1 und
1:5 mit ag.dest. verdinnten
Milzhomogenaten -
Im Rahmen der MeBgenauigkeit bei HEinzelversuchen ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Messungen.,
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Bsteraseakbtivitit

%10~ pmol/ml Kive.inh,.

[~ 5.0 | 6.

o | 7.0 17.5 | 8.0 | 8.5
T1:1 Verd. | 7 l 0.411 o.99l 2.56' 2.068 2.59! 2e50
/’:5 Verd. 1 - 009/] 2004‘ 2¢50 2 o Ol -

n=Anzahl der Versuche

Die Esteraseakbivitat der Milzextrakte kann deshalb in den
Grenzen des Versuchsrahmens ebenfalls als unabhingig vom Ver-
dinnungsgrad der Milzhomogenate gelten.

Zur Feststellung des Homogenisierungsgrades wurden bei 3 Ver-
suchen Augstriche von 1:1 mit aqua degt. verdinnten Milzhomo-
genaten angefertigt und nach May-Grinwaldt-Giemsa gefdrbt.In
keinem der Praparate konnten mehr unversehrte Zellen gefunden
werden.Die Homogenisierung war damit unter den angegebenen Ver-
suchgbedingungen (siehe S.3) beziliglich der Zellzerstdrung voll-
standig,

Ty
N

d. Usrechnung auf 1:1 Verdiinnung

Zum besseren Vergleich wurden die nach Bestrahlung bei ver-
schiedenen Verdinnungsgraden in Milzextrakbten gemessenen Protein-
konzentrationen auf 1:1 Verdinnung umgerechnet.,Ausgehend von
Formel (2) (siehe S.6) verhilt sich der tatsichliche Verdiinnungs-—
grad,. zur 1:1 Verdinnung wie die Proteinkonzentration bei 1:1

Verdﬁﬁnung (c ‘q) zur tats8chlich extrahierten Proteinkon-

P 1

D extr.
gich aus der zum Homogenisieren zugesetzten agua dest. Menge von

zentration (c )eDer tatsBchliche Verdiinnungsgrad errechnet
10 ml = 10 g aqg.dest. und der entnommenen Milzmenge in g zu:

,Jo g ag.dest. " s 1
(1.g M Tsgewobe ) Nach o 131 aufgeldst ergibt sich:

10 g ace.deste
- (q+g Milzgewebe ) %

Cp 1:1 (1+1) cp extr. (3)

Mit Formel (%) kdnnen Proteinkonzentrationen von Milzextrakten,
die bei beliebigen Verdiinnungsgraden in den Grenzen deg Versuchs-
rahmens gemessen wurden auf 1:1 Verdinnung umgerechnet werden.



e. Zenbtrifugation

Die Zentrifugation bei 50 oocouU/min. im Titanrobtor entspricht
einer Beschleunigung von 144 ooo g in RoOhrchenmitte.Innerhalb
von 1 Std. wird dabel eine Sedimentierung erreicht,die neben
Zellkernen,Zellmembranen und Mitochondrien auch die Ribosomen
wéitgehend einschlieBt (ANDERSEN,GREEN 1967).Der Bodensatz im
Zentrifugenrdhrchen war fest und von dunkelbraun-roter Farbe.
Auf dem Uberstand wasren Spuren einer Lipidhaut sichtbar.

fe ProbeinlOsungen

Die Proteinldsungen wiesen eine rote Farbe auf.Uberstieg die
Proteinkonzentration 35 mg/ml,so fiel nach 4-6 Std. ein roter,
durch Verdiinnung mit aqua dest. nicht wieder in Lisung gehender
Niederschlag aus.Die Verdinnung der Extrakte erfolgte deshalb
sofort nach der Proteinbestimmung,wodurch dieser Niederschlag
verhindert werden konnte.Bine Pufferung der Proteinldsungen
eriibrigte sich,da der pH-Wert zwel Tage nach der Aufarbeitung
unverandert pH 7.0 betrug.

g. Prbteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Milzextrakten
wurden jeweils 2 ml Extrakt in einem Uhrglas bei “To0° (TAYLOR .195%,
BULL 1944) auf einer Heizplatte eingedampft bis keine Gewichibs-
dnderung mehr auftrab.Das so beschickte Uhrglas wurde sofort

nach dem HBrkalten gewogen,um hygroskopische Verfalschungen zu
verméiden.Die Fegtstellung der MéBgenauigkeit erfolgte durch
Doppel- und Dreifachbestimmungen bei 1o Milzextrakten.Dabeli er-
gabeﬁ>sich fiir eingedampfte Proteinmengen von iliber %0 mg,wie sie
auch nach Bestrahlung in 2 ml Extrakt immer vorhanden waren,
Fehler in der GroRenordnung von 1 %.

h. Messung der Esteraseaktivitib
Das Bubstrat p-Nitrophenolacetat (NPA) wird von BEsterasen in
Acetat und p-Nitrophenol (NP) gespalten:

0 Esterasen 0
NOZ—QO-C—CHs +HO ———> NOzDOH*C/'é“C\,'
’ OH



0=

Die NP-Bildung wurde spektrophotometrisch registriert.

Bestimmune der molaren BExtinktionskoeffizienten Emax von NP und NPA

Die Spektren von NP und NPA sind verschiedentlich gemessen worden-
(WHEELER ,KAPTAN 1966, PHILLIPS,NACHROD 1963 ,KAMLET 1960, UNGNADE
1960).Da die veroffentlichten Daten teilweise merklich vonein-
ander abweichen,erschien es zweckm8Big die Spekbtren von NP und
NPA unter Bedingungen,die denen der Esterasesktivititsmessung
weitgehend entsprachen in 0.05 m Phosphatpuffer bei 30%® zu ver-
messen. ’

NP-Spektren

NP-Spektren sind von MARTIN,GOLUBOW,AXELROD 1959,BERGMANN ,RIMON,
SEGAL 1958,8T0CK,DONAHUE, AMSTUTZ 1958,DIXON,NEURATH 1957,BIGGS
1954, HARTLEY ,KILBY 1954,1952,SCHROEDER , WILCOX , TRUEBLOOD , DEKKER
1951,TEREST 1950,D0UB, VANDENBELT 1947 und PRELOG,WIBSNER 1947
bestimmt worden.Die eigenen Messungen ergaben folgende Banden-

maxima Ama und molare Extinktionskoeffizienten Emax (Tab,.2,

X

4bb,2):
Ay tnd € der NP-Spektren

AL | 50 [6e0 | 6.5 | 7.0 [7.5 8.0 8.5 |90
226 mp 7100 | 7100 7100 6940 6700 6550 6550 6600
517 mu 10%50 | 9400 8%90 5870 %520 2290 1960 1790
397 mpL 340 | 1960 5370 10800 | 16310 | 18800 | 20260 | 20700
NPA=-Spektrum

Das NPA-Spektrum ist von GRAMMATICAKIS 1951 in Athanol aufge-
nommen worden.Die eigenen Messungen ergaben folgende Werte (Tab.3?,

Abb.3A):

Tab.3
ZLmax und € des NPA-Spektrums
%maX pH 5t0—'805
212 mp l 7050
272 mpL 8600

Abb.2 WP-Spektren in 0.05 m Phosphatpuffer, %0°, pH 5.0-9.0

— I -2
ONP=12.4‘pg/ml («8.94x49 Fmol/ml)
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Durchfihrung der Hsberaseaktivititsmessung

Die Intensitidt der Banden im NP-Spektrum (Abb.2) ist infolge der
Dissoziation der phenolischen OH-Gruppe stark pH-abhingig
(pK=6.99 BIGGS 1954 ).Aus Empfindlichkeitsgriinden wurden die
Messungen fir pH 5.0-6.0 bei der %17 mp Bande und fir pH 6.5-8.5
bei der 397 mp Bande durchgefiihrt.Das Spektrophotometer war so
eingestellt,dall bel festgelegter Wellenlinge %17 mp. oder 597 mp
die Aufzeichnung von Extinktionsanderungen liber l3ngere Zeit
moglich war.Auf der Zeitachse des eingelegben Papiers entsprach
1 cm = 1 min.,wdhrend die Extinktionsachse von o-1.,0 linear
geteilt war.An die vom Schreiber in 5 min. aufgezeichnete Kurve,
die mit guter Annéherung einer Geraden entsprach,wurde die
Tangente gelegt,und aus der so ermittelten Extinktionszunahme
AE/5 min. und dem zugehérigén molaren BExtinktionskoeffizienten
£ mittels des LAMBERT-BEER'schen Gesetzes (SCOTT 1964 ,JAFFE,

max
ORCHIN 1962) die freigesetzte NP-Menge berechnet:

Ac NP-Konzentrationsanstieg/ml Kii-
AE om vetteninhalt in 5 min. (mmol/ml)
Ac #f%*’g*~L AE gemessene Extinktionsanderung
£ e d BeMe 3§50 5 min.
max Emay molarer Extinkbtlonskoeffizient von
- NP im Bandenmaximum (ml/mmolxcm)
a Lichtweg in der Kivette d="1cm
Korrekturen

2. Korrektur bel pH 5.,0-6,0

Bei der fir die Esteraseaktivitéﬁsmessung von pH 5.0-6.0 ver-
wendeten Bande %17 mp fallen die Bandenauslaufer der NPA-Haupt-
Werten registrierte Extinktionsinderung das Ergebnis von NPA-
Abnahme und NP-Zunahme in der MeBkilvette ist.Flir beide pH~-Werte

Abb.3 A. NPA-Spektrum pH 5.0-8.5 , 0.05 m Phosphatpuffer , 30°
Cypp= 167 pe/ml (= 9.24X40"2 pmol/ml)

B. NP-Spektrum pH 5.0 0.05 m Phosphatpuffer , 30°
Cyp = 12 o4 pg/ml (= 8.94X40“2 pmol/ml)
C. NP-Spektrum pH 9.0 0.05 m Phosphatpuffer , %0°

cyp = 124 Pg/ml (= 8.94Xﬂo"2 Pmol/ml)
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wurde deshalb aus nachstehenden Uberlegungen eine Gleichung
zur Ermittlung der freigesetzten NP-Menge abgeleitet:

