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|. Der Einflul} von Strahlenschutzsubstanzen
auf strahleninduzierte Spatschaden der
Mauseleber

Wolfgang Oehlert und Hans Monig

Einleitung

Bel den Uberlebenden Atombombenopfern in Japan ist fir die meisten
Gewebe und Organe ein Anstieg der Tumorrate mit der Strahlendosis
nachgewiesen (Shimizu et al ., 1989). Fur die Leber, die Gallenblase und
den Gdlengang bleibt dieser Zusammenhang rétselhaft. Wenn auf den
Totenscheinen Lebertumoren ads priméare Todesursachen angegeben
werden, dann besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang mit
dem Anstieg der Dosis. Dagegen besteht eine Dos sabhangigkeit, wenn
man die Fale mit Lebertumoren, die nicht asprimére Todesursache an-
gegeben sind, hinzurechnet (Schull et al., 1990). DiesesVerhaten spie-
gelt die Tatsachewider, dal3in der L eber Sekundartumoren bei strahlen-
bedingten Malignomen, z. B. in der Brust oder Lunge, zu beobachten
sind (Schull et al., 1990). Auf Grund der neuen japanischen K rebsdaten
hat sch die Internationale Strahlenschutzkommission (ICRP, 1991) ver-
anlal’t gesehen, den Spétschaden fir die Leber mit einem Wichtungsfek-
tor von 5 % fur alle stochastischen Schéden zu berticksichtigen. Vor eini-
gen Jahren hatte die ICRP (1977) die Leber noch ds eines der Gewebe
klassifiziert, bel dem ein nur geringes Strahlenkrebs-Risiko besteht.

In Untersuchungen an der Rattenleber konnte nachgewiesen werden,
dal3 eine Bestrahlung mit geringen Dosen zu einem |l atenten Schaden an
der Leber fihrt, ohne dal? die Leberfunktion beeintréchtigt wird. Zu-
sédtzliche nichtspezifische Stimuli, die eine verstérkte Leberregenera
tion hervorrufen, fihren dann zu einer Manifestation dieses Schadens,
was gch in einer vermehrten Tumorbildung auf3ert (Oehlert, 1978).
Eine hohere strahlenbedingte Tumorrate der Leber konnte ferner nach
chronischer (Nowell, Cole, 1965) und akuter (Daviset al., 1970; Maisn
et al., 1978 & Bitter et al., 1982; Covdli et al., 1984) Bestrahlung von
Mausen beobachtet werden. Andererseits traten nach Ganzkoérperbe-
strahlungen von Méusen mit 250 kV-Rontgenstrahlen bel einer Dosis
von ca. 8 Gy gutartige und bosartige Hepatome nicht haufiger auf dsbei
unbestrahlten Tieren (Nowd| und Cole, 1959). Auch Bestrahlungen mit
schnellen Neutronen fhrten in einem Dosisbereich von 2,9 bis 5,8 Gy
zu keiner erhdhten Inzidenz von Hepatomen. Mdglicherweise lag bel



diesen Bedtrahlungen die Dosis bereits in einem , therapeutischen”
Bereich, in dem transformierte Zellen abgetotet werden. Eine solche
Abnahme der Tumorinzidenz mit steigender Dos's konnte in einigen
Féllen nach Ganzkorperbestrahlung von Ratten und Mausen nachge-
wiesen werden (NCRP, 1989). Cole und Nowdl (1965) beschreiben
Angtieg und Absinken der Tumorrate mit der Dos's ds Zusammenspiel
zweler DossWirkungs-Beziehungen fur Tumorinduktion und Zell-
abtétung.

Die Problematik bei der Untersuchung, ob Schutzsubstanzen vor einer
strahlenbedingten Tumorentwicklung schitzen, besteht darin, dal3
ungeschiitzte Tiere im algemeinen sterben, bevor sch Neoplasen
gebildet haben. Entsprechende Untersuchungsergebnisse sind nicht
leicht zu deuten. Eine nachteilige Wirkung der Strahlenschutzsubstan-
zen konnte ferner darin bestehen, dal3 im hohen Strahlendosisbereich
die oben angesprochene Abtétung von transformierten Zellen verhin-
dert oder vermindert wird (Davis et a., 1970). So konnten Maisin et al.
(1978 b) zeigen, dal? bei Mé&usen das Inzidenzmaximum von strahlen-
induzierten T-Zelen-Lymphomen, das bel ungeschitzen Tieren bei
5 Gy liegt, durch AET auf 10 Gy verschoben wird. Bei diesem Vorgang
verringerte Sch die Inzidenzrate nicht. In einigen Arbeiten kommen die
Autoren zu dem Schluf3, dal3 Strahlenschutzstoffe die Bildung strahlen-
induzierter Tumoren nicht verhindern (zusammenfassende Darstellung
s. Monig et al., 1984). Allerdings konnten Maidn et a. (1978 @ mit
K ombinationen von Schutzsubstanzen bei Mausen eine Schutzwirkung,
bezogen auf dle Neoplasien, nachweisen. Méglicherweise verhindert
dieses Kombinationspraparat auch die Bildung von strahleninduzierten
L ebertumoren.

Vide Fragen hinschtlich der Entwicklung von Spédtschéden nach Strah-
leneinwirkung im Zusammenwirken mit Strahlenschutzsubstanzen sind
noch ungel6st. Deshab wurden Untersuchungen speziell an der Leber
durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden in diesem Bericht mitgeteilt.
Dabel wurden auch Schutzsubstanzen verwendet, die bisher fir diese
Fragestellungen noch nicht eingesetzt waren.

Material und Methoden

Tiere

Fur die Versuche wurden zum Zeitpunkt der Bestrahlung zehn bis df
Wochen alte méannliche Méuse enes institutseigenen Auszuchtstamms
(Heiligenberg-Stamm) verwendet. Das Tiergewicht lag im Mittel bei
31,7 g mit einer Standardabweichung von = 3,7g. Die Schwankungs-



breite betrug 18,9 bis 40,0 g. Erndhrt wurden die Tiere mit einer Stan-
darddiét Altromin der Altromin GmbH, Lage/Lippe. Mit HCl angesau-
ertes Trinkwasser stand den Méausen ad libitum zur Verfligung. Je 5Tiere
wurden in Makrolon-K&figen gehalten. Die Tiere wurden taglich inspi-
Ziert.

Strahlenschutzsubstanzen

In den Tabellen 1 aund b sind die wesentlichen Daten der verwendeten
Strahlenschutzsubstanzen zusammengestellt. Als Cystamin wurde Cy-
saminiumchlorid zur Synthese der Firma Merck-Schuchardt, Min-
chen, verwendet. Die Thiophosphate WR 638 und WR 2721 sowie Dex-
trankonjugate mit dem Thiophosphat WR 2721 wurden von H. Sedl-
meier am Laboratorium fir experimentelle Radiologie, Neuherberg,
synthetisiert. Der Syntheseweg der Dextrankonjugate it an anderer
Stelle ausfuihrlich beschrieben (s. Monig et al., 1990).

Tabdle 1 a Bezeichnungen und Strukturformeln der verwendeten
Strahlenschutzsubstanzen.

Substanz Kurzbezeichnung Strukturformel

Disulfid des Cystamin NH,-(CH,),-S
2-Mercaptoethylamins |
NH-(CH;),-S

S-(2-Aminoethyl)- WR 638 NH,-(CH,),-SH,PO;
thiophosphat
S-2(3-Aminopropyl- WR 2721 NH,-(CH,);-NH — (CH,),-SH,PO;
aminoethylthiophosphat
Dextran-(WR 2721)- DEX-WR-Amin DEX N\
Konjugat/Amin

H-,C-NH-WR
Dextran-(WR 2721)- DEX-WR-Base DEX "\

Konjugat/Schiffsche Base
HC=N-WR




Tabelle Ib. Verwendete Menge und Zeit der i.p.-Injektion vor der
Bestrahlung. Cystamin wurde in aqua bidest., die Thiophosphate und
Dextrankonjugate wurden in Phosphatpuffer nach Strensen mit einem
pH-Wert von 7,4 gelost. Die Verwendung eines Puffers mit einem
pH-Wert von 7,4 macht das Thiophosphat WR 2721 gegentiber dem
aguabidest. alsL6sungsmittel weniger toxisch (Monig et al., 1986).

Kurzbezeichnung  Mengeprokg Tiergewicht  Zeit der Applikation
vor der Bestrahlung

Cystamin 150 mg 5min
WR 638 420 mg 10min
WR 2721 500 mg 15min
DEX-WR-Amin 500 mg 24 Stunden
DEX-WR-Base 500 mg 24 Stunden
Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einem Rontgengerét Stabilipan 2 der Sie-
mens AG, Erlangen. Folgende Parameter lagen fir Ganzkorper- und
fur Teilkorper-Bestrahlungen vor: Rohrenspannung 250 kV, Strom-
stérke 15 mA, Filterung 1 mm Cu, HWD 2mm Cu. Die Dosisleistung
und Dosis wurden mit den Mef3geréten Dosimentor DL 4 und DI 4 der
Physikalisch-Technischen Werkstétten Dr. Pychlau, Freiburgi. Br., ge-
messen und kontrolliert.

Bei den Ganzkorperbestrahlungen betrug die Dosideistung in einem
Fokus-Kammer-Abstand von 75 ¢cm 0,6 Gy min™. Die |onisationskam-
mer des Dosimeters befand sch im Zentrum eines runden Plexiglas-
ké&figs. Bis zu sechs Tiere konnten gleichzeitig bestrahlt werden. Der
Ké&fig war von einem Plexiglasring umgeben, um maximale Streubedin-
gungen auch fur die Tiere am K&figrand zu erreichen. Durch Verwen-
dung von Phantomen in der Gréf3e von Mausen, die mit einer Fricke-
|6sung (Fricke und Hart, 1966) gefillt waren, konnte ein Umrechnungs-
faktor von lonendosis in Energiedosis ermittelt werden. 100 R entspre-
chen 0,95 Gy. Eswurden Ganzkoérperdosen von 2,5 bis zu 15 Gy verab-
reicht.

Teilkorperbestranlungen wurden im Bereich der Leber durchgefihrt.
Die Tiere wurden, nachdem sie vor der Bestrahlung 50 mg pro kg Kor-
pergewicht Nembutal erhalten hatten, in ein Plexiglasrohr gelegt. Die
Narkotisierung wurde vorgenommen, um eine Verlagerung der Tiere
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im Bestrahlungsfeld zu verhindern. Die Narkotisierung hielt etwa
10 min an. In dem Plexiglasrohr befand sich eine Offnung fir die Be-
strahlung im Leberbereich. Der tbrige Teal des Plexiglasrohres wurde
mit 6 mm Ble abgedeckt. Bei emem Fokushautabstand von 34 cm be-
trug die Dosideistung 2 Gy min.*. Eswurden Teilkérperdosen von 5 Gy
verabreicht.

Histologie

Die Versuchstiere wurden unter Ethernarkose dekapitiert und anschlie-
Zend obduziert. Dabei erfolgte jewells eine makroskopische Beschrei-
bung des Obduktionssitus, wobel vor alem auf Organvergrof3erungen
und herdférmige V erénderungen in den verschiedenen Organen gefahn-
det wurde. Lungen, Herz und kleine Segmente von Diinn- und Dick-
darm sowie 5 mm dicke Scheiben der Leber, der Milz und der Nieren
wurden in 8 %iger gepufferter Formalin-Lésung fixiert. Nach der Fixa
tion erfolgte die Einbettung in Paraffin und die Herstellung etwa 10 u1
dicker Gewebsschnitte, die nach Entparaffinierung mit Hamatoxilin,
mit der PAS-Reaktion und nach van Gieson zur Faserdarstellung ange-
farbt wurden.

Zwar wurden von alen entnommenen Organen und Organteilen histo-
logische Untersuchungen durchgefiihrt, doch gat das Hauptinteresse
der histologischen Untersuchung der Leber.

Vor dlem bei der histologischen Klassfizierung prékanzerdser, adeno-
matdser und karzinomattser Veranderungen des Lebergewebes wurde
weitgehend eine Tumorklassifikation eingehalten, die von Byrd et al.
(1990) erarbeitet wurde. In unseren eilgenen Untersuchungen beobach-
teten wir neben den von Byrd et al. in die Klassifikation aufgenomme-
nen durch chemische Karzinogene induzierten prakanzerdsen und kar-
zinomatbsen Verdnderungen, weitere primére Lebertumoren. Diese
snd offengchtlich fur die chemische Karzinogenese bei der Maus nicht
beschrieben oder unbekannt, lassen sch jedoch in der radiogenen Kar-
zinogenese in dem von uns verwendeten Tierstamm relativ haufig nach-
weisen. Zu diesen Tumoren gehort einmal das Sternzellsarkom der Le-
ber und zum zweiten das Hamangi o-Endothelium sowie das Hamangio-
Endotheliosarkom der Leber.

Die von uns beobachteten histologischen Verdnderungen im Lungenge-
webe, im Gastrointestinaltrakt, in der Milz und in den Nieren entspra
chen weitgehend den bereits bekannten, z.B. von Cottier (1961) be-
schriebenen radiogenen Frih- und Spétveranderungen bel der Maus.
Auf diese histologischen Verdnderungen wird deshalb nicht weiter ein-
gegangen. Im Mittel punkt stehen die zu verschiedenen Versuchszeiten
bel unbestrahlten Tieren und zu verschiedenen Zeiten nach Bestrahlung
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auftretenden Zell- und Gewebsveranderungen in der Leber, wobei auch
die Variation dieser Verénderungen bei Tieren untersucht wurde, die vor
der Bestrahlung Strahlenschutzsubstanzen erhielten.

Ergebnisse

Altersbedingte Zell- und Gewebsveranderungen der Leber von nicht
bestrahlten Mausen

Tabelle 2. Altersverteilung von 104 nichtbestrahlten Mausen zum Zeit-
punkt der histologischen Untersuchung von Leber und Pankreas. Der
Mittelwert des Alters betrug 556 Tage mit einer Standardabweichung
von 214 Tagen. Die Schwankungsbreite lag zwischen 100 und 852 Tagen.
Diese Verteilung gibt jedoch nicht den nattirlichen Absterbeverlauf wie-
der, sondern ist durch den Versuchsansatz bedingt, indem Tiere dem
Kollektiv fur histologische Untersuchungen entnommen wurden.
Einige der Tiere erhielten im Alter von 10 Wochen as Kontrollen zu be-
strahlten Tieren physiologische NaCl-Lodsung, Sorensen-Puffer (pH
7,4), Strahlenschutzsubstanzen (Cystamin, WR 638, WR 2721) oder
Nembutal i.p. injiziert.

Alterin  Anzahl

Tagen Tiere Histologie
%OOOO_ 5 keine wesentlichen pathol ogischen Befunde
201 — 0
300
301 — 13 maliggradige Kernpolymorphie
400 geringgradige Aktivierung des RES
401 — 8 Abnahme des Glykogengehalts der Leberzellen
500 Aktivierung desRES, Kernpolymorphie 100 %
501 — 2 Kernpolymorphie bei beiden Tieren
600
601 — 30 Kernpolymorphie 100 %,
700 nodulére Hyperplasie 23 %
701 — 33 Kernpolymorphie 100 %, Sternzellaktivie-
800 rung 80 %, nodul &re Hyperplasien 80 %,
2 Leberzell-Karzinome
801 — 3 nodulére Hyperplasien (multipel) 100 %
900
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Wiedie Daten der Tabelle 2 erkennen lassen, entwickelten von 104 nicht
bestrahlten Mausen zwe Tiere Karzinome und 26 weitere Tiere nodu-
lare Hyperplasien (bel insgesamt 33 Tieren) zwischen 701 und 800 V-
suchstagen. Bel drei Mausen mit einem Alter von 801 bis 900 Tagen
konnten in alen Falen noduléare Hyperplasen beobachtet werden.
Aber auch in einem Alter zwischen 601 und 700 Tagen wiesen 23 % der
Tiere nodulére Hyperplasien auf. Die noduléaren Hyperplasien sollen
bel der Beschreibung der Lebergewebsverdnderung nach Bestrahlung
definiert werden. Bei den Tumoren handel te es sich um typische hepato-
zdlulére Karzinome (Abb. 4, S. 23), die in ihrem histologischen Bild
Ahnlichkeiten mit dem menschlichen hepatozelluldren Karzinom auf-
wiesen. Kupfferzell-Sarkome, mixed L eber-Karzinome und Hamangio-
endotheliome wurden nur bei bestrahlten Tieren beobachtet.

Die Leberzellkarzinome und einige der noduléren Hyperplasien traten
bel Tieren auf, die keine Behandlung im Sinne der oben erwéhnten i.p.-
Injektionim Alter von 10 Wochen erhielten. Esist desha b davon auszu-
gehen, dal3 die Vorbehandlung auch mit schwefehdtigen Schutzsub-
stanzen zu keinen zusétzlichen Verénderungen fihrt.