AE}em. gemessene Extinktions-
- Am 8°Me Znderung
NP4 T gem. AE%E%. Extinktionsénderung durch
NPA-Abnahme
A Cyp = - A 1A AENP Exbtinktionsdnderung durch
NP-Zunahme
---Ac:.NPA Konzentrationsabnahme
des NPA
AC@E, Konzentrationszunahme
DAByp = € ACNP des NP
£ npa  molarer Extinktionskoeffizient
N des NPA bei 317 mu
eINP molarer Extinktionskoeffizient
des NP bei 317 mu

AENP-+ Aw

AByp= €ypy Doypy

Die Zusammenfassung der vier Gleichungen flhrt zu:

(E

Der Nenner (€yp NPA) nimmt bei 317 mu fiir pH 5.0 und pH 6.0
folgende Werte an:

pH | 5.0 | 6.0

€ 10350 S4oo

NP

6 | e
Zur Berechnung der freigesetzten NP-Menge wird die bei pH 5.0 und
pH 6.0 gemessene Extinktionsdnderung A}%%ml durch das ent-

sprechende (ENP NPA) dividiert.

b. Korrektur fir die Spontanhydrolyse bei der Aktivitatsmessung
Neben der enzymatischen Spaltung des Substrats findet beil der
Esteraseaktivititsmessung eine Spontanhydrolyse statt,die jen-
seits pH 7.0 rasch zunimmt.Wird sie nicht vom MeBwert subtrahiert,
so liegt die berechnete Esteraseaktivitét zu hoch.In Tab.4 und
Abb.4 ist die experimentell bestimmbe Spontanhydrolyse fir pH
5.0-9,0 wiedergegeben.Die Spontanhydrolyse ist von pH 5.0-6.0
vernachl8ssigbar,nimmt von pH 6.5 an sténdig zu und ist bei pH 9.0
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bereits so hoch,dall sie bei der Aktivitatsmessung merklich ins
Gewicht fallbt.Geringe pH-Schwankungen machen sich in einer

Tabe4
NPA-Spontanhyvdrolyse

MeBdauver: 5 min.

Temperatur: %0°

Phosphatpuffer: 0.05 m -
Bubstratkonz.in der MeRkiivette: 5o pg/ml (=27.6x70 pmol/ml)

1’1 N
NP | oo5%.00].06%.001.07%.00] 473% 021 .18%,01] .35, 02| W 775,021 . 64% .1

n =Zahl der Versuche D
NP=Spontanhydrolyse in 5 min. in: ‘o pmol/ml

deutlichen Anderung der Hydrolyserate bemerkbar.Bine hinreichend
genaue Bestimmung der Esteraseaktivitat ist deshalb bei pH 9.0

A
Spontanhydrolyse
-2 pmol
[4" S
. 20t
|
15| i
0}
y 05}
a - M‘/i/;/s
50556065 70 75 80 8590 >

pH

Abbed NPA-Spontanhydrolyse wihrend der
Zelt der HEsteraseaktivitatsmessung

(5 mj.:(lo)

nicht mehr mdglich.Der MefBbereich wurde aus diesem Grunde auf
PH 5.0-8.,5 beschrinkt,.

Genauigkeit der Esteraseaktivitibsmessung

Die Genauigkeit der Esteraseaktivitétsmessung wurde durch mehr-
malige Herstellung eineg Versuchsansatzes Uberprift.Bei pH V.o
ergaben sich unter den angefithrten Versuchsbedingungen (siehe S.%)
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fir 9 Messungen: der gleichen Proteinldsung folgende Esterage-
aktivititen/5 min.:

1070 1460 1474 1,79 1460 1,74 1,71 /1.74xfso"2 pmol/ml
Der Mittelwert errechnet sich zu 1. 7ox10 pmol/ml Kive.inh.Die

maximale Abweichung betrug £0.01x10" Pmol/ml Kuv.lnh.,was
+ 6 % entspricht,

Gultigkeit des BEER'schen Gesetzes
Der Berechnung der Esteraseaktivitdt aus den gemessenen Extinktions

dnderungen liegt die Annahme zugrunde,dafl zwischen freigesetzter
NP-Menge und gemessener Extinktionsénderung Linearitdt besteht.
Diese Annahme wurde experimentell dadurch Uberprift,daB fir die
Aktivitatsmessung beil konstanter Substratkonzentration die
Proteinkonzentration in der MeBkivette stufenweise gesteigert
wurde,Das Ergebnis der Versuche ist in Tab,5 und Abb.5 zusammen=—
gestellt:

Cox
S

) A
Aktivitat

-2 fmaL
[:40 ml Kuvinh. Smcﬁ]
25t
20}
1.5t

1.0

05} /

/

I 1 1 1 1 I 1 1 1 >
20 40 60 80 100 120 140 160 780/@%ﬂﬂ
Proteinkonzentration

¥ 3

Abb 5 Gliltigkeit des BEER'schen Gesetzes beil der Esterase-
aktivitatsmessung

Mit gubter Nidherung wurden beil doppelter Proteinkonzentration
auch doppelte NP-Mengen freigesebzt.Das BEIR'sche Gesetz kann
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Tabed
Gultigkelit des BEER'schen Gesebzes

MeBzeit: 5 min.

Temperatur: %o0°

pH 7.5

Zahl der Versuche: fA=2

Substratkonz.i.d.MeBklivette: 48.4 pg/ml (26 Tx10" pmol/ml)

Proteinkonz.i.d.MeBkiv,. 46.1 %2 é i 161 o 7 /ml
NP-Bildung e 18~ .01 41=,071 .74 .00 80~.48 x10" Pmol/ml

damit im Rahmen der Versuchsbedingungen als erfillt gelten.

i. Akbivité@tserhaltung der Proteinlosungen

Die Organsufarbeitung und Aktivitétsmessung wurden stets an einem
Tag durchgefihrt.Die Aufarbeitung dauerte 5-6 Std.,dle Aktivi-
titsmessung fiir 2 Parallelversuche (siehe S.2) etwa 2 Std.Bel
mehreren Proteinldsungen wurde der zeitliche Aktivit&tsabfall
verfolgt um festzusteTlen ob wdhrend der Aufarbeitungszeit mit

Lo A
“Aktivitit

4]

120 |
100 p—
80
60 1

i
40
\T

20 t

v

o 1 2 3 4 5 6 Tage
nach Aufarbeitung

Abb.6 Zeitlicher Abfall der Esteraseaktivitidt
von auf 5 mg/ml verdliinnten Milzextrakten
vom 1.-6.Tag nach Aufarbeitung der
Milzen
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Tabe,6
Aktivitatsabfall von Milz-
proteinlosungen

Tage 1.

Aufarbe. Versuche Aktivitét
o) 6 100, %
1 2 985 1%
2 6 851 2%
4 2 54; 4%
6 2 21=12%

ist die Aktivitidt von Proteinldsungen der Konzentration 5 mg/ml
vom 1.-6.Tag in % der Werte am Aufarbeitungstag wiedergegeben.

Die Aktivitatsmessungen erfolgten unter den angegebenen Versuchs-
bedingungen (siehe S.%3) bei pH 7.5.Bis 24 3td. nach der Erst-
messung ist die Hsteraseaktivitit nur unwesentlich verdndert.Es
kann damit auch flir die Zeit der Aufsrbeitung eine gleich-
bleibende Aktivitéat in den Milzextrakbten angenommen werden.lNach
dem 1.Tag sinkt die Akbivitadt merklich ab und betrigt am 6,Tag nur
noch 21 % des Ausgangswertes,

Je Egteraseaktivitdt bei pH 5.0 und 8.5

Bei pH 5.0 trat in den Milzproteinldsungen wahrend der AkGivie
tEtsmessung eine opaleszierende Tribung auf,Fur die IEndpunkte
des pH-Bereiches pH 5.0 und pH 8.5 wurde deshalb untersucht,ob
durch die Wasserstoffionenkonzentration bedingte irrevergible
Aktivitatsverluste auftraten.Jeweils 1 ml vom gleichen Milz-
extrgkt wurde mit 0.02 m Phogphatpuffer von pH 5.0,7.0 und 8.5
auf eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml verdinnt und 1 Std.
lang»bei 4° inkubiert.AnschlieBend wurde die Esteraseaktivitat
der % Proteinldsungen unter den angegebenen Versuchsbedingungen
der bei pH 5.0 und pH 8.5 inkubierten Proteinlosungen als Mittel-
wert aus 2 Versuchen in % der bei pH 7.0 inkubierten wieder-
gegeben:
' Labe?
Aktivitadt nach Inkubation
bel DH 5.0,760,845

pH 5,0 7.0 8.5
Aktivitas 08%  1o0% 98%
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Die Proteinldsungen weisen nach 1 stindiger Inkubation bei pH 5.0
und pH 8.5 keine wesentlichen Akbtivitatsverluste auf.Wahrend der
Zelt der Aktivitdtsmessung von 5 min. ist deshalb ebenfalls

mit keiner Verfalschung der Ergebnisse durch irreversible Aktivi-
tétsverluste zu rechnen.