Teilkor perbestrahlung imLeberbereich

In Abb. 1 snd die Absterbeverlaufe von nichtbestrahlten und von mit
5 Gy tellkorperbestrahlten Tieren dargestellt, die nicht mit Schutzsub-
stanzen behandelt wurden und in Abb. 2 Absterbeverl&ufe von Tieren,
die vor der Scheinbestrahlung bzw. vor der Teilkorperbestrahlung mit
5 Gy Schutzsubstanzen erhielten. Wie der Abb. 1 entnommen werden
kann, ergibt sch fir die Uberlebensraten zwischen unbestrahlten und
bestrahlten Tieren, die keine Schutzsubstanzen erhalten haben, nur ein
geringer Unterschied. Die Abweichungen sind grof3er bel Tieren, denen
Schutzsubstanzen verabreicht wurden (s.Abb.2), wobel die nicht-
bestrahlten Tiere bis zum 530. Tag eine gréliere Absterberate aufweisen
as die bestrahlten Tiere. Allerdings sind die Unterschiede im Bereich
von 400 Tagen und von 500 Tagen Statistisch nicht signifikant. DieKurve
fur die bestrahlten, mit Strahlenschutzsubstanzen behandelten Tiere
(At\jkt))b. 2) verlauft weitgehend deckungsgleich mit den Kurven aus
Abb. L

DieTiereaus Tabelle 3 weisen mit Ausnahme der bestrahliten Cystamin-
Gruppe im wesentlichen das gleiche Alter auf. Die nichtbestrahlten
Tieresnd in der Tabelle 2 mit erfaldt. Bei den Befunden aus Tabelle 3 ist
auffdlig, dal? bei den 24 nichtbestrahlten Tieren keine Tumoren gefun-
den wurden. Bei dieser Kontrollgruppe wurden jedoch bel vier Tieren
nodul &re Hyperplasien nachgewiesen. Dagegen konnten in alen Grup-
pen bestrahlter Tiere ohne und mit Strahlenschutzsubstanzen Tumoren
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Abb. 1: Absterbeverlauf unbestrahiter (Kontrollen) und im Bereich der Leber mit 5 Gy
lokalbestrahlter ménnlicher M&use. Die Tiere erhielten vor der Scheinbestrahlung (Kon-
trollen) bzw. Bestrahlung physiologische NaCl-Ldsung oder Strensen-Puffer. Zum Zeit-
punkt der Scheinbestrahlung bzw. Bestrahlung waren die Tiere 70 bis 77 Tage alt. Der in
der Abbildung eingezeichnete Pfeill am Tage 649 markiert die Entnahme von Tieren fir
histologische Untersuchungen. Insofern entspricht die Uberlebensrate oberhalb dieses
Zeitpunkts nicht mehr dem natirlichen bzw. strahlenbedingten Verlauf. Die Daten wur-
den aus 31 Kontrolltieren und aus 35 bestrahlten Tieren ermittelt.
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Abb. 2: Absterbeverlauf unbestrahlter (Kontrollen) und im Bereich der Leber mit 5 Gy
lokalbestrahlter mannlicher Mé&use. Die Tiere erhielten vor der Scheinbestrahlung bzw.
vor der Bestrahlung die Strahlenschutzsubstanzen Cystamin, WR 638 oder WR 2721. Zum
Zeitpunkt der Scheinbestrahlung (Kontrollen) bzw. Bestrahlung waren die Tiere 70 bis
77 Tagealt. Derinder Abbildung eingezeichnete Pfeil am Tage 650 markiert die Entnahme
von Tieren fir histologische Untersuchungen. Insofern entspricht die Uberlebensrate
oberhalb dieses Zeitpunkts nicht mehr dem naturlichen bzw. strahlenbedingten Verlauf.
Die Daten wurden aus 24 Kontrolltieren und 25 bestrahlten Tieren ermittelt.
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beobachtet werden. Alle 20 bestrahlten Tiere mit oder ohne Strahlen-
schutzsubstanzen wiesen Tumoren oder nodulére Hyperplasien an der
Leber auf. Diese Tumorinzidenz gegentiber nichtbestrahlten Tieren ist
mit P < 0,001 hochggnifikant (Vierfeldertest mit Y atesscher Korrektur

bel kleinen Haufigkeiten).

Tabelle 3. Higtologische Befunde an der Leber bei geschiitzten und
ungeschiitzten Mé&usen nach Scheinbestrahlung oder Leberlokalbe-
strahlung mit 5 Gy. Zum Zeitpunkt der Bestrahlung hatten die Tiereein
Alter von 70 bis 77 Tagen. (LZ-Ca= Leberzell-Karzinom)

Bestrah- | Schutz- | Anzahl | Alterder | Histologischer Befund
lung substanz | Tiere | Tiereind

- — 7 749 Atrophie d. Leber, 100 % Kernpolymorphie
miBigen Grades
1 nodulidre Hyperplasie

- Cystamin 3 750 100 % Kernpolymorphie méBigen Grades

+ — 2 749 Kernpolymorphie ausgeprigt
1 nodulire Hyperplasie, 1 mixed LZ-Ca

+ Cystamin 5 609/821 | Kernpolymorphie 100 %, 3 nodulidre Hyper-
plasien,3LZ-Ca

= — 5 719 Atrophie d. Leber, 100 % Kernpolymorphie

- WR 638 4 720 100 % Kernpolymorphie, 3 nodulire Hyper-
plasien

- e 5 719 100 % Kernpolymorphie, 5 nodulire Hyper-
plasien, 2 Adenome, 2 LZ-Ca, 1 mixed LZ-Ca
1 Himangio-Endotheliom + Himangio-
Endotheliosarkom

i WR 638 2 719 1 nodulire Hyperplasie
1 Himangio-Endotheliom + Hamangio-
Endotheliosarkom

- - 3 736 Atrophie d. Leber, 100 % Kernpolymorphie

o= WR 2721 2 729 Atrophie d. Leber, 100 % Kernpolymorphie

+ — 5 736/777 | 100 % Kernpolymorphie, 4 nodulire Hyper-
plasien, 1 LZ-Ca, 1 mixed LZ-Ca, 1 Kupffer-
zell-Sarkom, 1 Himangio-Endotheliom

+ WR 2721 1 736 Kernpolymorphie, noduldre Hyperplasie +

Adenom




Bei den bestrahlten Tieren mit Schutzsubstanzen kamen nur 8 Tiere zur
Untersuchung. Bei allen Tieren wurden Tumoren und nodulére Hyper-
plasen im Leberbereich gefunden. Demgegeniiber wurden 12 be-
strahlte Tiere ohne Strahlenschutzsubstanzen untersucht. In diesen
Gruppen wiesen ebenfals ale Tiere Lebertumoren oder nodulére Hy-
perplasien auf. Trotz der geringen Fallzahlen kann geschlossen werden,
dal3 die verwendeten Schutzsubstanzen strahlenbedingte Spétschaden
nicht verhindern.

Ganzkor per bestrahlungen

In Tabelle 4 and histologische Befunde nach einer Ganzkorperbestrah-
lung mit 2,5 Gy in Abhangigkeit vom Alter der Tiere zusammengestellt.

Tabelle 4. Histologische Untersuchungen Befunde an der Leber von
Mausen zu verschiedenen Zeiten nach Ganzkorperbestrahlung mit
2,5Gy. EinTel der Tiereerhielt vor der Bestrahlung Cystamin. Den Va-
gleichstieren wurde physiol. NaCl-Ldsung i.p. injiziert. Das Alter der
Tiere betrug zum Zeitpunkt der Bestrahlung 70 Tage.

Cystamin  Anzahl  Alter der Histol ogische Befunde
Tiere Tiereind

— 3 199 Kernpolymorphie: 3, Sternzellaktivierung: 3
nodulére Hyperplasie: 2

— 6 240 Kernpolymorphie: 6, Sternzellaktivierung: 4
Hamangioendotheliom: 1, noduléreHyperplasie: 3
Cholangiom: 2

— 1 479 nodulére Hyperplasie
— 1 567 nodul &re Hyperplasie, Cholangiom
— 3 569 Kernpolymorphie: 3, Sternzellaktivierung: 3

nodulére Hyperplasie: 2, hepatozelluléresKarzinom: 1
Kupfferzellsarkom: 1

+ 3 199 Kernpolymorphie: 3, nodulére Hyperplasie: 2

+ 6 240 Kernpolymorphie: 6, Sternzellaktivierung: 4, nodulére
Hyperplasie: 4, Adenom: 1, hepatozellul. Karzinom: 3,
hepatozellul. Karzinom mixed Typ: 1,
Héamangioendotheliosarkom: 1

+ 1 479 nodulére Hyperplasie: 1, hepatozell. Karzinom: 1,
Adenom: 1
+ 2 568 nodulé&reHyperplasie: 2,

hepatozelluléres Karzinom mixed Typ: 1

+ 2 569 nodulére Hyperplasie: 1, hepatozelluldresKarzinom: 1
Kupfferzellsarkom: 1
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Eine Ganzkorperbestrahlung mit 2,5 Gy fuhrt bei dem von uns verwen-
deten Mausestamm zu keinen akuten Todesfdlenin den ersten 30 Tagen
nach Bestrahlung (LD /30 d). Die Daten der Tabelle zeigen, dal3 Sch
bereits 130 Tage nach der Bestrahlung, d. h. in einem Alter von ca. 200
Tagen Prékanzerosen in Form von noduléren Hyperplasien entwickeln.
Karzinome konnten 170 Tage nach der Strahlenexposition (Alter der
Tiere 240 Tage) beobachtet werden. Demnach fihrt die Bestrahlung zu
einer erheblich friheren Entwicklung von Tumoren verglichen mit dem
Auftreten von Tumoren bel unbestrahlten Tieren (s. Tabelle 2). Die Er-
gebnisse der Tabelle 4 belegen ferner, dal3 die Schutzsubstanz Cystamin
die strahlenbedingte Tumorentwicklung nicht verhindern kann. Man
kann bei einem Vergleich der Befunde zwischen ,, geschitzten“ und
»ungeschitzten* Gruppen sogar zu der Auffassung gelangen, dali3 die
Gabe von Cystamin vor der Bestrahlung die Entwicklung von Tumo-
ren beschleunigt, da sch in der Cystamin-Gruppe 7 Karzinome und
10 nodulére Hyperplasien befinden, wahrend in der Vergleichsgruppe
1 Karzinom und 9 nodul&re Hyperplasien zu finden waren. Jedoch |&f3t
si_crrll dieser Unterschied wegen der kleinen Tierzahlen statistisch nicht
sichern.

In Tabelle 5 sind Ergebnisse nach Ganzkdrperbestrahlungen mit Dosen
zwischen 6,4 und 84 Gy zusammengestellt. Als Strahlenschutzsubstan-
zenwurden Dextrankonjugate mit WR 2721 verwendet. DieLD 50/30d
fur die Kontrolltiere lag bei 6,8 Gy. Der Dosisreduktionsfaktor fir das
Dextrankonjugat-Amin betrug 1,10 + 0,03, wodurch Sch die LD 50/30d
auf 7,5 Gy erhdhte. Beim Dextrankonjugat/Schiffsche Base ergab sch
ein Dosisreduktionsfaktor von 1,14 + 0,04, was zu einer LD 50/30 d der
s0 behandelten Tiere von 7,75 Gy fuhrte (Monig et al ., 1990).

Bel einigen mit Dextrankonjugaten behandelten Méausen wurden 200
bis 600 Tage nach einer Bestrahlung mit 6,9 bis 8,4 Gy histopathologi-
sche Untersuchungen der Leber durchgefthrt. Zum Vergleich dienten
nicht geschiitzte Tiere, die Strahlendosen mit 6,4 bis 6,8 Gy erhielten.
Wie die Ergebnisse zeigen, waren strahlenbedingte maligne Tumoren
erst oberhalb von etwa 490 Tagen nach Bestrahlung (Alter der Tiere
> 560 Tage) beobachtbar. Ob das Fehlen von prékanzerdsen Veran-
derungen oder von Tumoren in der Gruppe der mit DEX-WR-Amine
behandelten Tiere 410 bis 498 Tage nach der Bestrahlung (Alter der
Tiere 480 bis 568 Tage) auf eine Wirkung des Polymerkonjugats zuriick-
élEl)f[_]hI[‘]en ist, &kt sch wegen der geringen Zahl der Tiere Satistisch nicht
sichern.
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Tabelle 5. Histopathologische Befunde der Leber nach Ganzkorper-
bestrahlung von ménnlichen Mé&usen, die vor der Bestrahlung Dextran-
konjugate mit dem Thiophosphat WR 2721 erhielten. Zum Vergleich
dienten Tiere, denen vor der Bestrahlung Phosphatpuffer, das Losungs
mittel fUr die Dextrankonjugate, injiziert wurde. Zum Zeitpunkt der
Bestrahlung betrug das Alter der Tiere 70 Tage. (LZ-Ca = Leberzell-
Karzinom).

Substanz Dosis  Anzahl  Alter der Befund
(Gy) Tiere  Tiereind

Phosphat- 6,4 312 Alle Tiere Kernpolymorphie; Kern-
Puffer vakuolen; verstarkte mitot. Aktivitat;
(Kontroll- Sternzellaktivierung; Glykogenver-
gruppe) armung; Zytoplasmahomogenisie-

rung; 2 Tierenodul &e Hyperplasien

6,8 487 Kernpolymorphie; Kern- + Zytoplas-
mavakuolen; herdférmige Nekrosen;
nodulére Hyperplasie

6,8 563-652  Noduldre Hyperplasien 100 %;
1 Adenom; 3trabekuléreLZ-Ca;
1 H&mangiom; 2 prim. Leber-Ca
mixed Typ; 1 Kupfferzellsarkom

713-734  Nodulé&re Hyperplasien 100 %;
2 Adenome; 2trabekuléreLZ-Ca

DEX-WR- 6,9 480-568 3 noduldreHyperplasien;
Amin 1 Peliosishepat .;
keine Adenome oder Karzinome

7,3-79 272-312 AlleTiere Kernpolymorphie;
AlleTiere Sternzellaktiv.;
2 nodulére Hyperplasien;
keine Adenome oder Karzinome

DEX-WR- 73 1 679 Leberzelladenom + LZ-Ca
Base
84 1 263 Kernpolymorphie; Sinusektasien;
Sternzellaktiv.

In der Tabelle 6 sind histologische Befunde von drei Tieren nach einer
Ganzkorperbestrahlung mit 15 Gy zusammengestellt. Die Tiere waren
vor der Bestrahlung mit dem Thiophosphat WR 2721 behandelt worden.
Bel der Ganzkorperbestrahlung mit der hohen Dosisvon 15 Gy konnten
die Tiere nur durch die Schutzsubstanz WR 2721 tiberleben. Deswegen
fehlen bestrahlte Vergleichstiere ohne Schutzsubstanz. Die Befunde in
Tabelle 6 zeigen, dald Sch die Lebertumoren wie bel der Ganzkérper-
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bestrahlung mit 2,5 Gy bereits unterhalb einem L ebensalter von 700 Ta
gen entwickelt haben.

Tabelle 6. Histologische Befunde an der Leber von Méausen, die vor
einer Ganzkorperbestranlung mit 15 Gy das Thiophosphat WR 2721
erhielten. Zum Zeitpunkt der Bestrahlung betrug das Alter der Tiere
70 Tage.

Schutzsubstanz Alter der Anzahl Histologischer Befund
Tiereind Tiere

WR 2721 446 1Tier hepatozellul&res Karzinom

WR 2721 528 1Tier hepatozellulares Karzinom

WR 2721 635 1Tier Adenom

Man vergleiche dieses Ergebnis mit den Daten bei unbestrahlten Tieren

ausTabelle2. Auch ausdiesem Versuchist zu erkennen, dal3 kein Schutz
vor der Entwicklung von strahlenbedingten Tumoren durch die Sub-
stanz WR 2721 hervorgerufen wird.

Histologie

Feingewebliche Veranderungen des L eberparenchyms mit
zunehmendem L ebensalter und nach Bestrahlung

Dasglykogenreiche L eberparenchym der jungen Mauszeigt einerelativ
geringfligige Kernpolymorphie. Im wesentlichen herrschen zwel Kern-
groflenklassen vor, namlich Kerne mit diploidem und Kerne mit tetra-
ploidem Chromosomensatz, wobel |etztere das doppelte Kernvolumen
gegeniber diploiden Zellkernen aufweisen. Mit zunehmendem Alter
der Tiere, vor dlem jenseits des zweiten Lebengahres, kommt es zu
einer Verschiebung der Kerngrofenklassen in Richtung tetraploider
Zellkerneund gleichzeitig zu einer geringgradigen Abnahme des Glyko-
genreichtums der Leberzelle. Selten beobachtet manin diesem Lebens-
alter auch grofkernige Leberzellen, bel denen sehr wahrscheinlich ok-
toploide Chromosomensétze auftreten.

Ganz ahnlich stellen sch auch die feingeweblichen Lebergewebsveran-
derungen nach Bestrahlung dar. Der auffalendste Befund it eine dra
stische Glykogenverarmung des L ebergewebes zwe bis vier Tage nach
Leberlokal- oder Ganzkorperbestrahlung mit den von uns gewéhlten
Strahlendosen (s. auch Lesch, 1976). Erst zu einem spéteren Versuchs-
zeitpunkt, aber weit friher ds dies bei unbestrahlten Mé&usen der Fl
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ist, entwickelt sch eine ausgepragte Kernpolymorphie, die bereits bel
vergleichenden Untersuchungen ein Jahr nach Bestrahlung deutlich
wird. Gleichzeitig findet man dabel Kernanomalien wie Kernvakuolisie-
rungen, Veranderungen des typischen Chromatingerists der Leberzell-
kerne und im Zytoplasma bei eéinem zunehmenden Glykogenverlust,
Homogenisierungen des Zytoplasmas mit zum Tell ausgepragten Ein-
lagerungen homogenen eiweil¥eichen Materias (Abb. 5 b, s. S. 25/26).
Bel den nachwel sharen Mitosefiguren beobachtet man in zunehmendem
MalRe atypische Konfigurationen mit Chromosomenabsprengungen
und -Verklumpungen. Es handelt Sch dabel aso um Verénderungen des
Kerns und Zytoplasmas der Leberzelle, die zwar denen adternder Tiere
ahnlich sind, aber eine wet stérkere Auspragung aufweisen. Zu Ve-
suchszeiten jenseits des 400. bis 500. Tages nach Bestrahlung kommt es
zu einer welteren Verdnderung im Leberparenchym, der mit Sicherheit
eine Bedeutung fUr die Karzinomentstehung zuzumessen ist. Es handelt
sch dabei um Herdbildungen meist kleinkerniger Leberzellen, die in
dem umgebendem polymorphkernigen Leberparenchym besonders
deutlich auffdlen und die auf3erdem vereinzelt eine vermehrte Glyko-
genbeladung im eher glykogenarmen L ebergewebe aufweisen (Abb. 3a

Abb. 3.a und b.: Nodulédre Hyperplasien des L ebergewebes bel Mdusen 242 Tage nach
Ganzkor per bestrahlung mit 6,4 Gy.

a) Glykogenreiche noduldre Hyperplasie (linke Bildhélfte) mit relativ gleichmafig klei-
nen Zellkernen und einem vakuolér aufgelockertem Zytoplasma nach Herauddsen des
Glykogens bel der Gewebseinbettung. Ausgepragte Kernpolymorphie im benachbarten
L eber gewebe (rechte Bildhalfte). HE-Farbung, Vergrolerung 60 X.
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b) Nodulére Hyperplasie mit glykogenarmen, basophilen Leberzellen (linke Bildhélfte)
mit relativ kleinen Zellkernen, die sich gut gegen dasin der Umgebung liegende L eber -
gewebe mit deutlicher Kernpolymorphie abgrenzen lassen. HE-Férbung, VergroRerung
60X.

und b). Diese teils glykogenreichen, teils aber auch glykogenarmen
kleinkernigen L eberzellherde, von bestimmten Autoren as ,, neoplastic
nodules’ bezeichnet, wurden auch be der radiogenen Leberkarzino-
genesein der Ratte beschrieben (Oehlert, 1978). In diesen ,neoplastic
nodules*, von uns entweder as glykogenreiche oder glykogenarme
kleinkernige knotige Leberzellhyperplasien beschrieben, ist die fir die
Leber charakteristische Architektur mit Aushildung von Leberzellplat-
ten zwischen Lebersinusoiden zwar verwaschen, aber bei Silberfaser-
farbung noch deutlich erkennbar. Es ist adso nicht gerechtfertigt, hier
bereits von Adenomen oder gar beginnenden Karzinomen zu sprechen.
In praktisch dlen bestrahlten Tieren konnten derartige Kndtchenbil-
dungen beobachtet werden, auch in solchen, in denen an anderer Stelle
bereits vall ausgebildete hepatozelluldre Karzinome entwickelt waren.

In alen Lebern bestrahlter Mause, in denen derartige nodulére hyper-
plastische Herde nachgewiesen wurden, konnten gleichzeitig auch
schwere zytoplasmatische und Kernveranderungen am brigen Paren-
chym beobachtet werden. Vereinzelt waren an anderer Stelle bereits
Adenome oder gar hepatozelluldre Karzinome entwickelt.

Eine andere herdférmige Veranderung des Leberparenchyms ist das
L eberzelladenom, das sch von den hyperplastischen Knoten dadurch
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unterscheidet, dai? die typische L&ppchenarchitektur verloren gegan-
gen i und meist durch ungeregelt nebeneinander angeordnete, trabe-
kulare Leberzellstrange ersetzt wird, zwischen denen entweder keine
oder aber deformierte Sinusoide liegen. Gleichzeitig findet man in die-
sen Adenomen eine vermehrte zytoplasmatische Basophilie, eine Kern-
polymorphie und meist auch eine vergrélerte mitotische Aktivitat. Am
auffallendsten bel diesen Adenomen ist jedoch das expansive Wachs-
tum, das sch in der Druckatrophie des umgebenen erhaltenen L eber-
gewebes duldert (Abb. 3¢).

Abb. 3c: Leberzelladenom 649 Tage nach Teilkorperbestrahlung mit 5 Gy.

Die rechte Bildseite wird von trabekuldr angeordneten Zellstréangen eingenommen,
zwischen denen unregelméfiig angeordnete und ungleichméflig weitgestellte Blutréume
liegen. Am linken Bildrand ist noch ein schmaler Saum erhaltenes L ebergewebe erkenn-
bar. HE-Farbung, VergréRerung 60 Xx.

In praktisch dlen Tieren, bel denen ein voll ausgebildetes hepatozellu-
léres Karzinom bestand, konntenin der gleichen Leber in anderer Loka-
lisation Adenome von unterschiedlicher Grofie beobachtet werden.
Dennoch 1&% sch daraus nicht die sichere Annahme ableiten, dal3 die
Entwicklung des hepatozellutdren Karzinoms bei der Maus nach Be-
strahlung ausschlieldich Uber das Stadium des Adenoms verl&uft.

Be den voll ausgebildeten hepatozel luléren Karzinomen, die wir in un-
seren Versuchen beobachten konnten, handelt es 9ch ausschliefdich um
tubuldre baw. trabekuldre Karzinome, wie se auch nicht sdten baim
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Menschen beschrieben werden. Auffdlend dabel sind die hyperplasti-
schen Leberzellen, die zu unregeméaliigen Strangen baw. zu azindren
Gebilden beisammen liegen und in denen eine ausgepréagte Kernpoly-
morphie nachweishar ist. Das Zytoplasma zeigt verschiedene Verande-
rungen, wobel vor alem Zytoplasmahomogenisierungen auffalen. Die
Produktion von Gallepigment ist nicht selten und man findet dabel azi-
nar zusammenliegende Tumorzellen mit zentralen Koazervaten von
Gallepigment. Fast immer sind die trabekul&ren Verbande der Tumor-
zdllen voneinander durch stark ausgeweitete, zum Tal sackférmige,
meist mit Erythrozyten gefillte Sinusoide getrennt (Abb. 4 aund b). Bei

Abb. 4. Hapatozelluléres Karzinom 539 Tage nach Teilkdrperbestrahlung mit 5 Gy nach
Vorbehandlung mit Cystamin.

a) Telstrabekular, teils azindr aufgebautes L eberzell-Karzinom mit den fur diesen Tumor
charakteristischen weiten Blutrdumen. Die fir die Leber charakteristische Architektur
mit Leberzellplatten und dazwischen verlaufenden Sinusoiden ist vollsténdig verloren-
gegangen. Das hier gezeigte histologische Bild ist nicht von dem des hepatozelluléren Kar-
zinoms beim Menschen zu unterscheiden (s. rechte Abbildungshélfte). HE-Férbung, Ver-
groRRerung 60 X..

denjenigen Tieren, die durch eine Blutung in die Bauchhthle ad exitum
gekommen waren, lief3en sch unmittelbar subkapsulér gelegene Kno-
ten hepatozellulérer Karzinome nachweisen mit derartigen sackférmig
ausgeweiteten Sinusoiden, welche durch die Faserkapsdl hindurchin die
Bauchhohle perforiert waren.
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b) VergroRerter Ausschnitt aus dem in a) gezeigten Tumor. HE-Farbung, 86 x..

Strahlenbedingte Leberveranderungen am Gallengangssystem

Bereits wenige Monate nach Bestrahlung kommen bei den zu diesem
Zeitpunkt untersuchten Tieren auffallend stark verbreiterte Portalfelder
zur Darstellung, in denen sich gewucherte Gallengange mit einem dunkel-
kernigen Epithel nachweisen lassen (Abb. 5 a). Diese durch Gallengangs-
wucherungen verbreiterten Portalfelder sind unscharf gegen das umge-
bende Parenchym begrenzt und man beobachtet dabei fingerartig in das
benachbarte Lebergewebe hineinreichende sogenannte Gallengangs-
wucherungen. Mit zunehmender V ersuchsdauer steigt die Zahl derartiger
adenomartiger Gallengangswucherungen, die auch in der menschlichen
Pathologie as sogenannte Cholangiome zur Beobachtung kommen.
Gleichzeitig findet man dabei eine zunehmende Basophilie der Gallen-
gangsepithelien und verstérkte Proliferationstendenz. Eigenartigerweise
gelang esin keinem Fall bei den von uns untersuchten Tieren Veranderun-
gen nachzuweisen, die as cholangidre oder cholangiolére Karzinome
identifiziert werden konnten, sondern nur Leberzellkarzinome vom
mixed Typ, bei denen neben hepatozelluldren Strukturen, cholangidre
oder cholangiolére Strukturen nebeneinander bestehen (Abb. 5 abisc).

Veranderungen am Sternzellsystem

Bereits kurze Zeit nach einer Ganzkorper- oder Teilkorperbestrahlung
mit Einschlul® der Leber falt eine Aktivierung des retikulo-endothelia-
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Abb. 5a. Cholangiom der Méauseleber 170 Tage nach Ganzkérperbestrahlung mit 2,5 Gy.
Neben der hier bereits sehr stark ausgeprégten Kernpolymorphie des Leberparenchyms
findet sich ein glatt gegen das umgebende Gewebe begrenzter Herd, der sich aus unter-
schiedlich weit gestellten Gallengéngen, Epithelproliferaten und Entziindungszellen zu-
sammensetzt. Es handelt sich hier um ein sogenanntes Cholangiom, wie man es auch in
der menschlichen Leber nach Bestrahlung oder als angeborene Fehlbildung beobachtet.
HE-Farbung, Vergroferung 68 x.

Abb. 5b.: Cholangiofibromatose neben Anteilen eines hepatozelluldren Karzinoms
499 Tage nach Ganzkorperbestrahlung mit 2,5 Gy.

Linksim Bild erhaltenes L ebergewebe mit vakuol &ren Zytoplasmaveranderungen. In der
Bildmitte ausgeprégte Gallengangswucherungen, die in das trabekuldr angeordnete,
tumords verénderte L ebergewebe einstrahlen. Am rechten &uf3eren Bildrand weitere Gal-
lengangsproliferate. HE-Farbung, Vergréflierung 60 x.

(sehe S. 26)

Abb.5c: Leberkarzinom des gemischten Typs 666 Tage nach Teilkdrperbestrahlung mit
5 Gy.

Am linken Bildrand Verbande eines cholangidren Karzinoms, der rechte Bildabschnitt
wird von Anteilen eines z. T. trabekul&ren, z.. T. alveoldren hepatozelluldren Karzinoms
(vgl. mit Abb. 4 aund b) eingenommen. HE-Farbung, Vergréerung 60 Xx.

(siehe S. 26)
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len Systems auf, die mit einer diffusen Sternzellvermehrung einhergeht.
Es kommt dabei zu einer Zunahme der Zahl der Sternzellen, welche die
unverdnderten Lebersinusoide auskleiden, knopfartig in deren Lich-
tung hinein vorspringen und die sich auszeichnen durch en dichtes
Chromatingeriist in gegeniber der Norm vergrof3erten Zellkernen.
Diese Sternzellaktivierung bildet sch im algemeinen mit zunehmen-
dem Zeitraum nach der Bestrahlung zurtick. Im Langzeitversuch konn-
ten wir frihestens nach einem Versuchszeitraum von einem Jahr nach
Bestrahlung eine erneute Aktivierung des Sternzellsystems beobach-
ten, wobe unterschiedlich weitgestellte Lebersnusoide von stark ver-
grolerten Sternzellen tapetenformig ausgekleidet werden. Letztere
weisen eine deutliche Proliferationstendenz auf (Abb. 6 a). Zwischen
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Abb. 6 a.: Beginnendes Sternzell-Sarkom (Kupfferzell-Sarkom) der Mauseleber 649 Tage
nach Teilkdrperbestrahlung mit 5 Gy.

Prétumordse Wucherung der Sternzellen mit tapetenartiger Auskleidung der Sinusoide
durch grof3kernige Zellen, die zum Teil eine synzytiale Anordnung aufweisen. Im erhalte-
nen Lebergewebe massive Kernpolymorphie (linke untere Bildecke). HE-Féarbung, Ver-
groRRerung 90 X..

diesen gewucherten Sternzellen kommt es zu einer Verschméerung der
Leberzelplatten bis diese schliefdich weitgehend druckatrophisch snd
und nur noch breite Strange atypisch gewucherter Sternzellen das Bild
beherrschen. Gleichzeitig entwickelt Sch eine perisnusoidale Fibrose
in den zdldichten Wandungen der unregelmadg weitgestellten, zum
Tal auch dilatierten Sinusoide. Diese Verdnderungen gleichen in ihrem
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Abb. 6b.: Voll ausgebildetes Sternzell-Sarkom der Mausel eber 666 Tage nach Teilkorper-
bestrahlung mit 5 Gy.

Unterschiedlich weit gesteUte Blutrédume werden von Zellverbénden atypisch konfigurier-
ter, meist spindelkerniger Zellen umgeben. Nur ganz selten findet man noch erhaltene
Leberzellen. Das gezeigte histologische Bild gleicht weitgehend demjenigen des Sternzeil-
Sarkoms beim Menschen nach Vinylchlorid-Exposition. HE-Férbung, Vergrofierung 60 X.

feingeweblichen Bild (Abb. 6 b) denjenigen, die bei Arbeitern beobach-
tet wurden, die Vinylchlorid ausgesetzt waren und &hneln ebenfalls
denen, die man nach Thorotrastexposition und Vergiftung mit
arsenhatigen Substanzen beobachtet hat (Patrick und McGee, 1980).
Neben diesen recht eigentimlichen Bildern, hervorgerufen durch eine
massve Proliferation der Sinusendothelien, lassen sch dann Gewebs-
formationen erkennen, die in ihrem histologischen Aufbau dem Bild ei-
nes Angiosarkoms entsprechen (Abb. 6 ¢). Auch diese Entwicklung ist
aus der menschlichen Pathologie bekannt ds Folge einer Thorotrastex-
position und nach Applikation arsenhaltiger Mittel sowie bei Arbeitern,
die mit Vinylchlorid Uber 1&ngere Zeit zu tun hatten.

Strahlenbedingte V erdnderungen im Bereich der Sinusoide

Eine der frihesten durch Bestrahlung ausgel6sten Gewebsverdnderun-
genin der Leber, aber auch in anderen Organsystemen, sind Schéadigun-
gen am Kapillargefaisystem. In der Leber kommt es dabei zu herdfor-
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Abb. 6c: Histologisches Bild aus anderer Stelle desin Abb. 6 a gezeigten Tumors.

Hier findet man spindelkernige Zellelemente ohne bestimmte Anordnung zwischen unter-
schiedlich weitgestellten Blutraumen. Bel dieser VergréfRerung ist eine Unterscheidung
von einem Angiosarkom nicht méglich. HE-Farbung, Vergréerung 90 x.

mig verteilten Sinusektasien, bevorzugt im Bereich der Zentralvenen
(Abb. 7 a), wobel bei stérkerer Dosierung auch Thrombosierungen, vor
dlem der Zentralvenen, zum Beispiel bel der Ratte, beobachtet werden
(Oehlert, 1978). Beim Patienten wurden derartige V erdnderungen nach
Leberlokabestrahlung ebenfalls beobachtet (Kaplan und Bagshaw,
1968). In unseren Versuchen konnten wir dementsprechend bereits Mo-
nate nach einmaliger Leberlokal- oder Ganzkorperbestrahlung derar-
tige Bezirke mit ektatischen Sinusoiden und dazwischen liegenden kom-
primierten Leberzellplatten so haufig nachweisen, dald diese Verande-
rung nicht in die Tabellen aufgenommen wurde. Zu anderen Versuchs-
zeiten, zum Beispid nach einem Jahr, hatte sch die Zahl derartiger
ektatischer Bezirke reduziert. Demgegeniber konnten aber grof3ere
Areale beobachtet werden, in denen nicht nur Ektasien der Lebersinu-
soide aufgefunden wurden, die mit Erythrozyten angeflllt waren, son-
dern gleichzeitig eine vermehrte Zdllproliferation von Sinusendothelien
in der Auskleidung der ektatischen Blutraume, die mit einer Druckatro-
phie der hier vorher vorhandenen Leberzellen einherging (Abb. 7b). Es
kam dann zur Aushildung gréferer Blutraume, die durchzogen wurden
von Bindegewebsstrangen, in denen sich atypische Zellelemente nach-
welsen lief3en, wobel es gleichzeitig zur Ablagerung von Eisenpigment
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Abb. 7a.: Peliosis hepatis 129 Tage nach Ganzkorperbestrahlung mit 2,5 Gy und Vorbe-
handlung mit Cystamin.

Sackférmige Ausweitung der Sinusoide, zwischen denen druckatrophische Leberzellplat-
ten liegen. Das Bild entspricht den nach Bestrahlung auch beim Menschen auftretenden
Kapillarektasien. Sie wurden in vielen Versuchstieren gefunden. HE-Férbung, Vergrélie-
rung 60 x.

Abb. 7b.: Hamangioendotheliom der Leber 170 Tage nach Ganzkdrperbestrahlung mit
2,5 Gy.