D, Statistische Auvswertung der Versuche

2. Datensammlung

Alle Versuche wurden mit moglichst gleichartigen Ratten durch-
gefihrt (siche 8.2 u.3.4).Durch Verwendung desselben Instrument-
ariums (Pipetten,Waagen,Uhrgliser,Spekbrophotometer u.d.) und
gleicher Organaufbereitung bel allen Versuchen wurde die Ver-
gleichbarkeit der Daten erreicht.Die einzelnen Versuche wurden
in einem Zeitraum von ‘12 Monaten in wahlloser Reihenfolge durch-
gefiiirt,un einer einseitigen Beeinflussung der Ergebnisée durch
zeitweise auftretende systematische Fehler (unterschiedliches
Tiermaterial ,Apparateeichung u.8,.) vorzubeugen.

be. Rechnerische Auswertung

1. Flir zusammengehorige Versuche (=Stichprobe) wurden Mittel-
weért ¥ und Standartabweichung des Mittelwertes s berechnet.
2s Jeder nach Besgbtrahlung errechnete Mittelwert wurde mittels
des STUDENT-Tegts daraufhin Uberprift,ob er signifikant von
dem entsprechenden Mittelwert fir Normaltiere abweicht.
Die Anwendung des STUDENT-Tests setzt voraus,dal die Stichproben,
denen die zu vergleichenden Mittelwerte entstammen,normalverteilt
sind.Die Normalitdt der Stichproben vor und nach Bestrahlung
wurde bei den Bsbteraseaktivitatsmegsungen mit Hilfe des Wahr-
gscheinlichkeitspapiers untersucht.Die Stichproben wurden durch
prozentuales Beziehen der einzelnen MeBwerte auf den jeweiligen

Mittelwert unbtereinander vergleichbar gemacht und zu einer ein-
zigen Gesambtstichprobe zusammengefalt.Die Gesamtstichprobe wurde

geordnet,in Klassen zu 1% eingeteilt und die Zahl der Werte/Klasse
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festgestellt (Tab.8).Sodann wurde die kumulierte HBufigkeit der
einzelnen Klassen berechnet (Tab,.8) und im Wahrscheinlichkeits-
papier aufgetragen (Abb.7):

s o

kumulierte Haufigkeit der Gesambtstichprobe

Gesamtwertezahl: 1014 HsteraseaktbivitatomeBwerte

Klasse KH Klasse KH Klasse KH

(% da.MW) n (%) (% a.MW) n (%) (% a&.MW) n (%)

49-64 7 0e7% 89 18 23.65 114 10 85.68
65 L 1o M4 S0 22 25,93 115 15 87.24
66 1 1624 91 16 27.59 1116 7 87.97
o7 2 145 92 . 22 29.87 117 7 88,69
68 1 1456 93 19 31.85 118 1o 89,75
59 2 176 oL 19 33,82 119 7 90,46
/0 5 207 95 50 56,92 120 9 91.39
71 2 2.28 96 A4 40,56 121 G 92,32
72 3 259 97 55 43,88 122 8 93.15
7% 3 2.90 98 32 47,20 123 2 93,%6
74 4 3452 99 35 50,08 124 9 94,29
95 7 4,05 100 27 53 ,6% 125 8 95,12
76 12 5.29 101 2% 56,01 126 4 95,54
77 6 5.9 102 28 58,92 127 8 96.37
78 7 6.64 10% 29 61.93% 128 2, 96,58
79 8 7V o 7H- 104 22 64,21 129 1 96.68
8o 8 Be50 105 21 66.%9 130 4 97.10
81 12 9«54 106 21 68,57 131 3 9741
82 16 11.20 107 22 70,85 132 2 97.61
83 135 12.55 108 29 7%.86 1332 0 97.61
84 1% 1%.90 109 24 76,55 134 4 98,03
85 18 15,77 110 16 78.00 135 3 08,34
86 26 18.46 111 20 80,08 136-151 11100.00
87 19 20.44 112 24 82,57
88 13 21,78 11% 20 84,65

MW=Mittelwert der Gesamtstiehprobe:
n =%shl der Einzelwerte/Klasse
KH=kumulierte Hiufigkeit (1014 Werte = Too%)

Es ergibt sich vor allem im mittleren Teil der Kurve,in dem die
griBte Zahl der Binzelwerte lokalisiert ist,mit guter Ndherung
eine Gerade,die darauf hindeutet,daB die Gesambstichprobe normal-
verteilt ist.Bs kann deshalb mit ausreichender Sicherheit ver-
mutet werden,dal die Einzelstichproben ebenfalls normalverteilt
sind.Damit ist die Grundlage fiir die Anwendung des STUDENT-Tests
zur Berechnung der Signifikanz der Mittelwerte gegeben,
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Abb.7 kumulierte Haufigkeit der Gesamtstichprobe
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¢, Pormelsammlung

Mittelwert X Mittelwert der Stichprobe
L X, +XAte o X X, 9XneeX ~ Binzelwerte der Stichprobe
. 2 L 1772 n (=MeBwerte)

N N Stichprobenumfang

(=Zahl der Versuche)
Standartabweilchung deg Mittelwertes

_ z:gx~§22 8 Standartabweichung des
8 — s Mittelwertes
N(=-1) e Einzelwerte der Stiche

probe (=MeBwerte)
Varianz des Mittelwertes

=2
2 _ ,Z;%azz%” o Varianz des Mittelwertes
Ne

Bezug der Hingzelwerte auf den Mittelwert

7 = ~§§199 7 Einzelwert in % des Mittel-
| wertes
STUDENT-Test

Tir die Durchfilhrung des STUDENT-Tests wird angenommen,daB die
wzhren Standartabweichungen 6i“ Gé der zu vergleichenden Mittel-
werte 51 und %2 einander gleich sind.Die Zulissigkeit dieser An-
nahme wird mit Hilfe der F-Verteilung iberprift.Es wird der Prif-
quotient Q aus den Varianzen 812 und 522 der zu vergleichenden
Mitbelwerte iq und X, gebildet:

5 2
Q= ~1§

52
Sodann wird aus der Tabelle (GEIGY-Tabellen 1962) entnommen,ob
der Priifquotient Q mit dem Freiheitsgrad quNq—ﬂ und V2=N2-4
unter der Signifikanzschranke T (P=0,05) bleibt.Dies ist fir alle
Mittelwerte der FalleEs kann deshalb mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von P=0.05 angenommen werden,dafl die Standartabweich-
ungen @Vq und 672 der zu vergleichenden Mittelwerte gleich

groB} sind:
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6% =0,

Fir den STUDENT-Test wird nun die Differenz d der zu ver-
gleichenden Mittelwerte iﬂ und ig gebildet:

d = liq“igl

Die gemeinsame Standartabweichung der zu prifenden Mittelwerte
iﬂ und ig bebrigh:

) By gemeinsame Standart-
- 2 = 32 abweichung von X,,x
. - 2 (x-%, )" + 2“”‘2) N,,N, Zahl der Binzelwerts,
v = aus denen X,,X. be-
(N1+N2"2) rechnet wurden-

Die Standartabweichung s ,q der Mittelwertdifferenz 4 ergibt
gich zu:

1 1
Syd = va "'ﬁ:{ + "N‘é‘

Der Ereiheitsgrad V von s,y betrighb:

Ve = N +N

= Vo2

Aus s, und d wird der Priifquotient t, gebildet:

Syd
Gy =" e—
d

Dann wird fir Ty und\@mgus der STUDENT-Verteilung f£(t/y) die
kumulierte Wahrscheinlichkeit ermittelt (GEIGY-Tabellen 1962),
die angibt mit welcher Wahrscheinlichkeit die verglichenen
Mittelwerte iq und ig iibereinstimmen,Zwei Mittelwerte werden als
signifikant voneinander verschieden betrachtet,wenn die Wahr-

scheinlichkeit fir Ubereinstimmung 24 < 0,05 betrigt.

B, Irgebnisse

2. Verhalten der bestrahlten Tiere

In den ersten drei Tagen nach Bestrahlung war eine Abnahme der
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allgemeinen Motilit8t festzustellen,Die Tiere lagen schlifrig
herum,nahmen wenig Nahrung zu sich und bekamen ein struppiges
Fell.Am 3.u.t.Tag traten Durchfdlle auf.Nach ﬁberwindung deg
Strahlenkaters am Ende der ersten Woche war &uBerlich nur mehr
wenig festzustellen.Im Laufe der zweilten Woche kam es vor allem
im Bereich der “chidelkalotte zu Haarausfall.

be Letalitdt nach Begtrahlung

Die Dogis von 500 R war so hoch,dall einzelne Tiere nach ver-
schieden langer Zeilt starben.In einem Uberlebensversuch mit 5o
Ratten waren nach 30 Tagen 17 Tiere gestorben,was einer Uber-

lebensrabte von 66 % entspricht.In Tab.9 sind die Todesfédlle von

.l
e e B

allen durchgefiihrten Versuchen in zeitlicher Reihenfolge aufge-

tragen:
Labe9
Uberlebensrate
Tage Tiere Todesf. % Uberl. Tage Tiere Todesf. % Uberl.
o 675 o} 100.0 11 150 4 .87.71
1 675 o) 10040 12 150 6 8% .41
2 625 o 100.0 1% 150 s 804
5 575 2 997 1 150 & W77
4 420 4 98,7 15 150 2 764
5 590 5 97 o Lt 16 75 1 757
G 360 5 96.0 17 75 2 72 oL
7 240 3 94,8 19 50 2 68 .4
8 240 9 91.0 22 50 2 ol 4
9 240 % 89,8 29 50 7 02 4
1o 150 o} £9.8 %0 50 o} 62 o4

Die Uberlebensrate wurde folgendermaflen berechnetb:

Da-die Zahl der bestrahlten Tiere nicht gleichblieb,sondern
laufend eine Entnahme filir Versuche erfolgte,wurden die an den
einzelnen Tagen verendeten Tiere in % der an diesem Tag insge-
samt vorhandenen Tiere ausgedrickt.Die so ermittelten Werte
wurden im Gesambtzeitraum addiert und vom Ausgangswert vor Be-
strahlung,der loo % betrigb,abgezogen.Die Uberlebensrate ergab
sich dann zu 62 % (4bb.8).Die gute Ubereinstimmung der Uber-
lebensrate beim Uberlebensversuch mit 50 Ratten und der durch
die Zusammenfassung aller Versuche ermittelten spricht fur
eine gleiche Strahlenempfindlichkeit der verwendeten Ratten
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Abb.8 Uberlebensrate der Ratten nach 500 R @énzkérper—
bestrahlung

im gesamten Versuchszeitraum von 12 Monaten.,

ce Milzgewicht

Die Milz zeigt nach Bestrahlung eine deutliche Gewichtsabnahme,
deren Maximum mit nur %0 % des Normalgewichtes am 5.Tag nach Be-
strahlung auftritt (Tabel0,Abb.9):

Lab.7o0
Milzgewich?t
bestrahlte Tiere: unbestrahlte Tiere
Milzgew. Milzgew.
Tage Tiere (g/Tier) Tage Tiere (g/ﬂlel)
0 250 0.55;.05 o) 2%0 Os 55—.05
1 50 0e25~,02 6 5 .48~
2 50 o.21§.01 15 10 o.%8~ -
3 155 Oe 49:.0) 18 10 0,615 -
4 %0 0.20—.06
5 %0 0.15~*02
&) 120 Qs 20—.02
9 90 _**Z-.o2
15 75 Oe 55-.04
18 25 Os 22—.12

Die unterstrichenen Werte weichen signifikant (szweliseitige Irr-
tumswahrscheinlichkeit 24 £ 0.05) vom Mittelwert bei unbestrahlten
Ratten abe.
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Abb.9 Milzgewicht von unbestrahlten und 500 R-ganzkorper-—
bestrahlten Ratten
Ab dem G, Tag‘nimmt das Organ merklich an Gewicht zu und erreicht
um den 15.Tag nach Bestrahlung den Ausgangswert wieder.Am 18,
Tag b@steht eine MilzvergroBerung.Bei Kontrolltieren trltt im
Versuchszeltraum eine geringfligige MilzvergrdBerung auf.

de. Proteinkonzentration der Milzextrakte

Die gemessenen Proteinkonzentrationen der Milzextrakte wurden mit
Formel (%) (siehe S8.7) auf 1:1 Verdiinnung umgerechnét und gegen
die Zeit aufgetragen (Tabe11,Abb.7T0):

e e i o Yo o

Proteinkonzentration
Proteinkonz.