Beim Vergleich mit Abb. 7a falt hier eine Proliferation der Endothelzellen auf, welche
perlschnurartig die unregelmélig ausgeweiteten Blutrdume auskleiden. Nur vereinzelt
findet man innerhalb der zelldichten Wandungen der Blutrdume einzelne Leberzellen.
HE-Farbung, VergréRerung 60 x.

(seheS. 31)

Abb. 7c: Hémangioendotheliosarkom der Leber 170 Tage nach Ganzkdrperbestrahlung
mit 2,5 Gy und Vorbehandlung mit Cystamin.

Unregelméafiig weit gestellte Blutraume werden von breiten Verbanden atypischer, spin-
delkerniger Zellen umschlossen. Im Ggensatz zum Hamangioendotheliom in Abb. 7 b
steht hier die Proliferation atypischer Zellen im Vordergrund. HE-Féarbung, Vergrélie-
rung 60 x.

(sieheS. 31)
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Abb. 7d.: StérkereVergréRerung aus demin Abb. 7c gezeigten Tumor.
Neben atypischen spindelkernigen Zellelementen, Blutungen und Nekrosen erkennt man
die fur das Hémangioendotheliosarkom charakteristischen Eisenspeicherungen und
Eisenablagerungen im Tumorgewebe. HE-Farbung, VergréRerung 90 x.

kam und schliefdlich auch vereinzelt extramedullére Blutbildungsherde
beobachtet werden konnten. Bei den langsten Versuchszeiten waren
dann bereits makroskopisch grof3e Teile der Leber einnehmende blut-
gefiilite Bezirke und Knoten beobachtbar, aus denen nicht selten auch
intraperitoneale Blutungen erfolgt waren, die sich im histologischen
Bild teils als kaverndse, teils as solide Areal e zu erkennen gaben, wobei
in den soliden Bezirken eine massive Proliferation atypischer Zellele-
mente bestand. Vom histologischen Bild her handelte es sich dabei zum
Teill um Hamangioendotheliome, zum anderen aber um Hamangioen-
dotheliosarkome, wie sie auch in der menschlichen Pathologie zur
Beobachtung kommen (Abb. 7 ¢ und d). Sowohl die bereits beschrie-
benen Kupfferzellsarkome as auch die Hamangioendotheliosarkome
beobachtet man bei Kindern as angeborene Tumoren, bei Erwachsenen
as exogen bedingte Tumoren nach Exposition von Vinylchlorid, bei
Thorotrastosen und bei Applikation arsenhaltiger Substanzen (Patrick
und McGee, 1980).
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Strahlenbedingte V erénderungen in anderen Organen und Geweben

Die nach Plan abgettteten Tiere und die spontan verstorbenen Tiere
wurden, soweit es der Erhaltungszustand erlaubte, seziert und die dabei
entnommenen Organe (s. Material und Methoden, S. 11) histologisch
untersucht. In erster Linie wurden, unserer Fragestellung entspre-
chend, die an der Leber beobachteten degenerativen und tumorésen
Verdnderungen untersucht und registriert. Bei den an den Ubrigen
Organen gefundenen und durch Bestrahlung ausgel 6sten Spétschaden
handelte es sch vor alem um partielle oder diffuse Lungenfibrosen, die
invidlen Fallen den Tod im Versagen des rechten Herzens herbeigef ihrt
hatten. Im Ubrigen wurden jedoch auch Leukdmien und Tumoren des
Magens und des Pankreas beobachtet. Bronchialkarzinome wurden
dagegen in keinem der untersuchten Tiere gefunden.

Diskussion

Unter Beriicksichtigung der erhaltenen und hier beschriebenen Ergeb-
nisse unserer Versuche an insgesamt 209 Mé&usen mit éinem maximalen
Lebensalter von 900 Tagen kann man zunéchst einmal feststellen, dal?
auch bei den nicht behandelten baw. nicht bestrahlten Versuchstieren,
d.h. bel den Kontrollen, altershedingte Veranderungen in den Organen
und vor dlem in der Leber auftreten, die friher bereits von Cottier
(1961) beschrieben wurden und die in ihrem histologischen Bild mit zu-
nehmendem L ebensalter auch bestimmten prékanzersen Leberzel lver-
anderungen entsprechen. So beobachtet man z. B. mit zunehmendem
Lebensalter eine Kernpolymorphie, z. T. mit Ausbildung chromatin-
dichter Riesenkerne, selten auch sogenannte Gallengangswucherun-
gen, von den Portalfeldern ausgehend, und vereinzelt nodul&re Regene-
rationsherde, wiewir seauch aus den Ergebni ssen anderer Untersucher
asVorlaufer des Leberkrebses kennen (Mirsalis und Steinmetz, 1990).
AulRerdem konnten wir in einigen Tieren (s. Tabelle 2) primére hepato-
zdluldre Karzinome nachweisen, die sch in ihrem histologischen Bild
nicht von denen unterscheiden, die bel bestrahlten Tieren gehéuft nach-
gewiesen wurden. Die spontane Tumorentwicklung bei dem von unsver-
wendeten Helligenberg-Stamm 183 die Vermutung zu, dal3 bel diesen
Tieren mit der spontanen Entwicklung von priméren Lebertumoren in
einem alerdings geringgradigen Prozentsatz und bei Erreichen eines
hohen Lebensalters zu rechnen ist.

Legt man die Art und den feingeweblichen Aufbau der von uns beobach-
teten primaren Lebertumoren zugrunde, so kann festgestellt werden,
dal3essch hierbel um Tumoren handelt, diein gleicherweiseauch beim
Menschen as primére Lebertumoren beobachtet werden. Sowohl das
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hepatozelluldre Karzinom und der Mischtyp des priméren Leberkarzi-
noms mit hepatozel lul&ren und cholangidren Anteilen as auch die vom
Gefaliendothel und den Sternzellen ausgehenden Tumoren, wie Ham-
angioendotheliome und Hamangioendotheliosarkome, sowie die beim
Menschen dlerdings relativ seltenen Sternzell- oder Kupfferzdl-Sar-
kome, die alerdings bei fortschreitendem Wachstum nicht mehr von
Angiosarkomen zu unterscheiden sind, werden beilm Menschen ds Fol-
gezustande der chronischen Virushepatitis B, aber auch ds Folge exoge-
ner Schéden, wie z. B. der Thorotrasteinwirkung, der berufsbedingten
Einwirkung von Vinylchlorid und nach chronischer Sch&digung durch
arsenhdtige Substanzen beobachtet (Patrick und McGee, 1980). Ein
Vergleich der Letalitdtsraten durch Bildung von Angiosarkomen der
Leber nach berufsbedingter Einwirkung von Vinylchlorid und nach
intravendser Gabe von Thorotrast (Thoriumdioxid) findet sich im
NCRP Report No. 96 (1989). Weitgehende Ubereinstimmung des histo-
logischen Bildes der in unseren Versuchen beobachteten priméaren
L ebertumoren besteht auch mit den strahlenbedingten priméren Leber-
tumoren der Ratte (Oehlert, 1978).

Das Auftreten der wenigen spontanen und der zahlreichen radiogenen
Lebertumoren erfolgt nach fir die Maus sehr langen Uberlebenszeiten.
Auch hierin sehen wir eine Ubereinstimmung mit den Verhdtnissen
beim Menschen, bel dem fir die Entstehung solider Tumoren nach ein-
maliger Strahlenexposition Latenzzeiten von zwe bis mindestens vier
Jahrzehnten angenommen werden (Harder, 1992). Dahierbei ein Rick-
gang der strahlenbedingten Inzidenz in spéteren Lebengahren fir so-
lide Tumoren nicht beobachtet wird, mul3 angenommen werden, dal3die
durch enmalige oder mehrfache Bestrahlung transformierte Zelle nach
dem genetisch fixierten Initiationsprozel’ Uber lange Zeit in einer Ruhe-
phase verbleiben kann.

Erst in einem zweiten Schritt mit einer Promotion durch unter Umstan-
den unspezifische, die Zelproliferation anregende Schéadigungen soll
die in Richtung Tumorzelle erfolgende genetische Umwandlung und da-
mit das progrediente Tumorwachstum ausgel 6st werden (NCRP, 1989
Streffer, 1991). Uber die Auswirkung einer zu verschiedenen Zeiten
nach elnmdlger Bestrahlung einsetzenden Erhthung der Zellregenera-
tionsrate as Promotionsfaktor und hierdurch bedingte Beschleunigung
der Tumorentstehung konnte in Versuchen mit Ratten berichtet werden
(Oehlert, 1978). Dabei wurde nach einmaliger Leberlokalbestrahlung
eine durch Galaktosamin bedingte Hepatitis ausgel 6st, die mit einer ge-
steigerten Zdlproliferation einherging, durch welche der Zeitraum zwi-
schen Bestrahlung und Tumorentstehung drastisch verkirzt werden
konnte. Wenn wir auch in den vorliegenden Versuchen nicht ausschlie-
[2en kdnnen, dald die Mause nach der Bestrahlung Infektionen durch-
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gemacht haben, die ds ,, Promoting Factor* wirkten, so konnten wir bel
der histologischen Untersuchung der bestrahlten Tiere und der Kontrol-
len zu verschiedenen Versuchszaiten derartige schwere Erkrankungen
vor alem der Leber nicht beobachten. Gegen die Annahme solcher zu-
sédtzlicher Schadigungseffekte sprechen auch die relativ langen Latenz-
zeiten bis zur endguiltigen Tumorentstehung.

Die Tumorrate nach Bestrahlung ist gegeniiber nicht bestrahlten Tieren

deutlich erhoht. Ferner it die Latenzzeit fir das Auftreten vonTumoren

erheblich verkirzt (s. Tabele 4). Wahrend bel unbestrahlten Mausen

erst oberhalb von 700 Tagen Karzinome beobachtet werden konnten

(s. Tabdlle 2), traten Tumorbildungen bel bestrahlten Tieren bereits ab
einem Alter von 240 Tagen in Erscheinung (s. Tabelle 4). Diese Beob-
achtungen an Mausen stehen im Widerspruch zu Ergebnissen, die bei

Untersuchungen an den Uberlebenden Atombombenopfern in Hiro-
shima und Nagasaki ermittelt wurden. Die Japan-Daten haben gezeigt,

dal3schim algeme nen strahleninduzi erte solide Tumoren erst dann ent-
wickeln, wenn das Alter erreicht wird (sog. Krebsalter), bei dem norma-
lerweise auch ohne Strahlung Tumoren auftreten (Shimizu et al ., 1991).

Die Untersuchungen wurden an erwachsenen Mausen im Alter von 10
Wochen durchgefuihrt. Offenschtlich besteht eine Abhangigkeit der
Tumorinzidenz vom Alter bel der Bestrahlung, wieVersuchein verschie-
denen Altersstadien gezeigt haben (Di Mgo et al., 1990). In der zitier-
ten Arbeit Uber die Altersabhangigkeit der Tumorinduktion in der Mau-
seleber nach Bestrahlung mit Neutronen wurden auch vergleichende
Bestrahlungen mit 250 kV-Rontgenstrahlen vorgenommen. Erhielten
13 Wochen alte ménnliche Mause eine akute Ganzkorperbestrahlung,
s0 beobachteten die Autoren fir einen Dosisbereich von 2 bis6 Gy eine
gegeniiber unbestrahlten Tieren héhere Inzidenz an L ebertumoren. Fur
die Abhangigkeit der Inzidenz mit der Dosis wer fir diese Gruppe eine
linear-quadratische Kurve am besten angepald. Pranatale Bestrahlun-
gen im Dosisbereich von 0,3 bis 2,1 Gy fuhrten ebenfalls zu einer hthe-
ren Tumorrate in der Leber. Wurde dagegen die Bestrahlung in eéinem
Alter von 19 Monaten durchgefihrt, so lag die Tumorrate dhnlich hoch
wie bel unbestrahlten Kontrollen.

Die erhohte Tumorinzidenz in der Leber konnte in unseren Versuchen
sowohl nach einer Lokalbestrahlung im Leberbereich (s. Tabelle 3) ds
auch nach Ganzkorperbestrahlung (s. Tabelle 4) beobachtet werden.
Nach den vorliegenden Daten entwicklen sich die Lebertumoren im
wesentlichen primér. Eine Ganzkorperbestrahlung mit 2,5 Gy fihrt ab
einem Alter von 240 Tagen zu einer praktisch 100 %igen Inzidenz an Pré&
kanzerosen und Karzinomen in der Leber. Eine ebenfalls 100% ige Inzi-
denz ergab sch bel Ganzkoérperbestrahlungen mit 6,8 Gy (s. Tabelle 5),
S0 dal3 bei dem von uns verwendeten Tierstamm noch kein Dosisbereich
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ereicht igt, in dem transformierte Zellen abgetttet werden. Eine prak-
tisch 100%ige Tumorrate (noduldre Hyperplasien eingeschlossen)
konnte auch nach der Lokalbestrahlung mit 5 Gy ermittelt werden.
Das Alter der Tiere lag bei diesen Beobachtungen oberhalb von etwa
720 Tagen. Bei einem Vergleich der zeitlichen Entwicklung von Tumo-
ren nach einer Bestrahlung mit 2,5 Gy (s. Tabelle 4) oder mit Dosen um
7 oder 15 Gy (s. Tabdlen 5 und 6) mul3 auf die hohe Letaitétsrate bel
den grol3en Strahlendosen hingewiesen werden, die zu einer Verande-
rung des Kollektivs fihrt.

Die Versuche mit Strahlenschutzsubstanzen zeigen, dal3 sowohl be der
Lokalbestrahlung der Leberregion ds auch bei der Ganzkorperbestrah-
lung eine Verminderung der Tumorrate nicht auftritt. Fir das Ausblei-
ben einer Strahlenschutzwirkung kdnnen Erklérungsversuche anderer
Autoren herangezogen werden. So haben Untersuchungen an der per-
fundierten Rattenleber gezeigt, dal? der Beitrag zur Biotransformation
des Thiophosphats WR 2721 in diesem Organ gering ist und dal3 nur eine
geringe Bioverflgbarket dieser Strahlenschutzsubstanz in der Leber
besteht (Coleman, 1989). Offenschtlich greifen die zur Erklérung des
Schutzeffekts herangezogenen Mechanismen be der erwachsenen
Leber nicht. Messungen des *H-Thymidin-Einbaus in die DNA von
Leberzellen der Maus lassen namlich nach Mitznegg (1973) darauf
schlief3en, dal? die Strahlenschutzwirkung des in diesen Versuchen ver-
wendeten Cysteamins auf einer vortbergehenden Ruhigstellung der
DNA beruht. Dadurch sollen Reparaturprozesse an der strahlengesché&
digten DNA beschleunigt und erleichtert werden. Dieser Effekt ist
jedoch in hohem Mal3e altersabhéangig, da der Vorgang sich nur in den
mitoseaktiveren Zellen jingerer Tiere abspielt.

Bel der Verwendung eines Polymerkonjugats Dextran-(WR 2721)-
Amin konnte eine Schutzwirkung beobachtet werden (s. Tabelle 5).
Wegen der geringen Anzahl von Tieren 183 dch jedoch statistisch nicht
absichern, ob diese Substanz wirksamist. Im Bereich von 410 bis498 Ta-
gen nach Bestrahlung traten nach 6,9 Gy keine Adenome oder Karzi-
nome auf. Ferner waren auch keine prakanzertsen Veranderungen zu
beobachten. Dagegen fanden sich in einer ,,ungeschiitzten* Kontroll-
gruppe mit einer Dosisvon 6,9 Gy bel dlen Tieren hepatozel lulére Ade-
nome oder Karzinome. Trotzdem vermuten wir auf Grund dhnlicher Ver-
suche mit anderen Schutzsubstanzen (Cystamin, WR 638, WR 2721),
daf die Dextrankonjugate eine Tumorbildung nicht verhindern. Es gilt
sogar, dald die Strahlenschutzsubstanz, die im Mittel zu einer langeren
Uberlebenszeit bei dem behandelten Tier flhrt, erst die Entwicklung
strahlenbedingter Tumoren ermoglicht (Bitter et al 1982).

Die oben erwahnten Erklérungen von Mitznegg (1973) gehen von der
Annahme aus, dal eine primar karzinogene genotoxische Schédigung
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der DNA nur dann fir die Zukunft wirksam wird, wenn Se weder den
Z€lltod noch Veranderungen aud 6<t, die weitere Zellteilungen unmog-
lich machen oder bei denen weitere Zellteilungen zum Zelluntergang
fuhren. Bel der Einwirkung hoher Strahlendosen oder erheblicher che-
mischer Einwirkungen auf die DNA mufd mit dem Zelltod zahlreicher
Zdlen gerechnet werden, die ds Mutterzellen fir eine Krebsentstehung
ausfallen, bei anderen werden genetische Schéden auftreten, die bel
nachfolgenden Zelltellungen deletér wirken oder weitere regelrechte
Zdlltellungen nicht zulassen. Nur digjenige genotoxische Veranderung,
die durch zahlreiche weitere Zellteilungen verstérkt wird, kann schliel%
lich die Entstehung von Tumorzellen mit entsprechender zellul&rer Ent-
differenzierung und unbegrenzter Zdlteilungsfahigkeit ermdglichen.

Nun gehort das Lebergewebe zu den sogenannten reversibel postmito-
tischen Zellpopulationen, bei denen unter normalen Bedingungen nur
sdten Zdlteilungen ablaufen. D. h., im Vergleich zu anderen Zellen,
z. B. des Magen-Darm-Trakts oder der Haut, befinden sch die Zdlen
der Leber in elner extrem langen G;-Phase. Beriicksichtigt man welter,
dal3 die Einwirkung einer genotoxisch wirksamen Substanz ihre grofdte
Wirkung in der S- oder G,-Phase entfaltet, so kann man davon ausge-
hen, dal3 Sch in der Leber erwachsener Tiere zum Zeitpunkt einer kurz
dauernden genotoxischen Schédigung nur verhdtnismaldig wenige Zel-
len in diesen empfindlichen Phasen befinden. Hieraus resultiert, dal3
Tumoren des Lebergewebes im Vergleich zu anderen mitotisch aktive-
ren Geweben eine wat grof3ere Latenzzeit bis zur Reaktivierung durch-
laufen. Andererseits kann man sowohl die Anzahl der experimentell zu
erzeugenden Tumoren vergroRern as auch deren Latenzzeit verkirzen,
wenn die genotoxische Schadigung in einer Phase verstéarkter mitoti-
scher Aktivitét des L ebergewebes erfolgt (Mirsdis und Steinmetz, 1990;
Wad et al., 1990). Ebenso gelingt es, die Latenzzeit zwischen einmali-
ger genotoxischer Schadigung des Lebergewebes und der Tumorent-
wicklung zu verkirzen durch nach der initialen Schédigung provozierte
vergrofierte Leberzellregeneration. Dies gelingt énmal durch Teilhepa
tektomie, zum anderen durch die zusétzliche Applikation die Z€lltei-
lungsrate erhéhender Substanzen, namlich von sogenannten ,, Promo-
ting Faktoren®. Dabei kann es sch auch um Substanzen handeln, von
denen nachgewiesen wurde, dal? ihnen keinerlel genotoxische Schédi-
gung, sondern ausschliedich eine Vergrol¥erung der Zelproliferations-
rate zugeschrieben wird. Entsprechende Versuche mit derartigen proli-
ferationssteigernden Substanzen bei der Maus haben ergeben, dal3 es
dabel in relativ kurzer Zeit zur Ausbildung nodulérere Hyperplasien
kommt. Zwar entwickeln sch aus diesen noduléren Hyperplasen bel
bestimmten Mausestédmmen mit bereits in der Norm erhohter Leber-
tumorrate auch hepatozelluléare Karzinome, doch nicht bei Tieren, die
aus Stammen mit einer niedrigen Spontantumorrate stammen. Diese
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Versuche geben Anlal? zu der Annahme, dal? auch ohne eine primére ge-
notoxische Schadigung allein durch eine Vergrof3erung der Prolife-
rationsaktivitét des Lebergewebes Uber langere Zeit Karzinome zur
Entwicklung kommen. Dies wurde auch beim Menschen beobachtet,
wenn z. B. durch langzeitig durchgefiihrte medikamenttse Kontrazep-
tion zwar noduldre Hyperplasien der Leber, aber keine Karzinome zur
Entwicklung kommen. Allerdings kann bel derartigen Versuchen mit
proliferationssteigernden, nicht genotoxischen Substanzen nie ausge-
schlossen werden, dal3 bei den relativ langen Versuchszeiten zusitzlich
exogene Schaden eintreten, die eine tumorinitiierende Wirkung aus-
|6sen, ohne dal? dies nachgewiesen werden kann. Ganz &hnliche Va-
haltnisse missen fir die Entwicklung des hepatozelluldren Karzinoms
beim Menschen angenommen werden. So kennen wir z.B. primére
Leberkarzinome, die sch nach einer initialen genotoxischen Schédi-
gung, z. B. durch Aflatoxin oder auch durch die Infektion mit dem Virus
der Hepatitis B entwickeln. Andererseits beobachten wir bei der ako-
holischen Leberschadigung Uber die Entstehung von Leberzirrhosen
das gehaufte Auftreten von hepatozelluldren und hepatocholangioléren
L ebertumoren. Alkoholschédigung alein fiihrt jedoch nach unseren bis-
herigen Kenntnissen nicht zu einer priméren genotoxischen Schadigung
der Leberzelle.

Die in unseren Versuchen festgestellten, fir die Maus aul3erordentlich
langen Tumorentwicklungszeiten nach einmaliger GanzkOrper- oder
L okalbestrahlung lassen somit die Annahme zu, dal3 bel der niedrigen
Proliferationsrate des L eberparenchyms nur einige wenige Leberzellen
in die Initiationsphase eintreten, wobe alerdings auch nach einigen
Generationszeiten und nach einem Zeitpunkt von mehr as einem Jahr
Anzeichen von DNA-Synthese-Stérungen sch in Form des gehéuften
Auftretens von Riesenkernen manifestieren. Die relativ geringe Anzahl
von oktoploiden Zellkernen |&3 darauf schlief3en, dal3 diese Zellen wel-
tere Teilungen nicht mehr durchlaufen und fir die folgende Tumorent-
stehung audfdlen. Erst nach relativ langen Versuchszeiten treten nodu-
léare Hyperplasien auf, die dch aus kleinkernigen Zellelementen mit
einem offengichtlich diploiden Chromosomensatz aufbauen, aus denen
gch dann mit grof3er Wahrscheinlichkeit die hepatozellul&ren Tumoren
entwickeln. Bel der verhdltnismaldig geringen proliferativen Aktivitét
des Lebergewebes wird offendchtlich die fur die endgiltige Umwand-
lung des Leber- zur Tumorzelle notwendige Zeit bzw. die notwendige
Zahl an Zdlteilungen in einem Zeitraum durchlaufen der fagt der nor-
malen Lebensdauer der Maus entspricht. Auch hier ergibt Sch eine
Parallele zu den strahlenbedingten soliden Tumoren nach den Atom-
explosionen in Hiroshima und Nagasaki, bei denen 10 bis 40 Jahre (und
mehr) as Tumorentwicklungszeiten beschrieben werden. Andererseits
mussen wir annehmen, dal3 kleine Strahlendosen mit der durch se aus-
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gelGsten priméren genotoxischen Schéadigung wirksamer fir die Tumor-
entstehung der Leber sind as hdhere Bestrahlungsdosen. Einmal well
unter den hoheren Dosen die bestrahlten Individuen an anderen Tumo-
ren sterben, bevor die Entwicklung des L eberkarzinoms abgeschlossen
Ist, zum anderen well durch hohe Strahlendosen mit der Folge von Zell-
untergangen bzw. der Auflésung folgender deletdrer Mitosen die Zahl
der prospektiven Mutterzellen des Tumors reduziert wird.

Fur die Belange des Zivil- und K atastrophenschutzes ergibt sch hieraus
die Forderung, auch bei kleinen Strahlendosen an Spétschaden zu den-
ken und vor alem zu beriicksichtigen, dal3 auch nach einmaliger, niedrig
dosierter Bestrahlung durch sogenannte Promotionsfaktoren die
Tumorentstehung in der Leber sich noch zu Lebzeiten des bestrahlten
Individuums entwickeln kann. Eine Reihe bisher bekannter Strahlen-
schutzsubstanzen, die den Verlauf der akuten Strahlenkrankheit ginstig
beeinflussen kénnen, sind offensichtlich nicht in der Lage, die Bildung
von Tumoren in der Leber zu verhindern oder zu vermindern. Anderer-
sats stellt aus tierexperimenteller Sicht die Einnahme solcher Substan-
zen gegen akute Strahlenschaden kein Risiko fir die Entstehung von
Lebertumoren dar.

Zusammenfassung

In Langzeitversuchen an mannlichen Mausen wurde der Einfluf3 ver-
schiedener Strahlenschutzsubstanzen, wie Cystamin, WR 638, WR 2721
und von polymergebundenem WR 2721, auf die Bildung von Tumorenin
der Leber nach Ganzkorperbestrahlung mit Dosen von 2,5 Gy, 7 bis
8 Gy sowie 15 Gy und nach Teilkorperbestrahlung der Leberregion mit
5 Gy higtologisch untersucht. Friihestens 170 Tage nach der Bestrahlung
entwickelten sich Tumoren im Leberbereich sowohl bel Tieren ohneds
auch mit Schutzsubstanzen. Abgesehen von einem Dextran-(WR 2721)-
Konjugat/Amin ergaben sch keinerlei Hinweise, dal3 die Ubrigen unter-
suchten Strahlenschutzstoffe die Bildung von strahleninduzierten
L ebertumoren verhindern oder die Tumorrate vermindern. Am haufig-
sten traten hepatozellulére Karzinome auf. Daneben wurden Haman-
gioendotheliome, Hamangiosarkome, Kupfferzellsarkome, Cholan-
giome und Adenome beobachtet. Prakanzerosen wurden in Form von
noduléren Hyperplasien gefunden. Nach den vorliegenden Daten ent-
wickeln sch die Lebertumoren im wesentlichen primér. Bel den Unter-
suchungen hat sch herausgestellt, dal3 die strahlenbedingten Leber-
tumoren der Méuse histologisch weitgehend den durch toxische Stoffe
oder durch Thorotrasteinwirkung beim Menschen entstandenen L eber-
tumoren entsprechen. Der Mechanismus der Tumorentstehung in der
Leber wird ausfuihrlich diskutiert.

39



Literatur

Bitter, A., O. Messerschmidt, H. Monig, W. Oehlert (1982):
Histologische Untersuchungen zur Wirkung von Strahlenschutzsubstanzen. Tagungs-
band der Schutzkommission beim BMI. Bonn 1982: 219-232.

Byrd Ill, D. M., E. A. C. Crouch, R. Wilson (1990):
Do mouse liver tumors predict rat tumors? A study of concordance between tumorsin-
duced at different sitesin rats and mice. In: Mouse Liver Carcinogenesis. Mechanisms
and Species Comparisons (Stevenson, D. E., J. A. Popp, J. M. Ward, R. M. McClain,
T.J. Slaga, H. C. Pitot, Eds.). PP. 19-41. Wiley-Liss, New York

Cole, L. J., P. C. Nowell (1965):
Radiation carcinogenesis: The sequence of events. Science 150: 1782-1786

Coleman, M. D., L. Fleckenstein, R. S. Geary. T. G. Brewer, G. A. Timony, D. J. Mangold
(1989):
The disposition of ethiofos (WR-2721) in the isolated perfused rat liver. Radiat. Res.
117: 334-341

Cottier, H. (1961):
Strahlenbedingte L ebensverkiirzungen. Pathologische Anatomie somatischer Spatwir-
kungen der ionisierenden Ganzkorperbestrahlung auf den erwachsenen Saugetier-
organismus. Springer-Verlag, Berlin

Covelli. V, V. Di Majo, B. Bassani, S. Rebessi, M. Coppola, G. Slini (1984):
Influence of age on life shortening and tumor induction after x-ray and neutron irradia-
tion. Radiat. Res. 100: 348-364

Davis, W. E., L. J. Cole, R C. Nowell (1970):
Late effects of x-irradiation in chemically protected mice: Alteration of tumor inci-
dence after AET-treatment. Radiat. Res. 41: 400-408

Di Majo, V, M. Coppola, S. Rebessi, V. Covelli (1990):
Age-related susceptibility of mouse liver to induction of tumors by neutrons. Radiat.
Res. 124: 227-234

Fricke, H., E. J. Hart (1966):
Chemical dosimetry. In: Radiation Dosimetry (F. H. Attix,W. C. Roesch, Eds.), Val. II.
pp. 167-239. Academic Press, New York

Harder, D. (1992):
Neue Erkenntnisse zum radiogenen Krebsrisiko. Linearer Anstieg des Risikos mit der
Dosis. Therapiewoche 42: 2037-2038

ICRP Publication 26 (1977):
Recommendations of the International Commission on Radiological Protection. An-
nals of the TCRP 1 (No. 3). Pergamon Press, Oxford

ICRP Publication 60 (1991):
1990 Recommendations of the International Commission on Radiological Protection.
Annals of the ICRP 21 (No. 1-3). Pergamon Press, Oxford

Kaplan, H. S, M. A. Bagshaw (1968):
Radiation hepatitis: possible prevention by combined isotopic and external radiation
therapy. Radiol. 91: 1214-1218

40



Lesch, R. (1976):
Strahlenempfindlichkeit und die akute chronische Strahlenschédigung der Leber. Zi-
vilschutz-Forschung Band 3. Osang-Verlag, Bad Honnef-Erpel

Maisin, J. R, A. Decleve, G. B. Gerber, G. Mattelin, M. Lambiet-Collier (1978 a):
Chemical protection against the long-term effects of a Single whole-body exposure of
miceto ionizing radiation. Radiat. Res. 74: 415-135

Maisin, J. R, G. B. Gerber, G. Mattelin, M. Lambiet-Collier (1978 b):
Chemical protection against life shortening and causes of death after asingle or fractio-
nated whol e-body exposure of miceto ionizing radiation. In: Late Biological Effects of
lonizing Radiation. Val. 11. pp. 483-495. International Atomic Energy Agency, Vienna.

Mirsalis, J. C, K. L. Seinmetz (1990):
The role of hyperplasia in liver carcinogenesis. In: Mouse Liver Carcinogenesis.
Mechanisms and Species Comparisons (Stevenson, D. E., J. A. Popp, J. M. Ward,
R. M. McClain,T. J. Slaga, H. C. Pitot, Eds.). pp. 149-161. Wiley-Liss, New Y ork.

Mitznegg, R (1973):
DieWirkung der Strahlenschutzsubstanz auf die Leber weilRer Mause in Abhéngigkeit
vom Lebensalter. Act. Geront 3: 753-756

Monig, H., O. Messerschmidt, C. Streffer (1984):
Chemischer Strahlenschutz bei Saugetieren und beim Menschen. Zivilschutz-For-
schung Band 17. Osang Verlag, Bonn

Monig, H., H. Sedimeier, O. Messerschmidt (1986):
The influence of the solvent on the toxicity and radioprotective effect of thiophasphate
WR 2721 inmice. Strahlenther. Onkol. 162: 134-137

Monig, H., H. Sedimeier, W. Oehlert, G. Konermann, O. Messerschmidt (1990):
Prolonged radioprotective activity of WR-2721 linked to dextran. Strahlenther. Onkol.
166: 235-241

NCRP Report No. 96 (1989):
Comparative carcinogenicity of ionizing radiation and chemicals. Recommendations
of the National Council on Radiation Protection and Measurements. Bethesda, MD,
U.SA.

Nowell, R C, L. J. Cole (1959):
L ate effects of fast neutrons versus x-rays in mice: Nephrosclerosis, tumors, longevity.
Radiat. Res. 11: 545-556

Nowell, R C, L. J. Cole (1965):
Hepatomas in mice: Incidence increased after gamma Irradiation at low dose rates.
Science 148: 96-97

Oehlert, W. (1978):
Radiation-induced liver cdl Carcinomain the rat. In: Primary Liver Tumors (H. Rem-
mer, H. M. Bolt, P. Bannasch, H. Popper, Eds.). pp. 217-225. MTP-Press, Lancaster,
England.

Patrick, R. S, J. O'D. McGee (1980):
Biopsy Pathology of the Liver. Chapman and Hall, London

Schall, W. J., Y. Shimizu, H. Kato (1990):
Hiroshima and Nagasaki: New Doses, risks, and their implications. Health Phys. 59:
69-75

41



Shimizu, Y, H. Kato, W. J. Schull (1991):
Mortality among atomic bomb survivors. J. Radiat. Res. 32, S: 212-230

Shimizu, Y, H. Kato, W. J. Schull, D. Preston, S. Fujita, D. A. Pierce (1989):
Studies of the mortality of A-bomb survivors. 9. Mortality, 1950-1985: Part 1. Compari-
son of risk coefficients for site specific mortality based on the DS86 and T65DR shiel-
ded kerma and organ doses. Radiat. Res. 118: 502-524

Streffer, C. (1991):
Stochastische und nichtstochastische Strahlenwirkungen. Nucl.-Med. 30: 198-205

Ward, J. M., B. A. Diwan, R. A. Lubet, J. R. Henneman, D. E. Devor (1990):
Liver tumor promotors and other mouse liver carcinogens. In: Mouse Liver Carcinoge-
nesis. Mechanisms and Species Comparisons (Stevenson, D. E., J. A. Popp, J. M.
Ward, R. M. McClain,T. J. Slaga, H. C. Pitot, Eds.). pp. 85-108. Wiley-Liss, New York.

42



Uber die Wirkung von Endotoxin auf
vorbestrahlte Mause in Abhangigkeit von

der Zeit

Hans Moénig, Wolfgang Oehlert,
Michael Oehlert, Gerhard Konermann

Einleitung

Die Durchfiihrung der Versuche, deren Ergebnisse hier mitgeteilt wer-
den, ergab sch aus Beobachtungen beim sogenannten ,, Kombinations-
schaden®. Dieser igt definiert durch Entwicklung und Verlauf eines
Krankheitshildes, das sSch bel bestrahlten Menschen oder Tieren nach
zusétzlicher Einwirkung unterschiedlicher Noxen entwickelt und Schin
seiner Form und Schwere weder durch die vorangegangene Bestrahlung
noch durch die zusdtzliche Noxe dlein erklaren &3t (Messerschmidit,
1975). In vor léngerer Zeit durchgefihrten Tierversuchen zeigte Sich ds
eines der Grundphdnomene des Kombinationsschadens bei vorbe-
strahlten M&usen mit zusétzlichen Schédigungen im Sinne von Trau-
mata eine Schocksymptomatik (Messerschmidt und Oehlert, 1968). Bel
der histologischen Untersuchung der Organe entsprechender Tiere fan-
den dch nekrotische Leberschaden, erosive Veranderungen an den
Schleimhéuten des Magen-Darm-Trakts und Lungenveranderungen,
ahnlich wie beim anaphylaktischen Schock. Die Ergebnisse solcher
Untersuchungen beim Kombinationsschaden wiesen somit auf die
Maoglichkeit hin, dal3 hier Mechanismen eine Rolle spielen, die auch bel
der Qusldsung, des anaphylaktischen oder septischen Schocks wirksam
werden.