Tage Versguche (mg/ml)
21 51.)~4 6
58 46 6~2 8
57 5—1 6
57, 7—2 o)
&8.)—? 9
47, ox2, 3
41,4216
45&0“2 O
o, 0-1 7
I5.051.0
Die unterstrichenen Werte weichen signifikant (= zwelselblge Irr-

tumswahracheinlichkeit 2L < 0.05) vom Mittelwert bei unbe-
atrahlten Ratten ab.
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Abb.10 Proteinkonzentration in Milzextrakten aus 1:1 mit
aqua dest. verdinnten Milzhomogenaten bei 500 R=~
ganzkorperbestrahlten Ratten

Die Protelakonzeﬂtratlon der Milzextrakbe steigt am 1.-2.Tag auf
ubefnormale Werte an,kehrt am %.Tag zum Normalwert zuriick und
f811t bis zum 6.Tag nach Besbtrahlung auf ein Minimum ab.In der
Folgezeit beginnt ein langsamer Wiederanstieg,der bis zum 18.Tag
nach Bestrahlung nicht bis zum Ausgangswert zurickfihrt.

€e ﬂsteraseaktiviﬁét in Milzextrakten

in Abhanglgkelt vom pH—Wert flir die verschiedenen Tage nach Be-
strahlung wiedergegeben.Unbestrahlte Tiere zeigen eine ein-
gipflige,ins Saure und Alkalische langsam abfallende Aktivitats—
kurve mit Maximum bei pH 7.5.Nach Bestrahlung erfolgt eine all-
gemeine Aktivititszunahme ohne Lageveranderung des Aktivitdats—
maxipums.Zusédtzlich tritt von pH 6.0-6.5 eine Schulter auf,

Bei pH 7.0 bildet sich ein vom 3.-9.Tag nach Bestrahlung be-
stehender Punkt gleicher Aktivitﬁt heraus.Die Darstellung der
begseren Finblick in den zeitlichen Verlauf der strahlungsbe~
dingten Aktivititsinderungen.Die hchste Aktivitat ergibt sich
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mit Ausnahme von pH 5.0 am %.Tag nach Besgstrahlung.Danach sinkt
die Aktivitat bei allen pH-Werten langsam ab,am 15.Tag ist eine

A
Aktivitat
7 0—23\[ ;:mol. ]
mb Kiv.inh. Sinin
3.0t g
e | P
25t A

2.0 ?/'*—'/ ) ) ’\'§3

. /i K\
1.5 f v~

10fF —

05 [

0123656709101 1231465161718 rgga
~ nach Bes trah{ung

AB@;?E Zeitlicher Verlauf der Esteraseaktivitét in Milz-
extrakten von Ratten bei pH 5.0,0 % eQagde2s
8 Q und 8 5 nach 500 R Ganzkorperbes fah ung

weltgehende Normalisierung und nach 18 Tagen ein Absinken unter
den Normalwert eingetrebten.

P, Besprechung der Hresebnisse

Te Mllzautbau

Die Rattenmilz gehort wie ‘die menschliche Milz zu den lymph~
gewebsreichen Stoffwechselmilzen mit ausgeprigbem Sinussystem
(COHRS ,SCHULZ 1958,v.HERRATH 1958) .Neben schwach ausgebildetenm
bindegewebigem Kapsel- und Trabekelwerk enthsdlt dasgs Rattenmilz-
parenchym Lymphozyten (66%),Retikulumzellen (9%),sowie Myelo=-
zyten (12%),Brythroblasten (12%),Makrophagen und Megakaryozyten
(insgesamt 1%) (KINDRED 1942).

2. Morphologisehe Strahlenschéden

Die Ronbtgenganzkorperbestrahlung ruft in der Rattenmilz (COTTIER
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19660 ,STENDER 196% ,5CHERER 1956,PAPE,JELLINEK 1948,MURRAY 1948,
POHLE,BUNTING 1936,HEINEKE 1903%,1904 ),ebenso wie in der Menschen-
milz (COTTIER 1966b) einen tiefgreifenden Gewebsumbau hervor,der
von den verschiedenen Untersuchern weitgehend ilbereinstimmend be-
schrieben wird.Makroskopisch fallt der bereits von HEINEKE 1903
gefundene Gewichtsverlust der Milz auf.Mikroskopisch ergeben sich
nach 600 R Ganzkorperbestrahlung von Ratten (MURRAY 1948) folgende
Verdnderungen,die sich in diesem Zusammenhang in drei Stadien ein-
teilen lassen:

a. Destruktionsphase Die liberwiegende Mehrzahl der Lymphozyten

zerfB1llt innerhalb der ersten % Std. nach
Begtrahlung.Die Zelltrimmer werden phago—
zytiert und abgebaut.Nach 17-24 Std. treten
sie nicht mehr in FErscheinung.Myelozyten,
Brythroblasten und Megakaryozyten nehmen
ebenfalls an Zahl ab.Bin Untergang von Re-
tikulumzellen wird dagegen nicht beobachtet.

b. Ruliephase Vom 1.-9.Tag nach Bestrahlung zeigt das
morphologische Bild eine Phase der relativen
Ruhe,in der eine weitgehende Hemmung der
Zellteilungsvorginge fesbtzustellen ist.Es
Uberwilegen die strahlenresistenten und protei
reichen Retikulumzellen.Von den Lymphozyten
und anderen Zellen sind nur wenige ilbrig ge-
blieben.Die Wiederbevolkerung des Gewebes

ist nur gering.Bs liegt damit in der histo-
logischen Ruhephase vom 1.-9.,Tag nach Be-

strahlung eine nach Art und Zahl weibgehend
gleichbleibende Zellbevolkerung vor,die in
ihrer Zusammensetzung relativ homogen ist,da
die iiberlebenden Zellen vorwiegend aus Re-
tikulumzellen und ihnen morphologische nahe-
stehenden Zellelementen bestehen.

c. Regenerationsphase Vom 9.Tag nach Begtrahlung an nehmen die

Lymphozyten,Myelozyten,Erythroblasten und



Megakaryozyten zunidchst zogernd,dann in ver-—
staérktem MaBe an Zahl zu.Die Ausgangsarchi-
tektur des Gewebes wird allerdings bis zum
Ende der %.Woche nicht vollstéindig wieder
hergestellt,

Die quantitative Auszahlung der Gesamtzellzahl der Milz von

1000 R-ganzkorperbestrahlten Ratten (ERNST 1962) ergibt in Uber—
einstimmung mit den beschriebenen qualitativen Ver8nderungen den
Hauptzellschwund ebenfalls innerhalb der ersten 24 Std. nach Be-
strahlung (Tab,13):

Lab,13
Milzzellverlust
ERNST 1962 eigene Versuche
Milzgewicht Zellen/Organ Milzgewicht
Tage|Tiere| (g/Tier) (%) |(x107) (%% l Tiere| (g/Tier) (%)
¢ 1%6 0.4/ | 400 138.0 {100 230 0.5% Jdoo
d 125 0429 621 68.5 | 5o 70 0.25 7
2 90 021 451 52.5 | 38 60 0.2 40

Der %Zé¢llverlust geht dabei der Organgewichtsabnahme parallel.,

Die eigenen Befunde ergeben ein #hnliches Rild:

Das Milzgewicht betragt am 1.Tag 47 % und am 2.Tag 40 % der Norm.
Die gzusé&tzliche Gewichbtsabnshme am 2.,Tag ist gering.Bs kann deshalb
angenommen werden,dalB der Zellschwund in der Milz nach 500 R
Ganzk?rperbestrahlung am 1.Tag nach Bestrahlung im wesentlichen
abgeééhlossen iste

5+ Bilochemische Veriawmderungen

8. Auswertung der Milzproteinbefunde

Zur Auswertung stehen folgende MelgriBen zur Verfigung:

(1) die Proteinkonzentration der Milzextrakte (siehe S.25)
(2) das Milzgewicht (siehe S.24)
Daraus werden zur Feststellung von Veridnderungen des Milzprotein=-

gehaltes folgende Grofien berechnet:
(3) das Gesambtprotein/Milz o (g Protein/Milz)

(4) der Proteingehalt/g Milzgewebe (g Protein/g Milzgeweb
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gewebe auf die Verhd8ltnisse in der Organeinzelzelle wird zu-
s8tzlich aus dem morphologischen Bild die Zeitspanne bendtigt,
wéhrend der in der Milz mit einer praktisch homogenen und
zahlenmé@Big konstanten Zellbevdlkerung gerechnet werden kann.
Sie wird dargestellt durch die

(5) histologische Ruhephase vom 1.-9.Tag nach Bestrahlung

Aus den Daten (2)-(4) lassen sich wihrend der histologischen
Ruhephase folgende Aussagen beziiglich der Organeinzelzellen
machen:

(I) Bei homogener und zahlenmé&Big konstanter Zellbevilkerung
sind Orgengewichtsverinderungen ein MaB flir Ver&nderungen
des Zellgewichtes,und da die Dichte biologischer Fliissig-
keiten und Gewebe innerhalb enger Grenzen konstant ist,
auch der ZellgridBe.

(II) Bei homogener und zahlenm8Big konstanter Zellbevilkerung
sind Ver&nderungen des Gesamtproteins/Organ ein MaR fiir
Verénderungen des Zellproteingehaltes.

(IID) Bel homogener und zahlenm&Big konstanter Zellbevolkerung
sina Veranderungen des Proteingehaltes/g Milzgewebe ein
MafB fiir Verdnderungen der Zellproteinkonzentration.