Es ig schon sat langerem aus tierexperimentellen Untersuchungen
bekannt, dal? das Auftreten einer Bakteridmie bel bestrahlten Tieren
zum vorzeitigen Tod fiihren kann (Miller et al., 1950). Diese Komplika-
tionen haben u. a nach Wegen suchen lassen, wie Infektionen bel
bestrahlten Saugetieren verhindert werden kénnen (Hammond, 1954;
Wengck et al., 1957) oder wie eine Therapie maglich ist (Brook, 1988,
Ledney et al., 1991; Brook und Ledney, 1992). Geffin et a. (1985) wel-
sen darauf hin, dal3 der Tod von Menschen durch Uberexposition mit
ionisierenden Strahlen im Dosisbereich von 3 bis 8 Gy weniggtens tell-
weise auf eine Toxindmie zurlickzufihren ist, die durch den Eintritt
gramnegativer Bakterien und/oder ihrer Lipopolysaccharidein das Blut
hervorgerufen wird. Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand in
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dem gezidten Einsatz von Endotoxinen bei subletal bestrahlten Méu-
sen, um die Wechsdwirkung zwischen Strahlenwirkung und einer weite-
ren Noxe zu untersuchen. Bel Strahlenunféllen, die z.B. durch kern-
technische Anlagen verursacht werden, snd neben der Strahlenexposi-
tion einzelner Personen oder von Tellen der Bevdlkerung zusétzliche
Belastungen des Organismus durch andere Noxen nicht auszuschlief3en.
Hier muld vor alem an die erhohte Infektanfalligkeit durch Schédigung
des Immunsystems gedacht werden. In diesem Zusammenhang spielen
Cytokine, die erst in den letzten Jahren in das Blickfeld der klinischen
Forschung gertickt sind, eine grof3e Rolle (s. z. B. Meager, 1990).

Material und Methode?)

Versuchstiere

Verwendet wurden méannliche Mause eines institutseigenen Aufzucht-
stammes mit der Bezeichnung Helligenberg-Stamm. Vor Beginn der
Versuche wurde vom Zentralinstitut fur Versuchstierzucht in Hannover
ein serologischer Test durchgefihrt, der lediglich Antikorper gegen das
Hepatitisvirus der Maus mit Uberwiegend schwacher Immunofluores-
zenz ergab. Eine histologische Untersuchung unbestrahlter und mit
2,5 Gy bestrahlter Tiere ergab keine histologischen Verdnderungen, die
auf bakterielle oder virde Infekte hétten zuriickgefthrt werden kon-
nen. Insbesondere fehlten ale Anzeichen fir das Vorliegen einer Méu-
sehepatitis. Zum Zeitpunkt der Bestrahlung betrug das Alter der Tiere
zehn Wochen (in einer Versuchsgruppe df Wochen) und das mittlere Ge-
wicht 33,2 g mit einer Standardabweichung von = 3,0 g (Schwankungs-
breite 25 bis 43 g). Ernahrt wurden die Tiere mit einer Standarddi&t
Altromin der Altromin GmbH, Lage/Lippe. Mit HCl angesduertes
Trinkwasser stand den Mausen ad libitum zur Verfiigung.

Bestrahlung

Die Bedtrahlung erfolgte mit einem Rontgengerét Stabilipan 2 der Sie-
mens AG, Erlangen. Be ener Rohrenspannung von 250KV, einer
Stromstérke von 15 mA und einer HWD von 2 mm Cu und einem Fokus-
Kammer-Abstand von 75 cm betrug die Dosideistung 0,6 Gy/min. Die
Dosideistung und die Dosis wurden mit den Mef3geréten Dosimentor
DL 4 und DI 4 der Physikdisch-Technischen Werkstétten Dr. Pychlau,
Freiburg i.Br., kontrolliert. Die lonisationskammer des Dosmeters

") Der Versuchsablauf it in Abb. 1 schematisch dargestellt.
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Abb. 1. Schematische Darstellung desV ersuchsablaufs.

befand sich wahrend der Bestrahlung der Versuchstiere im Zentrum
eines runden Plexiglaskafigs. Der K&ig war von einem Plexiglasring
umgeben, um maximale Streubedingungen auch fir die Tiere am Ké&fig-
rand zu erreichen. Durch Verwendung von Phantomen in der Grof3e von
Mausen, die mit einer Frickeldsung (Fricke und Hart, 1966) gefullt
waren, konnte ermittelt werden, dal3 100 R lonendosis einer Energie-

45



dosis von 0,95 Gy entsprachen. DieTiere erhielten Ganzkoérperbestrah-
lungen mit nichtletalen Strahlendosen von 2,5 oder 5,0 Gy (LD 0/30d).
Zum Vergleich dienten scheinbestrahlte Kontrollen. In einigen Versu-
chen erhielten die Tiere 5 bis 10 min vor der Bestrahlung Cystamin as
Strahlenschutzsubstanz. Verwendet wurde Cystaminiumchlorid zur
Synthese der Fa. Merck-Schuchardt, Miinchen. 150mg der Substanz
wurden in 10ml aqua bidest. geldst und es wurden 150 mg pro kg Tier-
gewicht intraperitoneal injiziert.

Endotoxine (Lipopolysaccharide)

FUr die Endotoxingabe wurde das Lipopolysaccharid (LPS) von Salmo-
nella abortus equi (M6 N; TEN) verwendet, dasvon Dr. C. Galanosvom
MPI fir Immunbiologie Freiburg zur Verfligung gestellt wurde. Das
LPSwurde in Dosen von 100, 200 oder 400 ug in 0,3 ml Phosphatpuffer
(PBS) einmalig intraperitoneal zu verschiedenen Zeiten nach der Be-
strahlung injiziert. Die Injektion erfolgte von 1 Tag bis zu 1 Jahr nach der
Bestrahlung. In einem gesonderten Versuch erhielten die Tiere 3 Tage
vor der eigentlichen LPS-Injektion 3 ug vom gleichen LPS in 0,1 ml PBS
zur Sensibilitétsminderung (Freudenberg und Galanos, 1988). Zum Ver-
gleich erhielten andere Tiere 0,1 ml pyrogenfreien PBS.

Histologische Untersuchungen

Die histologischen Untersuchungen erfolgten 48 Stunden nach der
Endotoxin-Injektion. In einigen Fallen wurden die Untersuchungen
auch 12 Stunden oder 24 Stunden nach der Endotoxin-Injektion vor-
genommen.

Untersucht wurden Leber, Lunge, Niere, Dunndarm und Magen.
Hamatoxilin-Eosin-Farbung, PaS-Reaktion; van Gieson-Farbung.

Blutbild

In einigen Versuchsreihen wurde bei bestrahlten und scheinbestrahlten
Tieren 46 bis 48 Stunden nach Endotoxingabe eine Leukozytenzéhlung
des peripheren Bluts in 0,5 %iger Essigsdure mit einer Neubauer-Kam-
mer durchgefuhrt, und es wurden Differentialblutbilder (May-Grun-
wald-Ldsung und Giemsa-L6sung) ausgewertet. Fur 63 unbehandelte
und unbestrahlte, 10 Wochen alte Tiere ergab sich eine mittlere L euko-
zytenzahl von 9 001 mit einer Standardabweichungvon * 2 937 und eine
mittlere Granulozytenzahl von 2149 mit einer Standardabweichung von
+ 968. Die Haufigkeitsverteilungen der Blutzellen sind in den Abbil-
dungen 2 und 3 dargestellt.
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Abb. 2: Haufigkeitsverteilung der Leukozyten im peripheren Blut von 63 unbestrahlten
und unbehandelten Mé&usen. Der Mittelwert mit Standardabweichung betrégt 9001
+ 2937.
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Abb. 3: Haufigkeitsverteilung der Granulozyten im peripheren Blut von 63 unbestrahlten
und unbehandelten Mé&usen. Der Mittelwert mit Standardabweichung betragt 2149 + 968.
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Chemilumineszenz-Messungen

In einigen Versuchen wurden auch Chemilumineszenz-Messungen am
verdiinnten Vollblut der Tiere durchgefiihrt. 50 41 Blut wurden 46 bis
48 Stunden nach der Endotoxingabe aus der Schwanzvene entnommen
und mit Hank's L 6ésung sowie mit Luminol versetzt. Durch Hinzufligen
von opsoniertem Zymosan wurden die Granulozyten stimuliert, die
u. a. Sauerstoffmetabolite freisetzen. Die Metabolite reagierten mit
Luminol und fUhrten zur Entstehung von Chemilumineszenzlicht (CL).
Die CL-Messung erfolgte mit einem Biolumat-Mef3gerét LB 9505 der
Fa. Prof. Berthold, Wildbad. Die Methode der Chemilumineszenz-Mes-
sung wurde an anderer Stelle ausfihrlich beschrieben (Ménig und Koner-
mann, 1993). FlUr 33 unbestrahlte und unbehandelte Mause ergab sich
eine mittlere CL (cpm) von 10 258 mit einer Standardabweichung von
+ 5997, wobel der Mittelwert der Granulozytenzahl 2069 mit einer
Standardabweichung von + 785 betrug. Da die CL-Ausbeute von der
Granulozyten-K onzentration abhangig ist, wurde die jeweilige CL eines
Tieres auf gleiche Granulozytenzahlen (CL pro 1000 Granulozyten)
umgerechnet. Fir die 33 Tiere ergab sich ein Mittelwert von 5596
+ 3943 cpm pro 1 000 Granulozyten.

Zahlung von Monozyten und Makrophagen aus dem Peritoneum

Den unter Ethernarkose abgetdteten Tieren wurden 7 ml Dulbeccos
Modified Eagles Medium (DMEM) in den Peritonealraum injiziert.
Etwa 2 bis4 ml der FlUssigkeit konnten durch Absaugen dem Peritoneum
entnommen werden. Die Peritonealflissigkeit wurde in Neubauer-
Zahlkammern mit verdinnter Pelikan-Tusche (Verdinner: DMEM) bei
37° C fur 30 min im Brutschrank inkubiert, wobei die Zahlkammern in
Petrischalen in feuchter Umgebung (DM EM) gehalten wurden, um ein
Austrocknen zu verhindern. Anschlief3end konnten die Zellen unter
dem Mikroskop gezahlt werden. Bei 27 nichtbestrahlten und unbehandel -
ten, 10 Wochen alten mannlichen Mausen ergaben sich folgende Mittel-
werte mit Standardabwei chungen pro ul PeritonealflUssigkeit: 348 + 165
(Schwankungsbreite: 113-725) fir Monozyten und 1850 + 840 (Schwan-
kungsbreite: 207-3 519) fur Makrophagen. Die Haufigkeitsverteilungen
fur beide Zellarten sind in den Abbildungen 4 und 5 dargestellt. Die
Schwankungsbreite ist bei den Makrophagen relativ hoch. Es bestand
keine Korrelation (r = 0,22) zwischen der Anzahl der Monozyten und
M akrophagen.

Bei funf 34 Wochen alten nichtbestrahlten und unbehandelten méann-
lichen Méausen fanden sich folgende Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen pro ul PeritonealflUssigkeit: 405 + 276 fur Monozyten und
1287+ 1076 fur Makrophagen. Die Zellzahlen liegen demnach auch
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Abb. 4: Haufigkeitsverteilung der Monozyten im reritoneum von Zv unbestrahlten und
unbehandelten Mausen. Der Mittelwert mit Standardabweichung betragt 348 + 165 bei
einer Schwankungsbreite von 113-725.
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Abb. 5: Haufigkeitsverteilung der Makrophagen im Peritoneum von 27 unbestrahlten
und unbehandelten Mé&usen. Der Mittelwert mit Standardabweichung betragt 1850 + 840
bei einer Schwankungsbreite von 207-3519.

fur dltere Tiere noch im Bereich der fir 10 Wochen ate Méuse gefunde-
nen Werte. Eine Korrelationsrechnung ergab den hohen Korrelations-
koeffizienten von r = 0,93. Diese rechnerisch ermittelte starke Abhén-
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gigkeit der Makrophagenzahl von der Monozytenzahl sollte allerdings
wegen der geringen Tierzahl nicht Gberbewertet werden.

Es hat sich herausgestellt, daf3 die Monozyten und Makrophagen in der
Peritonealflussigkeit sehr empfindlich auf auRere Einfllisse wie Larm
und/oder Staub reagieren. Wahrend der Versuchsreihen wurden bei
nichtbestrahlten und unbehandelten Mé&usen diese Zellen immer wie-
der kontrolliert. Versuchsergebnisse wurden nur dann verwendet, wenn
die Befunde der Kontrollen den oben genannten Werten entsprachen.

Ergebnisse

Toxizitat des Endotoxins (LPSvon S. abortusequi) bei nichtbestrahlten
Tieren

Tabdlle 1. Letalitét durch LPS (S. abortus equi) bei ménnlichen Mau-
sen verschiedener Altersklassen des Heiligenberg-Stamms. Die Letali-
tat wurde innerhalb eines Zeitraums von 48 Stunden nach LPS-Injek-
tion registriert. Die Unterschiede in der Letalitéat zwischen den verschie-
denen Altersklassen dnd satistisch nicht gesichert (Vierfddertafe-
test).

Anzahl Alter derTiere LPS-Dosis Anzahl | Letalitét
Tiere tote Tiere ‘ in %
14 11-34 Wochen 100 g 0 =1
25 10-62 Wochen 200 ug 3 12
(11 1018 Wochen 200 ng 0 0 )
(14 | 22-62 Wochen 200 pg 3 ‘ 21.4)
36 10—-62 Wochen 400 g 11 30,6
( 10 Wochen 400 pg 1 14,3)
(29 16-62 Wochen 400 g 10 34.,5)

Einige Tiere, die Endotoxin erhielten, sind innerhalb von 48 Stunden
gestorben. Dabei traten die meisten Todesfalle zwischen 24 und 48 Stun-
den auf. Von 45 unbestrahlten oder bestrahlten Tieren, die nach Endo-
toxininjektion starben, wurden 8 Félle im Zeitraum bis zu 24 Stunden
und 37 Félle im Zeitraum 24 bis zu 48 Stunden registriert. Die Resultate
Uber die Letalitat bei dem verwendeten Lipopolysaccharid haben sich
aus dem Versuchsansatz ergeben, in dem drei verschiedene Konzentra-
tionen verwendet wurden, wobei auch nichtbestrahlte Tiere die ent-
sprechenden Endotoxinmengen erhielten. Wie den Werten der Tabelle 1
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zu entnehmen i, is die Letalitét bei dteren Tieren groer. Allerdings
|&% sch dieser Befund wegen der geringen Tierzahl Satistisch nicht
sichern. Die Tiere erhielten unabhéngig vom Gewicht jeweilsdie gleiche
Menge Endotoxin. Es hat sch jedoch gezeigt, dal3 im Mittel die Tiere,
die starben, vor der Injektion ein htheres Gewicht aufwiesen ds die
uberlebenden Tiere.

Die probitanalytische Auswertung der Daten Uber dle verwendeten
Altersklassen fuhrt bei Extrapolation der probitanalytischen Geraden
zueiner LD 50 von ca. 620 ug (s. Abb. 6). Moglicherweiseist die LD 50
fur die Altersgruppe 10 bis 18 Wochen hoher.

LPS - Dosis in ug
100 200 400 800

5 T T T F 50
r'd
& -4 40
,I
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Abb. 6: Letalitét durch LPS (S. abortus equi) bei ménnlichen Mausen des Heiligenberg-
Stamms. Die Letalitét wurde innerhalb eines Zeitraums von 48 Stunden nach LPS-Injek-
tion bei insgesamt 75 Tieren verschiedener Altersklassen (s. Tabelle 1) registriert. Die ein-
getragene Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde durch probitanalytische Auswertung ermit-
telt. Durch Extrapolation ergibt sch eine LD 50vonrund 620  ug.
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Letalitat nach Bestrahlung und Injektion von Endotoxin

Tabelle 2. Letalitdt und Granulozytenwerte von Méausen nach Bestrah-
lung und Injektion von 400 ug Endotoxin (LPS von S. abortus equi). Der
Beobachtungszeitraum fur die Letalitét nach L PS-Gabe betrug 48 Stun-
den. SD = Standardabweichung. Wertein ( ) hinter SD = Anzahl Tiere
fur die Blutuntersuchung.