Milzgewicht (2),Gesamtprotein/Milz (%3),Proteingehalt/g Milzgewebe (4)

In Abb.1% ist der Verlauf von Milzgewicht,Gesamtprotein/Milz und

-——wn—n—-

Protelngehalt/g Milzgewebe vom 1.-18.Tag nach Besgtrahlung in

% der Normalwerte wiedergegeben Milzgewicht und Gesamtmilz-
protein fallen nach Bestrahlung deutlich ab,und weisen am %,
bzwe 6.Tag minimale Werte auf.In der Folge beginnt ein Wieder-
anstieg,der am 15.Tag zu einem normalen Milzgewicht bei noch
erniedrigtem Gesambprotein filhrt.Am 18.Tag liegen beide GrsRen
Uber dem Normalwert.Der Proteingehalt/g Milzgewebe steigt am
Te=2.Tag lUber den Normalwert an,sinkt auf ein Minimum am 6.Tag
ab und steiglt vom 6.-18.Tag nur 1angéam an,ohne den Ausgangs—
wert zu erreichen,

Aus den Kurven 18Bt sich Folgendes ableiten:
1. Die Gewichtsabnahme der Milz am 1.Tag kann als Ausdruck des



Zellupterg” gs angesehen werden.
2. Die Vermi rung des Gegamtprotein/Milz am 1.Tag spricht
dafﬁr,daﬁ die untergegangenen lymphozybten einen deutlich

Proteingehalt aufweisen,
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3, Die Verminderung des Gesamtprotein/Milz am 1.Tag zeigt
weiterhin,dall das Protein der untergegangenen Zellen nicht
in der Milz gespeichert,sondern bis zum 1.Tag abgebaut und
auggeschwenmt wirds

4, Der Anstieg des Proteingehalts/g Milzgewebe am 1.u.2.Tag
nach Bestrahlung deutet darauf hin,dafl die Uberlebenden
strahlenresistenten Zellen proteinreicher sind als die
untergegangenen Lymphozyten.Die iliberlebenden Zellen riicken
ndher gzusammen und bewirken dadurch die Erhohung des Profein-
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gehalts/g Milzgewebe ilber die Norm,
5, Vom 1.-6.Tag sinkt das Gesambtprotein/Milz stédrker ab alg
das Milzgewicht,was fir eine fortschreitende Proteinver-
armung der Milz sprichtbe.
G Die Ausgangswerte von Milzgewicht und Gesamtprotein/Milz
sind zwischen dem 15.~18,Tag erreicht,dagegen wird das
Ausgangsverhalinis der einzelnen Grolien zueinander bis zum
18 Tam nicht wieder hergestellbt.Der Ausgangswert des Protein-
gehalts/g Milzgewebe wird bis zum 18.Tag nach Bestrahlung nicht

wieder erreich?b.

ZellerdBe (I),.Zellproteingehalt (IT),%ellproteinkonzentration (IIT)
Vom 1.-9.Tag nach Ganzkodrperbestrahlung liegt in der Milz eine

anndhernd homogene und zahlenméBig konstante Zellbevilkerung
vor (siehe 2.29 u.S.%30).Bezieht man 1lzgew1cht Gesanmbprotein/
Milz und Proteingehalt/g Milzgewebe vom 2.- ag auf die Werte
des 1.Tages nach Bestrahlung,so ergeben sie ein MalB fur die je-
weilige ZellgrdBe,den Zellprobteingehalt und die Zellprotein-
konzehtration (siehe 8.31 (I)-(ITII)). 7

In Abb.14 sind Milzgewicht,Gesamtprotein/Milz und Proteinge-
halt/g Milzgewebe vom 2.,-9.Tag nach Bestrahlung in % der Werte
des 1.Tages wiedergegeben,Zellgrdlle und Zellproteingehalt
nehmen vom 1.Tag an ab und erreichen am %. bzw. 6.Tag minimale
Werte,Der anschlieBende Wiederanstieg fiihrt bei der ZellgrdBe
bis zum 9.Tag zum Normalwert zurick,wéghrend der Zellprotein-
gehalt zu diesem Zeiltpunkt noch erniedrighb ist.Dle Zellprotein-
konzentration ist bis zum 2.Tag unverandert,nimmt in der Folge

bis zum 6.Tag ab,steigt nur langsam wieder an und erreicht den

\O

Ausgangswert bls zum 9.Tag nicht wieder,

Aus den Kurven 18Bt sich Folgendes ableiten:

1. Der begtimmende Vorgang bei den auftretenden Vergnderungen
ist der Zellproteinverlust,der vom 1.-6.Tag zunehmend fort-
schreitet und zunichst zu elner Abnahme von Zellproteinge-
halt und ZellgroBle und ab dem 2.Tag auch der Zellprotein-

konzentration fihrt,
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2e Die Zellproteinkonzentration ist der Werbt,der nach Bestrahl-
ung am l8ngsten unverdndert bleibt,aber auch am lEngsten
braucht,um wiederhergestellt zu werden.

A
Gewrcht

[4]

120
100 -=

80 ¢

60}

0123456789 roge

nach Bestrahlung

Abb AL ZellordBe

LELLAL000 4 98 DEQUESAD
vel%DEOue;pKOQzeQUrajlon von
j Milzzellen bei 500 R-—gangkorper— -

bestrahlten Ratten.

Es erhebt sich die Frage,inwiewelt die gefundenen ZellgroBenver-
=nderungen auch im morphologischen Bild nachwelgbar sind.Mit
deutlich sichtbaren Anderungen des Zelldurchmessers ist nicht
zu rechnen,da eine Verminderung der ZellgrdBe auf 8o %,wie sie
am v.Tag nach Begbrahlung auftritt (Abb.l4),nur eine der 3.
Wurzel entsprechende Radiusinderung auf 93 % der Norm verur-
sacht.Im Tinzelnen werden nach Ganzkdrperbestrahlung folgende

Befunde beschrieben (Tab.l4):

Lab,14
ZellgriBenverinderungen

nach Begtrahlung

3.5tde Auftreten heller Herde in den Follikeln mit groflen
Zellen,die einen bléaschenformigen Kerm und einen
groBen Protoplasmaleib aufweisen (HEINEKE 1904 ,Ratten,

keine Dosisangabe).
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1.Tag Sehr prominente epitheloide Massen von Retikulum-
zellen in den Zentren der Milzfollikel (MURRAY 1948,
Kaninchen und Ratbten,400,600,8300 R)
Helle Follikel (PAPE,JELLINEK 1948,Ratten,300 R)
Epitheloide Retikulumzellen (COTTIER 1966,MBuse,500 R)
2.,Tag+ Prominente epitheloide Magsen (MURRAY 1948,w.0.)

4,Tag Epitheloide Massen verschwinden langsan (CV~TIEﬁ 1966,We 0 )
5.Tag  kontrahierte epitheloide Massen (MURRAY 1948,w.0.)

5.Tag  Epitheloide Zellen verschwinden langsam (COTTIER 1966,W.0. )
9:Tag Noch keine Lymphozyten (MURRAY 1948,we0,)
1o.Tag stellenwelise treten reichlicher epitheloide Zellen um
die Follikel in Brscheinung (PAPE,JELLINEK 1948,W.0.)

In Tabl.15 sind die morphologisch erschlieBbaren ZellgriBen-
verdnderungen der Tab.]4 denen gegeniibergestellt,die sich aus
den Milzgewichtsveridnderungen der eigenen Versuche ergeben

(Abb. 1)
Tab,15

ZellgriéBenveranderungen

nach Bestrahlung g

Tage ne Morphologigch Biochemisch
Begtr. (epitheloide Zellen) (eigene vVersuche)

1 sehr prominent Der 1.Tag nach RBesbtrahlung
(M TREY 908 dient als Bezugspunkt
durch Abbildung
demonstriert

2 " prominent Zellverkleinerung
MURRETT948)
durch Abbildung
demonstriert

5 kontraniert ' verkleinerte Zellen

(MUREEY 19L48)
durch Abbildung
demonstriert

10 stellenweise ZellvergroBlerung

reichl*cher
(PEPE,JELLINEK 1948)

Der Vergleich zeigt,dal die in den eigenen Versuchen bestimmben
ZellgroBenveridnderungen in gzeitlicher Ubereinstimmung auch im
histologischen Bild gefunden werden.Damit ist am Beispiel der
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ZellgrdBe gezeigt,dal die Ubertragung biochemischer Befunde

auf die Hinzelzellen der Milz auch nach Bestrahlung moglich
sein kann.

b. Auswertung der Esterasesktivititsbefunde in der Milgzm

Zur Auswertung stehen folgende MeBwerte zur Verfigung:

uQ G‘:
l\) I\)
=N 1 )
A N

(1) die Esteraseaktivit&t in Milgexbtrakten (siehe £

T

(2) die Proteinkonzentration in Milzextrakten (siehe ¢

(3)

Daraus werden zur Fesbtstellung von Verénderungen deg Mi

N
QJ

s Milzgewicht (giehe S. 2
lzester
agsegehalts folgende GroBen berechnetb:
(4) die Gesambesteraseakbtivitdt/Milz (pmol NP/Milz Smin.)
(5) die Esteraseaktivitit/g Milzgewebe (pmol NP/g Milzgewebe 5Smin.)

Zur Ubertragung von Gesamtesteraseaktivitit/Milz und Bsterage-
aktivitdt/g Milzgewebe auf die Organeinzelzelle wird zusdbzlich
sus dem morphologischen Bild die Zeitspanne benotigb,wihrend
der in der Milz mit einer annghernd homogenen und zahlenmifiig
konsbanten Zellbevolkerung gerechnet werden kann.Sie wird dar-
gestellt durch:’

(6) die histologische Ruhephase vom 1.-9.Tagz nach Bestrahlung
€ g

Aus den Daten (%)=(5) lassen sich wihrend der histologischen
Ruhephage bezlglich der Organeinzelzelle folgende Aussagen
achen:
(I) Bei homogener und zahlenm&Big konstanter Zellbevilkerung
sind Verinderungen der Gesambesteraseakbivitdt/Milz ein
MaB fir Veranderungen des Zellesterasegehaltes,

(II) Bei homogener und zahlenmidBig kongtanter Zellbevdlkerung
sind Verdnderungen der Hsteraseakbivitiat/g Milzgewebe
n Mafl fir Verinderungen der Zellesterasekonzentration.

9]
e

Gesamtesteragseaktivitit/Milz (4),Bsteraseaktivitit/g Milzgewebe (5)
In Abb,1
Tir pH 5.0-8.5 vom 1.-18.Tag nach Bestrahlung in % der Normal-

5 igt der Verlauf der Gepambesteraseaktivitit/Milsz

werte w¢edergegeben Zusdtzlich ist das Gesambtprotein/Milz
(4bb.13) als Vergleichswert eingezeichnet.Die Aktivitédtskurven

sind dadurch gekennzeichnet,dal sie mit Ausnahme von pH 5.0 fir




alle anderen pH-Werte einen &hnlichen Verlauf aufweisen.An
Tag kommt es zu einem gteilen Abfall,der vom 2.-~6.Tag zu-
nehmend flacher wird.Am 6,.Tag isgt das Aktivitdbtsminimum er-

®

reicht.In der Folge ninmt die Aktivi wieder zu und erreicht

t
fir alle pH-Werte zwischen dem 15.-18.Tag den Normalwert.

QJ
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APb.15 Gegambesteraseaktivitidt/Milz bel pH 520+960,6.5,
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Faflzkorper Thestrahlten Ratten

Aus den Kurven 188% gich Folgendes ableiten:

1., Der betrichtliche Abfall der Esteraseaktivitalb bei pH
6.0-8.5 am 1.Tag nach Bestrahlung spricht dafir,dal die
untergegangenen Lymphozyten eine deutliche Esteraseaktivi-
tat aufweisen.

2. Tine besondere Beachtung verdient das Verhalten der Tster-
aseaktivitit bei pH 5.0.Trobtz Milzgewichts- und Protein-
verlusts (Abbe 4~)1qt gsie am T.u.2.Tag im Gegensatz zu den
ibrigen pH-Werten liber den Grundwert hinaus erhiht.He durfte



sich hierbei um eline aktive Leistung der Uberlebenden Zellen
handeln,da beil den betrachtlichen Zellverlugsten eine Aktivi-
tatszunahme liber den Normelwert hinaus anderweitig schwer er-
kldrbar ist.

Die selektbtive Zunahme der Hsteraseaktivitit im Sauren spricht

AON
®

dafﬁr daf in den Milzextrakbten mehrere Hslerasen gemessen

wurden.

In Abb.16 ist der Verlauf der Esteraseaktivitét/g Milzgewebe

Fir pH 5.,0-8.5 vom 1.-18.Tag nach Bestrahlung in % der Normal-
werte wiedergegeben,Zum Vergleich ist der Proteingehalt/g Milz-—
gewebe (Abb.1%) eingezeichnet.lach einem Aktivitétsanstieg am
1esTag tritt einheitlich ein Maximum am 2.Tag nach Bestrahlung
ufe.Vom 2.-6,Tag Ff811t die Aktivitdt ab und erreicht am 6.Tag

wieder Normalwerte.,Vom 6.-9 Tag liegt sie bel pH 6.0-8.5 im

Normalbereich und fallt vom 9.-18.Tag langsam aufl unternormale

Werte ab,.Flir pH 5.0 zelgt die Lsteraseakbtivitdt/g Milzgewebe

in Ubereinstimmung mit den bei der Gesamtesteraseakbtivitidt/Milz

erhobenen Befunden (siehe S5.%6) gegeniiber den anderen pH-Stufen

vom 1.~9,Tag deutlich erhdhte Werte.Vom 1.~%,.Tag nimmt auler-
dem die Aktivitdt bei pH 6.0 lber die Aktivitat der anderen
pH-~-Werte hinaus zu.

Aug den Kurven 18Bt sgich Folgendes ableiten:

1o Beim Vergleich von Esteraseaktivitdt/g Milzgewebe und
beteimgehalt/ Milzgewebe f811t die Parallelitdt des
Kurvenverlsufes auf.Sie spricht dafir,dal die Erhohung der
fstberaseaktivitit gegeniiber dem Proteingehallt zwischen pH
6.5-8,5 vom 1.~-9.Tag nach Bestrahlung keine aktive Leistung
der iberlebenden Milzzellen darstellt,sondern dadurch zu-
stande kommb,daB die iUiberlebenden Milzzellen von vorneherein
einen hdheren Anteil esteraseakbtiver Proteine in ihrem Zell-
protein aufweisen als die untergegangenen Lymphozyten,Da-

Tir spricht auch die Tatsache,daB die Wiederbesiedlung der
Milz mit Iymphozyten ab dem 9.Tag nach Bestrahlung zu einer
fortschreitenden Absenkung der Gsteraseaktivitit/g Milzge~
webe Fflihrt.Die esberasedrmeren Lymphozyten gleichen dem-




nach in dem MaBe,wie sie an Zahl zunehmen die Felatbive
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2. Am 15.,Tag nach Bestrahlung stimmen Esteraseaktivitat/g Milz-
gewebe und Probteingehalt/g Milzgewebe zahlenmidlig iiberein,
Dies gpricht dafliir,dall ein Zashlenverhdltnis zwischen lber-
lebenden Milzzellen und wiedergebildeten Lymphozyten besteht,
das etwa dem Ausgangszusbtand entspricht.Damit steht im Ein-
klang,dall am gleichen Tag auch das normale Milzgewicht wieder
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erreicht wird (Abbs.13).

. Am 18.Tag spricht die Absenkung der Esteraseaktivitit/g Milz-
gewebe unbter den Proteingehalt/g Milzgewebe dafiir,dal es zu
einer reaktiven Lymphozytenliberbesiedlung der Milz gekommen
ist.In die gleiche Richtung deutet das am 18.Tag gegeniber
der Norm deutlich erhthte Milzgewicht (Abb.13).

Zellesterasegehalt (I),%ellesterasekonzentration (IT)

Von 1.-9.Tag nach Ganzkdrperbestrahlung liegt in der Milz eine
annghernd homogene und zahlenm&fig konstante Zellbevolkerung
vor.(siehe S.29 U.5.%0).Bezieht man die Gesamtesterageaktivi-
tE5/Milz und die Hsteraseaktivitit/g Milzgewebe vom 2.-9.Tag
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auf die Werte des 1.Tages nach Bestrahlung,wobei die Aktivie-
tatswerte von pH 6.5-7.5,dle gleichartig verindert gind,als
Bezugsniveau dienen,so ergiblt sich daraus ein MaB fiir den je-
welligen Zellegterasegehalt und die Zellesterasekonzentratbion

(siehe 8.36 (I)-(II)).

In Abb,.17 ist die Gesamtesteraseaktivitit/Milz fiir pH 5.0-8.5

4

vom 1.=-9.,Tag nach Bestrahlung in % der Werte des 1.Tages wieder-
gegeben.Zum Vergleich ist der Zellproteingehalt (Abb.14) einge-

zelichnet.Der Zellesterasegehalt zeiglb flir pH 5,0-6,0 am T.u.2.

Tag eine deutliche fArhohung mit einem Maximum am 1.Tag nach der
Bestrahlung.Bereits am %.Tag treten wieder Normalwerte auf.Vom
Ze~6eTag nimmt der Hsberasegehalt sténdig ab und fihrt zu nini-
malen Werten am 6,.Tag.ler Wiederanstieg vom 6.~-9.Tag ergibt

fir pH 5.0 am 9.Tag lUbernormale,fir pH 6.0 unternormale Akbtivi-

i,

tabswerte .Fiir pi 6,5~8.5 sinkt der Zellesterasegehalt vom 1¢-5,

Tag fortschreiltend ab und steligt nach Frreichen des Minimums
am 6.Tag vom 5.-9.Tag an,ohne bis zum 9.Tag zum Normalwert zu-

rickzufiihren.

Kus den Kurven 1388t sich Folgendes ableiben:

1e Die bereibts als akbtive Leistung der iiberlebenden Zellen
charakterisierte Brhohung der Esterasen im Sauren (siehe S.37
Ve S.58) tritt beim Zellesberasegehalt am 1.u.2.Tag zwischen
pH 5.0-6.,0 deutlich in Erscheinung,.

2 Fﬁf die pH~-Werte 6.5-8.5 ist der Zellesterasegehallt vom 1,-9.
Tag nach Bestrahlung dauvernd erniedrighb.

s 'ursprﬁn?li che Zellesterasegehalt wird mit Ausnahme von

N
®

o
@ -
=

pH 5.0 big zum 9.Tag nach Bestrahlung nicht wieder erreicht,.

In Abb,18 ist der Verlauf der Esteraseaktivit at/g Milzgewebe

fir pH 5.0-8.5 vom 1.~9.Tag nach Begtrahlung in % der Werte

des 1.Tages wiedergegeben.Zum Vergleich ist die Zellprotein-

konzentration (Abb.14) eingezeichnet.Die Zellesterasekonzentration

ist’fﬁx PH 5.,0-8.5 vom 1,~%.Tag mit einem Maximum am QaTag ein-
eitlich erhdht.Vom 2.-6.Tag fallt sie bei allen pH-l

rten
fortschreitend ab und fihrt mit Ausnahme von pH 5.0 am 6.Tag



zu unternormalen Werten,die vom 6.-9.Tag nshezu unverandert

erhalten bleiben.Der Ausgangswert wird bis zum 9.Tag mit Aus-
nahme von pH 5.0 nicht wieder erreicht,.
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Abb.18 Zellesterasekonzentration bei

pH §19a5;99§;§921992;§a§;99@;5
und “Ze1lprofeinkonzentration der
Milz von 500 R-ganzkorperbestrahlien

Ratten

Aug dem Kurvenverlauf 1805t sich Folgendes ableiten:

1. Die maximale Zellesterasekonzentration tritt fir alle pH-

Werte am 2.Tag nach Bestrshlung suf,Beriicksichtigt man,dal

L

»

der maximale Zellesterasegehalt schon am 1.Tag erreicht ist

und am 2.Tag teilweige bereits unternormale Werte fesbzu-

QOSNAETREI SR N

aktbiven Proteine in den iiberiebenden Milzzellen bis zum
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2e.Tag starker zurickgehalten werden,als die nicht esberase-
aktiven,

2. Dadurch kommt es zu einer relativen Anreicherung esterase-
aktiver Proteine,die trotz Abnahme von Zellprotein- und
Zellesterasekonzentration vom 2.-9.Tag erhalbten bleibt,

c. Bezugspunkte

Die Milzprotein- und Milgzesterasebefunde nach Bestrahlung
wurden auf den 1.Tag nach Bestrahlung bezogen (siche 5.32 u.
Sel0),da dann die vom 1.-9.Tag nach Bestrahlung in Zahl und

Ert weitgehend homogene und gleichbleibende Zellbevdlkerung
(siehe S.,29 u. S.3%30) eine Ubertragung der Ergebnisse auf die
Organeinzelzelle zu ermdglichen scheint (siehe Se31 Ue Se35)e

Es bleibt die Frage zu kléren,ob die Bezugspunkbe dem Normal-
zustand der iberlebenden,strahlenresistenten Milzzellen vor

der Bestrahlung entgprechen,oder ob sie am 1.Tag bereits ver-
dndert sind.