Zeitzw. Bestrahlung | Dosis Letalitat I Granulozyten/ul
und LPS-Injektion in Gy Tot/Gesamt Mittelwert = SD

0 0/5 16608 = 3376 (2)

4 Tage 2,5 0/5 13527 £ 3679 (2)

5.0 0/5 2716 + 2183 (2)

0 3/5D 23697 = 8084 (2)

17 Wochen 2:9 0/5 9911+ 3035 (3)

5,0 0/5 15212+ 2981 (3)

Il' 0 1/5 21442 + 13749 (3)

24 Wochen 2,5 1/5 13969 = 2585 (3)

5,0 2/5 [ 20248 £ 3545 (3)

0 0/5 12439 + 9431 (3)

1 Jahr 2,5 3/5 29724 + 4293 (2)

5,0 3/5 20969 + 2253 (2)

1) Letalitat gegeniiber bestrahlten Tieren signifikant mit P < 0,05 (Vierfeldertafeltest)

Aus den Werten der Tabelle 2 erhellt, dal? die Letalitét sehr stark vom
zeitlichen Abstand der Endotoxingabe nach der Bestrahlung abhéngig
ist. Erfolgte die Injektion von LPS wenige Tage nach einer Bestrah-
lung, traten keine Todesfdle auf. Bel einem zeitlichen Abstand von
17 Wochen starb kein bestrahltes Tier. Bel diesem Versuch ist der Unter-
schied in den L etalitéten zwischen unbestrahlten und bestrahlten Tieren
mit P < 0,05 gtatistisch gesichert, wenn man beide Bestrahlungsgruppen
(2,5 und 50 Gy) zusammenfald und der unbestrahlten Gruppe gegen-
uberstellt. Demnach (bt fir diesen Zeitraum die Bestrahlung eine
»Schutzwirkung® gegeniiber der LPS-Toxiztét aus.

Im Bereich von 24 Wochen zwischen der Bestrahlung und LPS-Injektion
ist die Letaitétsrate in alen Gruppen etwa gleich grof3. Bei Versuchen

mit 200 ug LPS fir diesen Zeitraum zeigten sch ahnliche Letalitétsra
ten. Hier erhielten jeweils 3 Tiere injeder Gruppe LPS. In der Gruppe

0Gy starb 1 Tier, inder Gruppe 2,5 Gy kein Tier undin der Gruppe5 Gy
1 Tier innerhalb von 48 Stunden nach der LPS-Injektion.
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1 Jahr nach der Bestrahlung wirkt sch die LPS-Injektion hinsichtlich
der Letalitdt nur auf die strahlenbelasteten Tiere aus. Allerdings ist
wegen der kleinen Tierzahlen der Unterschied zwischen den bestrahlten
Gruppen und der unbestrahlten Gruppe statistisch nicht zu sichern.

Zusammenhang zwischen Letalitat und Granul ozytenwerten

Den Werten der Tabelle 2 ist zu entnehmen, dal3 die Endotoxingabe zu
einer Granulozytose in alen Altersgruppen fihrt. Man vergleiche die
Werte mit der Haufigkeitsverteilung der Granulozyten bel unbehandel -
ten Tierenin Abb. 3. Die Granulozytose tritt mit einer Ausnahme auch
bel den bestrahlten Tieren auf. Vier Tage nach der Bestrahlung mit 5 Gy
wirkt die strahl enbedingte Granul ozytopenie einem Anstieg der Granu-
lozyten durch die Endotoxin-Gabe entgegen.

Die Gegentiberstellung der L etalitétsrate mit den Granulozytenwerten
in Tabelle 2 |&% einen Zusammenhang zwischen beiden Parametern
erkennen. Findet man in den jeweiligen Gruppen hohe Letalitéten, so
sind auch die Granulozytenwerte hoch. In Abb.7 igt diese Abhéangigkeit

(=19 T T
60 | O = nicht bestrahit ® O o
@ = bestrahit
R
£ 40 il
5
S 20+ 7
v
=
ol i
| 1
0 10 20 30 x 103

Granulozyten / ul

Abb. 7: Zusammenhang zwischen der Letalité und der Granulozytenzahl bei unbe-
strahlten und bestrahlten Mausen (2,5 und 5,0 Gy), die zu verschiedenen Zeiten nach der
Bestrahlung (Scheinbestrahlung) 400 ug LPS erhielten. Aufgetragen ist die Letalitét bei
Gruppen zu 5 Tieren und die mittlere Granulozytenzahl bei den in der gleichen Guppe
48 Stunden nach der LPS-Injektion Uberlebenden Tieren. Die eingezeichnete Regres-
sionsgrade wurde nach der Methode der kleinsten Quadrate unter Weglassung des Werte-
paares 2,7 - 10° — 0 % ermittelt. Als Korrelationskoeffizient ergibt sich fiir die bei der
Regressionsrechnung verwendeten Wertepaare r = 0,85.
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graphisch dargestellt. Es wurde ein zweiphasiger Verlauf angenommen.
Dabel wurde davon ausgegangen, dal? Tiere mit geringen Granulozyten-
werten nicht sterben. Fir die Berechnung der Regressionsgeraden wur-
den mit Ausnahme der Gruppe, die 4 Tage nach der Bestrahlung mit
5Gy eine LPSInjektion erhielt, die anderen Parameter der Tabelle 2
verwendet. Der Schnittpunkt fir beide Geraden liegt bel 11900 Granu-
lozyten. Diekritische Grenze fur den Anstieg der Letalitét durfte jedoch
unter Beriicksi chtigung der Standardabwei chungen eher bei etwa 18 000
Granulozyten pro u/ liegen. Bei dieser Zahlenangabe muf3 alerdings
beachtet werden, dal3 die Blutuntersuchungen immer 46 bis 48 Stunden
nach der LPS-Injektion an Uberlebenden Tieren durchgefihrt wurden.
Esist dso durchaus méglich, dald bei den gestorbenen Tieren weitaus
hohere Granulozytenzahlen vorlagen, obwohl im Abschnitt , Einfluld
einer Vorbehandlung mit einer kleinen LPS-Menge auf Letalitdt und
Granulozytenzahl“ (s. S. 56) ein Fal beschrieben wird, bel dem essch
umgekehrt verhdlt.

Fur die Wertepaare der Regressionsgeraden ergab sch ein Korrelations-
koeffizient von r = 0,85 (der Korrelationskoeffizient unter Einbeziehung
aler 12 Wertepaareder Abb. 7 betréagt 0,80). Dasausdem Korrel ations-
koeffizienten r errechnete Bestimmtheitsma3 B = 0,7203 (B = r?)
weicht mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,001 wesentlich
von Null ab. Ein Zusammenhang zwischen Granulozytenzahl und Leta
litét ist demnach datistisch gesichert. Mit dieser Aussage soll jedoch
nicht behauptet werden, dal3 hohe Granulozytenzahlen die dleinige
Todesursache sind.

In einigen Fallen wurden Chemilumineszenzmessungen am verdinnten
Vollblut von unbestrahlten und bestrahlten Tieren durchgefiinrt, die 48
Stunden vor der Blutentnahme 200 oder 400 ug LPS erhalten hatten.
Trotz des Anstiegs der Granulozytenzahl fanden sich im Vergleich zu un-
bestrahlten und unbehandelten Kontrollen keine Anderungen in der
Ausbeute des Chemilumineszenzlichts, wenn man die Werte auf gleiche
Granulozytenzahlen bezog. Dieser Befund 183 darauf schlief3en, dal3
keine in der Freisetzung von Sauerstoffmetaboliten verschiedene Sub-
populationen von Granulozyten durch die unterschiedliche V orbehand-
lung freigesetzt werden.

Einflul3einer Vorbehandlung mit Cystamin auf Letalitat und
Granulozytenzahl

In Tabelle 3 snd Werte zusammengestellt, die sch aus Bestrahlungsver-
suchen ergaben, bel denen die Tiere vor der Bestrahlung Cystamin as
Strahlenschutzsubstanz erhielten. Da bei den mit Cystamin vorbehan-
delten und mit 5,0 Gy bestrahlten Tieren (16-Wochen-Versuch, Tabelle 3)
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von 5 Tieren 4 innerhalb von 48 Stunden sterben, mufd angenommen
werden, dal? hier die Schutzsubstanz gewirkt hat und zu dhnlichen Ver-
hatnissen fihrt wie bei den nichtbestrahlten Kontrolltieren. Der Unter-
schied zwischen der mit 2,5 Gy bestrahlten Gruppe gegeniiber der mit
5,0 Gy bestrahlten Gruppe 1&3t sich alerdings bedingt durch die kleinen
Tierzahlen statistisch nicht absichern.

Fal¥ man andererseits die beiden mit 2,5 Gy bestrahlten Gruppen aus
dem 16-Wochen-Versuch mit dem 17-Wochen-Versuch ohne Cystamin
(s. Tabdle 2) zusammen, s0 is der Unterschied in den Letalitaten zwi-
schen den unbestrahlten und bestrahlten Tieren mit P < 0,05 statistisch
signifikant. Bel dieser Betrachtung setzt man dlerdings voraus, dal3sch
die Wirkung des Cystamins bel einer Bestrahlung mit 2,5 Gy nicht aus-
gewirkt hat.

Die Granulozytenwerte entsprechen mit einer Ausnahme dem oben be-
schriebenen und in Abb. 7 dargestellten Zusammenhang mit der Letali-
tét. DasTier, das die LPS-Injektion 16 Wochen nach einer Bestrahlung
mit 5Gy Uberlebt hat (s. Tabelle 3), besitzt dagegen einen auffalend
niedrigen Granul ozytenwert. Moglicherweise hat dieses Tier ausdiesem
Grund die Kombinationswirkung tiberlebt.

Tabdle 3. Letalitdt und Granulozytenwerte von Mausen nach Bestrah-
lung und Injektion von 400 /xg Endotoxin (LPSvon S. abortusequi). Der
Beobachtungszeitraum fir die L etalitét nach L PS-Gabe betrug 48 Stun-
den. SD = Standardabweichung. Wertein () hinter SD = Anzahl Tiere
fur die Blutuntersuchung. Alle Tiere erhielten 5 bis 10 min vor der
B&etrak?l ung (oder Scheinbestrahlung) 150 mg Cystamin pro kg Korper-
gewicht.

Zeitzw. Bestrahlung | Dosis Letalitit Granulozyten/ul
und LPS-Injektion inGy | Tot/Gesamt Mittelwert £ SD
4 Tage 50 | 0/2 13293+ 3572 (2)

o | 25 19430+ 7128 (3)

16 Wochen 2,5 0/5 13529 + 5942 (5)

5,0 4/5 3535 (1)

0 1/5 10244 = 7074 (3)

24 Wochen 2.5 2/5 27784 = 3632 (3)

5.0 1/5 17107 + 10362 (3)
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EinfluR einer Vorbehandlung mit einer kleinen LPS-Menge auf Letalitat
und Granul ozytenzahl

L etaleffekt

Nach Freudenberg und Gaanos (1988) fihrt eine Vorbehandiung von
Mé&usen mit kleinen Mengen Lipopolysaccharid zu einer Sengbilitéts-
minderung gegentiber Letaeffekten von Endotoxin. Deshalb erhielten
unbestrahlte und bestrahlte Tiere drei Tage vor einer Injektion mit
400/ug LPS 3 ug vom gleichen LPS in 0,1 ml Phosphatpuffer. Zum Ver-
gleich wurde anderen unbestrahlten und bestrahlten Tieren 0,1 ml pyro-
genfreier Phosphatpuffer injiziert. Von 14 bestrahlten oder nichtbestrahl-
ten Tieren, die keine Vorbehandlung mit 3 ug LPS erhielten, starben
10 Tiere innerhalb von 48 Stunden nach der Injektion von 400 ug LPS.
Dagegen Uberlebten dle 15 bestrahlten oder nichtbestrahlten Tiere mit
3ug LPS-Vorbehandlung die Injektion von 400 ug. Der Unterschied
zwischen behandelten und unbehandelten Gruppen ist mit P < 0,001
statistisch hochsignifikant (Vierfeldertafel-Test; s. Tabelle 4).

Tabelle 4. Einflu3 einer Vorbehandlung mit 3ug Endotoxin auf die
Letalitdt von Mausen, die 26 Wochen nach Bestrahlung (oder Schein-
bestrahlung) 400 ug Endotoxin erhielten. Von den 14 Tieren (urspriing-
lich 15 Tiere, 1 Tier starb wenige Minuten nach der PBS-Injektion), die
nur Phosphatpuffer (PBS) erhielten, starben 3 aus der nichtbestrahlten,
3 Tiereausder mit 2,5 Gy bestrahlten und 4Tiere aus der mit 5,0 Gy be-
strahlten Gruppe.

Anzahl Tiere 3 g LPS <~» PBS

lebend 15 4

tot 0 10

Gesamtzahl 15 \ 14

Granulozyten werte

Bel den Ergebnissen, die in Tabelle 5 zusammengestellt sind, fdlt af,
dai3 die Granulozytenwerte bel nicht mit LPS vorbehandelten Tieren
hoher snd dsbei Tieren, diemit 3 ug LPS vorbehandelt wurden. Dies
gilt sowohl fur die nichtbestrahlten as auch fir die bestrahlten Tiere.
Allerdingssind die Unterschiede bei den mit 5 Gy bestrahiten Tiere zwi-
schen Vorbehandlung mit LPS oder PBS nicht sehr grof3. Die Werte lie-
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gen mit Ausnahme der 2,5 Gy-Gruppe fur die mit 3 ug LPS vorbehan-
delten Tiere immer noch héher als die Normalwerte (Mittelwert: 2170;
s. Text der Tabelle 5). Bei den mit 2,5 Gy bestrahlten und mit 3 ug LPS
vorbehandelten Tiere wurden Granulozytenzahlen ermittelt, die im
Bereich der Normalwerte liegen.

Tabelle 5. Mittelwerte der Granulozyten = Standardabweichung von
je zwei bestrahlten und nichtbestrahlten mannlichen Mausen, denen
26 Wochen nach der Bestrahlung 400 ug Endotoxin (LPS von S. abortus
equi) injiziert wurden. Die Tiere erhielten 3 Tage vor der Endotoxin-
Gabe 3 ug (in 0,1ml PBS) vom gleichen Endotoxin oder 0,1ml pyro-
genfreies PBS. Der Mittelwert der Granulozyten fir drei nichtbe-
strahlte und unbehandelte 10 Wochen alte Tiere betrug 2170 = 730.
Wegen der geringen Tierzahlen lassen sich die Unterschiede in den Gra-
nulozytenwerten zwischen den verschiedenen Vorbehandlungen stati-
stisch nicht sichern.

Dosisin Gy Granulozyten-Werte
PBS 3 ng Endotoxin
0 35304 £9299 10685+ 705
2,5 33809 (1 Tier) 3840+ 2728
5.0 20713 £ 7637 17821 £ 10350

Ausder mit5 Gy bestrahlten und mit PBS vorbehandelten Gruppe starb
1 Tier kurz nach der Blutentnahme aber noch innerhalb des 48-Stunden-
Intervalls. Daher ist fir Tabelle 4 nur ein Uberlebendes Tier fir diese
Gruppe angegeben.

Esist interessant, dal das kurz nach der Blutentnahme gestorbene Tier
eine Granulozytenzahl von nur 15 313 aufwies, wéhrend fur das andere
aus der gleichen Gruppe Uberlebende Tier ein Wert von 26113 ermittelt
wurde. Aus dieser Gegenuberstellung geht hervor, dal3 die Granulozy-
tenzahl nicht alein Ursache fur die Letalitéat sein kann.

Die Lichtausbeute der Chemilumineszenz, bezogen auf je 1000 Granu-
lozyten, lag in alen Gruppen fur bestrahlte und unbestrahlte Tiere sowie
bei Vorbehandlung mit LPS oder PBS im Bereich des mittleren Normal-
werts von 5596 + 3943cpm. Dieser Befund deutet darauf hin, dai
keine in der Freisetzung von Sauerstoffmetaboliten verschiedenen Sub-
populationen von Granuzolyten durch die unterschiedliche Vorbehand-
lung aktiviert werden.
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Einfluf3von Endotoxin oder Bestrahlung auf Monozyten und
Makrophagen desPeritoneums

Lipopolysaccharide

Tabdle 6. Anzahl Monozyten und Makrophagen pro ug Peritonea flUs-
sgkeit bei 10 Wochen aten méannlichen Mausen nach L PS-Behandlung.
DieTiereerhielten 200 ug LPS (S. abortus equi) in 0,3 ml PBS. Zum Ver-
gleich wurden Ergebnisse von Tieren aufgefihrt, die nur 0,3 ml pyrogen-
freiles PBS bekamen. Aufgdigtet sind die Mittelwerte und Standardab-
weichungen.

Zeit zwischen Bchz;ndlung Anzahl | Monozyten | Makrophagen
[njektion und Tiere
Untersuchung L‘
SE—— e e SN I — e
1 Tag " LPS 2 213+ 54 416 = 31
| Tag PBS 1 450 2219
2Tage LPS 2 523 £438 682 £ 292
2Tage PBS 1 313 1 894
4 Tage LPS 2 766 + 393 414+ 18
4 Tage PBS 1 282 2750
8 Tage LPS J 1 188 [ 144
8Tage | PBS | 2 360+ 4 | 1897+ 75

Die Werte der Tabelle 6 lassen erkennen, dal? eine LPS-Behandlung zu
einer Verminderung der Makrophagenzahl fuhrt, die auch noch 8 Tage
nach der Injektion zu beobachten ist. Dagegen steigt die Monozyten-
zahl 2 und 4 Tage nach der LPS-Injektion an, um 8 Tage spéter wieder
im Normalbereich zu liegen. Die beobachteten Verschiebungen snd
moglicherweise auf die von Brugger et a. (1991) beschriebene Hem-
mung der Differentation menschlicher Monozyten zu Makrophagen zu-
rickzufUhren. Die Injektion von pyrogenfreiem Phosphatpuffer (PBS)
wirkt sch nicht aus. Die mit PBS ermittelten Werte liegen im Bereich
der unbehandelten Kontrollen (s. Materia und Methode). Von den
7 Mé&usen, die eine LPS-Injektion erhielten, starb kein Tier innerhalb
des angegebenen Beobachtungszeitraums.