Zellegrobe

Die gualitativen morphologischen Beschreibungen der Strahlen-
gchddigung geben bezliglich der Zellgrdle am 1.Tag nach Be-
strahlung keine eindeutige Antwort.COTTIER 1966b (MEuse,600 R,GK)
begchreibt 24 Std. nach Bestrahlung geschwelllbte Retikulumzellen
in der Gestalt von Epitheloiden,wBhrend PAPE,JELLINEK 1948
(Ratten,%00 R,GK) annehmen,daB das Auftreten epitheloider

Zellen lediglich als Ausdruck des Zusammenrlickens der Rebtikulo-
endobthelien zu versbtehen ist.Von der guentitativen Seite her
spriéht die weibgehende Parallelitdt von Orgengewlchbs~ und
Orran¢811verandewuawen (ERNST 1962,Tab.13) gegen eine nennens-—
werte Schwellung der Uberlebenden Zellen,Es ist deshalb anzu-
nehmen,dal die iiberlebenden Zellen am 1.Tag nach Besbtrahlung
in ihrer GréBe nicht wesentlich vom Normalzustand vor Bestrahl-
ung verschieden sind.

Zellproteingehall

Die Gleichartigkeit von Milzgewilchbs~ und Gesamtproteinabfall

(Abb.1% %) spricht dafiir,dafl der Zellproteingehalt am 1.Tag nicht

»

wesenbtlich von der Norm verschieden iste.
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Zellproteinkonzentration

Die Zellproteinkonzentration verindert sich vom 1.-2.Tag nach
Bestrahlung nicht wesentlich (Abb.74).Es kann deshalb ange-
nommen werden,dal sie am 1.Tag dem Normalzusbtand entspricht.

sellesteragegehalt,Zellesterasekonzentration

Als Bezugsniveau wurden die AkGivitaten bel den pH~-Werten
6e5-7.5 verwendet,die sich bis zum 1.Tag gleichartig veriandert
haben.Da die Veranderungen bel diesen pH-Werten keine aktive
Leistung der iUberlebenden Zellen darstellen (siehe $.3%8),ist
anzunehmen,dafl sile weitgehend dem Normalzustand vor Bestrahl-

ung entsprechen,

Zusammengefallt sprechen diese allerdings nur aufl indirektem
n

Wege durchfihrbaren Uberlegungen dafiir,daBl die Be

T

Z
am 1.Tag nach Besgtrahlung dem Normalzustand der Zellen vor
Bestrahlung weitgehend entsprechen.Die vom 1.-9.Tag nach Be-
strahlung festgestellten zelluldren Verinderungen wiirden dem—
nach als Abweichungen vom normalen Zellzustand aufzufagsen

sein,,

H . i

d, NPA als ZEnzvmsubstrat

Das fir die Isberasesktivititsmessungen verwendetbe Substrat
p-Nitrophenolacetat (NPA) ist zur Priifung des Substratmusters

von Eeterasen mehrfach verwendet worden.Die Untersuchungen

, Tab.16

NPA als Substrat
Enzym Praparat Messungen beil
é ~Chymotrypsin gereinigt PH 5.,0,6.0 DIXON,NEURATH 1957
Serumesterssen ungereinigt pl 7.0 ATDRIDGE 1953a,195%b
der Ratte (A u.
B-Esterasen)

Cholinesterase gereinigt pH 5.0-10.0 BERGMANN et al.1958

& ~Chymotrypsin gereinigt  pH 6,54,7.74 GUIFREUND et al.1956
n

Ali-Fsterasen, ungereinigt pH 6.7 MYERS et al.1955
Lipid-hydrol.
Enzyme im

Rattenpankreas

1

7.6 HARTTEY, KILBY 1952,1954

Chymotrypsin gereinigt

ko]
=
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wurden meist mit gereinigten Bnzympriparaten oder bel einen
festen pH-Wert durchgefihrt.ds zeiglb sich,daB NPA von ver-
schiedenen Hsterasen und Proteasen gespalten wird (Tab,.16).
Angesichts der geringen Substratspezifitdt vieler BEsterasen
(BOYER,LARDY ,MYRBACK 1960) ist deshalb zu vermuten,dal bei den
durchgefihrten Esteraseaktivitatsmessungen mehrere esterase-
aktive Proteine gemessen wurden.Bhin Hinwels dafiir ist durch
die selektive Zunahme des Zellesterasegehaltes beli pH 5.0-6.0
vom 1.~2.Tag nach Bestrahlung gegeben (siehe S.40).

e. Andere Untersuchungen iiber Milzenzvme

Das Verhalten von Milzenzymen bel ganzkorperbegtrahlten Rabtten
ist versgchiedentlich untersucht worden.In Tab.17 gind Arbeite

Lab.17
Milzenzyme nach Begtrahlung

Tiere Zeit max.Akt, min.Akt,.
Bnzym  Bestr, (Tage) (Tag) (Tag) (a)
Alkal, :M3use o-171 1-11 (alle - mg Gewebe ASHWELL,HIC
Phosph. 640R Messungen 1952

GK ausgenittelt)
ATPase Ratbten 0=3 1-3 (alle - mg Gewebe MAXWELL,ASH

oloR Megsungen 1953

GK ausgemittelt)
ATPase Ratten o-"14 3 - mg Gewebe DUBOIS,PHTE

... 50-400R 1954
GK

5-Nuk-~ Ratbten o="14 3 - mg Gewebe DUBOIS,PETE
leoti~ " 1oo0~-800R 1954
dase GK
Alkales MBuse o-7 7 - histochem. SCHHERER 195
Phosph. GoOOR

GK
Kathep- Mausge 0= 1 - g Gewebe HAGEN 1958a
sin 750,

5000R

GK
Kathep~ MBuse o-1 16 8td. - Organ HAGEN 1958a
sin 750,

%000R

GK

KMAN

WHLL
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ja gy
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ATPace

Saure
Phosphe.

B-Gluc~
uroni-
dage

Probe-
asen

GK =Ganzkorperbestrahlung

MBuse
“LooR

GK
Miuse
200-600R
GK
Ratten
200,

ToooR
GK
Ratten
200,

ToooR
GK
Ratten
H00R
GK

(A)=Enzymaktivitdt angegeben als

- g Gewebe

- mg Gewebe

- mg-N

2 Gesambtor-
gan-N

- mg-N

2 Gesamtor-
gan-N

- mg~-N

Aktivitat pro:

Weitgehend einheitlich wird die maximale Aktivitat,soweit der

Versuchgzeitraum lang genug lst,am 2.u.%.Tag nach Bestrahlung

gefunden.Danach f&l11t sie langsam ab und erreicht um den 6.-9.

Tag nach Bestrahlung wieder Normalwerte.Die Ergebnisse sind als

Aktivitiat/g bzw. mg Gewebe,Aktivitédt/mg-N oder Gesamborgan-N

und Aktivitit/Organ angegeben und deshalb mit den entsprechenden

eigenen Versuchsdaten HEster
t8t/g Milzgewebe (ADb.15,A0b.16) vergleichbar.Hinsichtlich des
zeitlichen Auftretens der Verdnderungen besteht eine gute Uber-

as

eingtimmung mit den elgenen Versuchen.

e Funktionsmorphologis

eaktivitit/Milz und Esteraseakbivi-

Vergleicht man den Verlsuf von ZellgrdBe (Abb.14),Zellprotein-

s e o e S5

gehalt (Abb,17) und Zellesterasekonzentration (Abb.18) wie er
auf Grund der funktionsmorphologischen Betrachtungsweise fir

schehen kennzeichnenden GriBen wie Milzgewicht (Abb.13),Gesamb-
protein/Milz (Abb.13),Probeingehalt/g Milzgewebe (Abb.13),Ge-
samtesteraseakbivitat/Milz (Abb.15),Esteraseaktivitét/g Milzg-
gewebe (Abb.16) und Esberaseaktivitdt/o.16 mg Protein (Abb.17,
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Abb.ﬂQ) so ergibt gich,dal mit keiner dieser Griben Uberein-

ow

besteht.Dies soll im Folgenden stellvertretend an

U}
<t
1
3
C,’
[
3
e

drei Belspielen ndher gezeiglt werden:

1. Die Bsberaseaktivitit/z Milzgewebe (Aoo,ﬂo) 19t vom 1.,-6,T qg
erhoht ,wahrend Zellesterasegehalt und Zellesterasekonzent

dies nur vom 1.-%.Tag sind und fir manche pH-Werte sogar

vom 1‘~4%.Tag davernd unternormale Werte auftreten (Abb.17,
2. Die . sverasea&t1V1t4t/o 16 mg Protein (Abb.11,4bb,12) ist

vom 1,-15.Tag erhoht,wdhrend Zellesterasegehalt und Zell_

esterasekonzentration dies nur vom 1.~%.Tag sind und fir
manche pH-Werte sogar vom 1.-15.Tag dawernd unbernormale
Werte auftreten (Abb.17,Abb.18).

Der Proteingehalt/g Milzgewebe (Abb.1%) ist vom 1.-2.Tag er—
héht ,wehrend die Zellproteinkonzentration und der Zellpro-

N
s

teingehalt vom 1.-9,.,Tag dauvernd erniedrigt sind (Abb.J4).

Die funktionsmorphologische Betraechtungsweise zeigtb demit

deutlich die Problematik der Direktibertragung biochemigcher
Organbefunde auf die Einzelzellen,sobald durch dle Bestrahlung
stédrkere morphologische Gewebsverinderungen verursacht werden.
Sie weilgt auf die Notwendigkeit hin bei der Interpretation
biochemischer Befunde das histologische Bild zu bericksichtigen
und fiihrt moglicherweise zu einem besseren Versténdnis des
Welldlu en Geschehens nach Ganzkorperbegtrahlung.
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 Zusammenfassung

e

Fe wird die Bgterageaktivitadt von pH 5,0-8,5 und der Protein-

gehalt der Milz,sowie das Milzgewicht von 500 R-ganzkorper-

bestrahlbten Ratten (LD %8/30) vom 1.-18.Tag nach Bestrahlung

untersucht.

Die Ergebnisse werden auf ihre statistische Signifikanz hin

Uberprift und unter Heranziehung des morphologischen Bildes
im Sinne einer funktionsmorphologischen Betrachtungsweise

auf die Organeinzelzelle lbertragen,.
(4]

-

Dag Milzgewicht f2l1lt vom 1.-%.Tag ab,stelgt vom 5.-15.Ta

g

zundchst langsam,dann schneller an und erreicht am 15.Tag den
Ausgangswerb.Am 18.Tag ist eine deutliche Erhchung Uber den

Normalwert hinaus feststellbar.

Dag Gesamborotein/Milz sinkt vom 1.-6.Tag ab,steigt vonm
6.-18,Tag an und erreicht den Ausgangswerlt zwischen 15.-718,
Teg wieder,

Der Proteingehalt/g Milzgewebe steigt vom 1.-2.Tag lber den

Normalwer? an,sinkt vom 2.-6.Tag auf unternormale Werte ab,
nifmt vom 6.-18.Tag langsam zu und erreicht den Ausghngs-—
wert bis zum 18Tag nicht wieder,

Die Gesamtesteraseaktivitat/Milz zeigt fir pH Se.0 am T.-2,

Tag eine Brhdhung lber den Normalwert hinaus.Fir pH 6.0-8.5

ergeben sich dagegen vom 1.-9.Tag nur unternormale Werte.Das
AkGivitatsminimun wird fiir alle pH-Werte am 6.Tag erreicht,

A

wa chen dem 15.-18.Tag kehrt die Gesambtesbteraseaktivitit/
Mil zum Ausgangswert zuricks.
Die Hsteraseaktivitit/g Milzgewebe ist fiir pH 5.0-3,.5 vom

Te=6¢Tag mit einem Maximum am 2.Tag erhdht.Vom 6.-9.Tag liegt
sie im Normalbereich.Vom 9,.~18.Tag sinkt sie langsam auf unter-—
normale Werbte ab.Der Ausgangswert wird bis zum 18,Tag nicht
wieder erreichbe.

In der histologischen Ruhephase vom 1e=~9+Tag nach Bestrahlung
liegt in der Milz eine weitgehend homogene und zahlenmiBig
konstante Zellbevilkerung vor.Wshrend dieser Zeit konnen Ver-

dnderungen von Milzgewicht,Gesamtprotein/Milz,Proteingehalt/



9. I

10,

12

15
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g Milzgewebe ,Gesamtesteraseaktivitit/Milz und Esterase-
aktivitat/g Milzgewebe mit hoher Wahrscheinlichkeit als
Mal3 fir Veridnderungen von ZellgroBe,Zellprobeingehalt,Zell~

proteinkonzentration,Zellesterasegehallt und Zelleslberase-

konzentration der iberlebenden Milzzellen angesehen werden.

Im Binzelnen ergeben sich folgende Aussagen:

Die Zellgrolle nimmt vom 1.-5.Tag ab,bleibt vom 5e=0.Tag
erniedrigb,steigt vom 6.-9.Tag an und erreicht den Aus-
gangswert am 9,Tag wieder.Die bilochemisch gefundenen Zell-
grdBensnderungen sind mit guter zeitlicher Ubereinstimmung
auch im histologischen Bild nachwelsbare.

Der Zellproteingehalt nimmt vom 1.-6.Tag ab,erreicht am

kY

6.Tag ein Minimum und steight vom 6.-9.Tag an,ohne bis zunm
9.Tag den Ausgangswert zu erreichen.
Die Zellproteinkonzentration bleibt vom 1.-2.Tag unverdndert,

fE11t vom 2.-6,.Tag ab und steigt vom 6.-9.Tag langsam an,ohne
den Ausgangswert bis zum 9.Tag zu erreichen.

Die Zellproteinkonzentrabion ist die GroBe,die

einerseits am lingsten (bis zum 2.Tag) aufrecht efhalten
wird,andererseits aber auch am lingsten braucht,um wiederherge-
stellt zu werden.

Der bestimmende Vorgang bei den Verinderungen von ZellgroBe,

Zellproteingehalt und Zellproteinkonzentration ist der Zell-
proteinverlust.

Der Zellesterasegehalt zeigh fir pH 5.0-6.0 vom 1.-2.Tag

eine deutliche Erhfhung,die als aktive Leistung der Uber-
lebenden Milzzellen aufzufassen ist.Im Bereich von PH 6.,5-8.5
treten vom 1.~9.Tag nur Zrniedrigungen des Esterasegehaltes

auf.Das Minimum ergibt sich einheitlich am 6.Tag,Mit Aus-

!

nahme von pH 5.0 werden die Ausgangswerte bis zum 9.Tag nicht
wieder erreichtb.

Die Zellesterasekonzentration ist fir pH 5.0-8.5 vom 1.-2.Tag

mit einem Maximum am 2.Tag Uber den Normalwert hinaus er-

néht.Vom 2,.,-6.Tag kommt es mit Ausnahme von pH 5.0 zu einer
Verminderung unter den Normalwert,dle vom 6.-9.Tag nahezu
unverindert bestehen bleibb.Der Auvsgangswert wird mit Aus-
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Die untergegangenen Lymphozyten der Mi

0

nahme von pH 5.0 bis zum 9.Tag nicht wieder erreicht
ilz welsen eine

¥

deutlichen Protein- und Hslterasegehalt aufl,
Die Abbauprodukte der untergegangenen Lymphozyten werden

bis zum 1.Tag naeh Bestrahlung ausgeschwenmt,
bie iiberlebenden Milggellen,vorwiegend Retikulumzellen und

ihnen morphologisch nahestehende Zellen sind proteinreicher

sch
und mit einem hoheren Antell esterasgseaktiver Probteine in

ihrem Zellprotein ausgestattet als die untergegangenen Lympho=-
ZyGen.

Die Probeinverluste der ilberlebenden Milzzellen betreffen

bisg zum 2.Tag vorwiegend nicht esteraseaktive Proteine,was
zu ihrer relativen Anreicherung in den Zellen fihrt,die

vom 2.-9.Tag bestehen bleibt.
Dag Zahlenverhidlbnis zwischen {iberlebenden Milzzellen und

wiedergebildeten Lymphozybten entspricht am 15.Tag nach Be-
gstrahlung etwa dem Ausgangszustande.

Am 18.Tag nach Besbtrahlung kommt es in der Milz zu einer
peaktiv iiberschielenden Lymphozyteniiberbesiedlung. /

Vergleicht man den Verlauf von ZellgrdBe,Zellproteingehalt,
Zellproteinkonzentration,Zellesterasegehalt und Zellesterase-
konzentration wie er auf Grund der funkbionsmorphologische

Retrachbungsweise flUr die Iinzelzellen abgeleitet wurde mit

dem Verlaul der flir das Organgeschehen kennzeichnenden
GrdRen wie Milzgewicht,Gesambprotein/Milz,Proteingehalt/g
Milzqewebe,Gesamtestefaseaktiv1u&ﬁ/ﬁllz und Beteraseaktbivi-
L8t /g Milzgewebe,s0 ergibt gich,dall mit keiner dieser
Groflen Ubereinstimmung besteht.Die funktionsmorphologische

Betrachtungsweise zelghb deubtlich die Problematik der

Direktibertragung bilochemischer Organbefunde auf die Linzel-
zellen,sobald durch die Bestrahlung stirkere morphologische

Gewebsveridnderungen verurcacht werden.Sle weist aufl die HNot=-

wendigkeit hin bel der Interpretation bilochemischer Be-
funde dag histologische Dlld zu bericksichtigen und fihrt
moglicherweise zu elinenm oes eren Verstindnis des zelluliren

Geschehens nach Ganzkdrperbestrahlung.
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Lebenglauf

Am 25*4.1941 wurde ich als Sohn des Dr.med.Walbter Valet und
seiner Bhefrau Brigitte,geb.Bothner,zu Minchen geboren.Nach
vierjéhriger Volksschulzeit trat ich 1951 in das Neue Real-
gymnasium Minchen ein,wo ich 196c die Reifeprifung ablegte.
Von Cktober 1960 big Dezember 1961 leistete ich vorzeitig
meinen Wehrdienst ab.Im Winter 1961/62 und Sommer 1962 studierte
ich an der Technischen Hochschule Minchen Physik.Wshrend dieser
Zeit war ich im ASTA der TH als Sozialreferent tatig.Bine
Volontirzeit von insgesamt vier Monaten verbrachte ich bel
der Firma Siemens Minchen im Halbleiterentwickiungslabor und
bei den Koniglich Niederlidndischen Hochofen- und Stahlfabriken
KNHS in Ijmuiden,Holland in der Abteilung fir Hochofenentwicklung.
Vom Winter 1962/6% an begann ich an der Universitét Minchen das
Studi@m der Medizin,das ich im Sommer 1963 an der Universitit
Freiburg fortsetzbe.Nach der Riickkehr aus Freiburg im Winbter
196%/64 legbe ich im Sommer 1964 die arztliche Vorprifung an
der Universitit Milnchen ab.Wihrend des Winters 1964/65 hatte
ich Gelegenheit im anatomischen Préparierkurs bei Herrn Prof.
Dr.Tewe.lanz und im physiologischen Praktikum bei Herrn Prof.Dr.
R.ﬂagmer als Co-Assistent mitzuarbeiten.Im Sommer 1965 folgte

v Auglandssemesber in Frankreich an der Universitét Montpe,liera
Von November 1965 bis Okbtober 1967 arbeitete ich am Max-Planck-
Tngtitut fiir Biochemie Minchen an meiner medizinischen Dokbtor-
arbeit.In diese Zeit fZ11t ein dreimonatiger Aufenthalt in
{anada am Kitchener-Waterloo-Hospital in Kitchener,Ontario.
Meine medizinischen Studien schloB ich am 14.2.68. an der Uni-

-

versitit Minchen mit dem medizinischen Staabsexamen ab.