Bestrahlung

Wie den Werten der Tabelle 7 zu entnehmeniist, fihrt eine Bestrahlung
zu einer Verminderung der Monozyten und Makrophagen; Seistinden
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ersten Tagen nach der Bestrahlung besonders stark. Bel den Makro-
phagen ist in den ersten 8 Tagen eine Erholungsphase erkennbar. Ins-
gesamt bleibt — jedenfalls in den untersuchten Zeitintervalen — die
Makrophagenzahl auch 16 Wochen nach der Bestrahlung unter den
Kontrollwerten. Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, dal3 es in anderen
Zeitintervallen zu Uberschief3enden Reaktionen kommt, wie es dnlich
bei den Monozyten zu beobachten ist.

Tabele7. Anzahl Monozyten und Makrophagen pro ul Peritonedflis-
sgket bei mannlichen Mausen nach Ganzkorperbestrahlung mit 2,5
oder 5,0 Gy. Die Tierewaren zum Zeitpunkt der Bestrahlung 10 Wochen
alt. Aufgdigtet Snd die Mittelwerte und Standardabweichungen. In ()
sand die relativen Werte bezogen auf unbestrahlte Kontrollen (= 100%)
angegeben.

Dosis Zeitnach Anzahl Monozyten Makrophagen
in Gy | Bestrahlung | Tiere
5,0 2Tage 1 32 194
(9,2%) (10,5%)
2,5 4 Tage 2 104 + 31 541 =199
(29,9+8,9%) (29,2 +10,8%)
5,0 4 Tage 3 186 + 128 790 + 539
(53,4+36,8%) | (42,7%+29,1%)
5,0 8 Tage 4 116 + 68 1232 +403
(33,3+19,5%) | (66,6 +21,8%)
5,0 14 Tage 2 70 + 26 732 + 177
(20,1 £7,5%) (39,6 £9,6%)
2D 8 Wochen 2 654 + 261 775 £ 80
(187,9+75,0%) (41,9 +4.3%)
5,0 16 Wochen 2 479 +22 088 + 44
(137,6 = 6,3%) (53,4%+2,4%)

Histol ogische Unter suchungen

Endotoxin-Injektion bis zu vier Tagen nach Bestrahlung

Tiere, die zwischen dem 1. und 4. Tag nach Bestrahlung mit 5 Gy eine
LPS-Dosisvon 200 ug erhielten, zeigten 12 Stunden nach der Injektion
ein anderes histologisches Bild als die unbestrahlten Tiere nach der
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Injektion gleicher LPS-Mengen. Wahrend bei den Kontrollen eine sehr
deutliche Sternzellvermehrung erkennbar war, wobel gleichzeitig die
Kernvolumina der Sternzellen zugenommen hatten und nicht selten
auch Mitosefiguren in Sternzellen nachweisbar waren, war die Sternzell-
aktivierung bei den vorbestrahlten Tieren unabhangig vom Versuchsin-
tervall des 1. bis4. Tages deutlich reduziert. Bei den Kontrollen konnten
in Einzelfdlen Aggregate von Granulozyten, Degranulation der in aus-
geweiteten Lebersnusoiden gelegenen Granulozyten und tellweise
auch Verschlisse der Sinusoide beobachtet werden. Noch deutlicher
war der Unterschied, wenn die histologischen Untersuchungen 48 Stun-
den nach der LPS-Gabe durchgefiihrt wurden (s. Abb. 8aund b). Diese

P

Abb. 8a: Vermehrung und Schwellung der Endothelien im L ebergewebe einer unbe-
grahlten Maus, 48 Stunden nach Applikation von 200 ug LPS, Glykogenentspeicherung
der Parenchymzellen. HE-Farbung, Vergroerung: 25mal.

Verédnderungen fehlten bel den vorbestrahlten Tieren. Ahnliche Veran-
derungen konnten auch am L eberparenchym selbst beobachtet werden.
Die bestrahlten Tiere zeigten einen geordneten Aufbau des L eberparen-
chyms mit regelméaldg weitgestellten Lebersinusoiden und eine gleich-
mal3ige Kerngrofe der Leberparenchymzellen mit den fir diese charak-
teristischen lockeren Kernchromatingertsten. Wahrend sch bei den
unbestrahlten Tieren Einzel- und Gruppennekrosen von Leberzellen
12 Stunden nach Applikation von LPS nachweisen lief3en, fehlten der-
artigeVerdnderungen bel den bestrahlten Tieren vollstandig.
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Abb. 8b: Leber einer Maus, die 4 Tage nach Bestrahlung mit 5Gy eine Injektion von
200 ug LPS erhielt. Die Praparation erfolgte 48 Stunden nach der L PS-Gabe. Gegentiber
Abb. 8a deutlich geringere Reaktion der Endothel- und Sternzellen. Im Parenchym aber
neben GlykogenVerarmung bereits deutlich Kernschwellungen. HE-Farbung, VergroRRe-
rung: 25mal.

Andererseits konnte bei den bestrahiten Tieren eine deutliche Vergré-
Rerung der Zellkerne, verbunden mit einem Kerntdem, beobachtet
werden. Wir haben dies bereits friher ds Bestrahlungsfolge beschrie-
ben (Oehlert, 1973). In beiden Versuchsgruppen war es in gleicher
Weise 12 Stunden nach Injektion von LPS zu einem fast vollstandigen
Abbau des zytoplasmatischen Glykogens der Leberzellen gekommen.
Auch diese Veranderungen konnten wir bereits in friheren Versuchen
erkennen und ist ds Besrahlungsfrihfolge im Leberparenchym zu
bewerten. Den gleichen Effekt beobachtet man jedoch auch nach Injek-
tion von LPS, wobei auf den Mechanismus dieser Stoffwechsaverénde-
rungen spéter noch eingegangen werden soll.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dal3 innerhalb der
ersten vier Tage nach Bestrahlung ein gegentiber unbestrahlten Tieren
verringerter Effekt der LPS-Injektion auf das L ebergewebe zu beobach-
ten ist. Dabel stehen bei den vorbestrahlten Tieren die Reduktion der
Sternzd laktivierung und die Verringerung des Granulozyteneinstroms
und der Granulozytenadhasion im Bereich der Sinusoiden im Vorder-
grund. Als Folge davon lassen sich nur bei den unbestrahlten Tierenin
groferem Umfange Einzel- und Gruppennekrosen des Lebergewebes
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nachweisen. Der Glykogenverlust des Leberparenchyms ist zu diesem
Zeitraum sowohl bel bestrahlten as auch bel unbestrahlten Tieren nach
LPS-Injektion nachweisbar.

Deutlicher noch as nach einer Versuchszeit von 12 Stunden lassen sich
48 Stunden nach LPS-Injektion die unterschiedlichen Reaktionen am
Leberparenchym bei vorbestrahlten und unbestrahlten Tieren beobach-
ten. Wahrend in L 8ppchenzentren massv aufgebldhte granulierte L eber-
epithelien imponieren, zeigen die vorbestrahlten Tiere derartige Veran-
derungen nicht. Hier ist das Leberparenchym weitgehend erhalten; es
hat bereits ein Neuaufbau von Glykogen begonnen und auch die Kern-
schwellungen sind schon deutlich gegenitiber dem Vorversuch zuriick-
gegangen (s. Abb. 9aund b).

Abb. 9a Lebergewebe der Maus mit vollsténdiger Glykogenentspeicherung der Leber-
parenchymzellen, deutlicher Aktivierung des RES mit Sternzellvermehrung und begin-
nende Granulozytenaggregation in Lebersinusoiden mit Einzelnekrosen der Leberzellen.
Unbestrahlte Maus 48 Stunden nach Injektion von 200 ug LPS. PAS-Reaktion, VergroRe-
rung: 100 mal.

Wir kénnen feststellen, dal3innerhal b von 12 bis48 Stunden mit 2,5 oder
5,0Gy 1 bis4 Tage vor einer LPS-Injektion vorbestrahlte Tiere sowohl
hingchtlich der Aktivierung des RES ds auch hinsichtlich der Leber-
parenchymveranderungen deutlich weniger ausgepragte Schéden auf-
weisen as die unbestrahlten Kontrollen (s. Abb. 10a und b). Auf die
Ursachen dieses Verhaltens soll spéter eingegangen werden.
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Abb. 9b: Lebergewebe aus dem Lappchenzentrum mit nur herdférmiger Glykogenver-
armung der Parenchymzellen. Nur unwesentliche Aktivierung des RES. Die Maus erhielt
4 Tage nach Bestrahlung mit 5 Gy eine Injektion von 200 ug LPS. Die Préparation erfolgte
48 Stunden nach der L PS-Gabe. PAS-Reaktion, Vergréflierung: 100 mal.

Abb. 10a: Unbestrahlte Maus, 48 Stunden nach Injektion von 400 u LPS. Ausgepréagte
Schockreaktion der Leber mit ausgeweiteten Lebersinusoiden, die mit aktivierten Sinus-
endothelien angefiillt sind und ausgeschwemmte Megakaryozyten in ausgeweiteten L eber-
sinusoiden. Zahlreiche zugrundegehende Leberepithelien mit umgebender granulozy-
térer Reaktion. HE-Farbung, VergréRRerung: 60mal.

(siehe S. 64)

Abb. 10b: Vorbestrahlte Maus, 48 Stunden nach Applikation von 400 #» LPS. Die LPS-
Gabe erfolgte 4 Tage nach Bestrahlung mit 5 Gy. Glykogenentspeicherung der Leberzel-
len und massive Schwellung des Zytoplasmas mit deutlicher Einengung der Lebersinu-
soide. M@iggradig ausgepragte Kernpolymorphie. PAS-Reaktion, VergroRerung: 60mal.
(siehe S. 64)
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Endotoxin-Injektion 2 bis 24 Wochen nach Bestrahlung

Andere Verhdtnisse as oben beschrieben beobachten wir, wenn die
Injektion von LPS 2 bis 24 Wochen nach einer Ganzkdrperbestrahlung
efolgt. Indiesen Félenist die typische Leberstruktur vollkommen auf-
gehoben und man beobachtet eine bienenwabenahnliche Struktur mit
den sch in der PAS-Farbung darstellenden perisinusoidalen Raumen,
welche die aul3erordentlich enggestellten Lebersinusoide begrenzen.
Die Engstellung der Sinusoide it bedingt durch eine extreme Auf-
blahung der L eberepithelien, deren Zytoplasmaeine feingranulére Um-
strukturierung erkennen |&%. Gleichzeitig fdlt auf, dald die Zahl der
doppekernigen Leberepithelien drastisch zugenommen hat und dal3
aulRerdem eine erhebliche Vergrofierung des Kernvolumens der Leber-
zdllen besteht. Nicht selten lassen sch Kernvakuolen nachweisen, an
anderen Stellen auch riesig vergrofRerte Nukleolen as Ausdruck einer
gesteigerten Stoffwechsdleistung der Leberzellen. Als Folge der Kom-
presson der Lebersinusoide durch die aufgebléhten Leberzellen
kommt es zu einem reduzierten Blutabfluf? bzw. Blutdurchfluf3durch die
L eberl&ppchen, was sch im histologischen Bild in einer extremen Walt-
stellung der Zentralvenen manifestiert (s. Abb. 11a). Vereinzdt lassen

Abb. 1la: Lebergewebsveranderungen bei einer Maus 48 Stunden nach Injektion von
200 ug LPS. Die LPS-Gabe erfolgte 24 Wochen nach einer Scheinbestrahlung. Deutliche
schockbedingte Verénderungen am Leberparenchym mit praktisch vollstandiger Glyko-
genentspeicherung aber mit Einzelnekrosen von Leberzellen und Dilatation der Leber-
sinusoide, in denen aktivierte Endothel zellen liegen. Perivaskulére Granulozytenaggrega-
tion. PAS-Reaktion, Vergroferung: 40mal.
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dch zu diesem Zeitpunkt auch bereits Nekrosezonen, vor dlem im
Bereich der Lé&ppchenperipherie nachweisen. Noch schwerer ausge-
prégte Leberzellveranderungen mit Ausbildung von Massennekrosen
haben wir nach LPS-Injektion praktisch nur bel Tieren beobachten kon-
nen, denen 2 bis 24 Wochen vor der LPS-Injektion 2,5 oder 5 Gy verab-
reicht worden waren (s. Abb. 11b).

Abb. 11b: Massennekrose des L eber gewebes mit umgebender granulozytérer Reaktion.
Praktisch vollstdndige Glykogenentspeicherung der L eber parenchymzellen, ganz ausge-
prégte Kernpolymorphieim L eber gewebe. 24 Wochen nach Bestrahlung mit 5 Gy erhielt
die Maus 200 ug LPS. Die Préparation erfolgte 48 Stunden nach L PS-Applikation. PAS
Reaktion, VergréRerung: 40mal.

Im Lungengewebe snd deutliche Leukozytenaustritte im Bereich der
Alveolarsepten zu beobachten. Das Endothel kleiner Gefélle it ge-
schwollen und man findet hier adhé@rente Granulozyten.

Bestrahlungen, bei denen den Tieren vorher Cystamin-Injektionen ver-
abreicht wurden (s. Tabelle 3), hatten mal3ggradig gesteigerten Effekt
auf dieverstarkte Wirkung von LPS (s. Abb. 12 aund b).

Endotoxin-Injektion 1 Jahr nach Bestrahlung

In einer weiteren Gruppe von Versuchstieren erfolgte die LPS-Injektion
1 Jahr nach der Bestrahlung mit 2,5 bzw. 5 Gy. Bei diesen Tieren hatten
gch bereitsvereinzelt Tumoren entwickelt, und das L ebergewebe zeigte
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Abb. 12 a: Lebergewebe einer Maus, die vor einer Bestrahlung mit 5 Gy Cystamin erhielt.
24 Wochen nach der Bestrahlung erhielt das Tier eine Injektion von 200 p-g LPS. Die Pra-
paration erfolgte 48 Stunden nach der L PS-Gabe. Kernpolymor phieim L eber gewebe und
fagt vollstandige Glykogenentspeicherung. Auffallende Aufblahung der Leberepithelien
ohne Nachweis groRerer Nekroseherde. Nur maiggradig ausgepragte Aktivierung des
RES. PAS-Reaktion, VergroRerung: 40mal.

die fur einen chronischen Strahlenschaden charakteristischen Verénde-
rungen. Dabei stehen Kernverdnderungen ganz im Vordergrund
(s. Abb. 13). Neben einer ausgepragten Kernpolymorphie beobachtet
man V erklumpungen und V erénderungen des K ernchromatins, das Auf-
treten atypischer Mitosen bel einer dlgemeinen Vermehrung der mitoti-
schen Aktivitét sowie andere Zeichen einer Steigerung des zelluldren
Eiwel3- und Nukleingtoffwechsds ds deren Ausdruck eine vermehrte
Basophilie des Zytoplasmas angesehen werden kann. Bel anderen Tie-
ren hatten sch bereits L eukamien entwickelt. Auch am Sternzellsystem
der Leber fanden sch Verénderungen im Sinne von Kernvergrof3erun-
gen, Kernverklumpungen und einer vermehrten mitotischen Aktivitét
mit Nachwels atypischer Mitosefiguren.

Dielnjektion von 200 ug LPS zeigte im Vergleich zu den beschriebenen
Veranderungen der Tiere im Versuch mit einem 24-Wochen-Intervall
ahnliche Effekte. Es erfolgte elne weitere Abnahme des ohnehin schon
reduzierten Glykogengehalts der Leberzellen. Jedoch konnten die vor
alem in der vorher beschriebenen Versuchsgruppe (24-Wochen Inter-
val) gezeigten Zytoplasmaverénderungen nicht in der Ausprégung
nachgewiesen werden.
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Abb. 12b: Leberverénderungen einer Maus nach Bestrahlung mit 5 Gy ohne Cystamin-
vorbehandlung. 24 Wochen nach der Bestrahlung erhidlt das Tier eine Injektion von
200 ug LPS. Die Praparation erfolgte 48 Stunden nach der LPS-Gabe. Flachenhafte
L eber zellnekrosen in der linken Bildhéalfte, ausgepr égte K ernpolymor phie, Glykogenent-
speicherung und Aktivierung des RES der Leberzellen in der rechten Bildhélfte. PAS-
Reaktion, Vergroferung: 40mal.




Abb. 14a: Lungengewebe mit kleinem Gefal bei einer unbestrahlten Maus 48 Stunden
nach Injektion von 400 ug LPS. Die LPS-Gabe erfolgte 1 Jahr nach Scheinbestrahlung.
Deutliche Granuzolytenaggregation an der GefaRwand, beginnende Pléttchenthromben
in der oberen Hélfte des GefaRes. Granuzolytenaggregation innerhalb der édematés auf-
gelockert und verbreiterten Alveolar septen. HE-Férbung, Vergrof3erung: 100mal.

Méuse, denen 1 Jahr nach der Bestrahlung 400 ug Endotoxin injiziert
wurde, zeigten eine hohe Absterberate (s. Tabelle 2). Bei den Uber-
lebenden Tieren konnten schwere Lungenveranderungen mit Ausbil-
dung von Mikrothromben beobachtet werden (s. Abb. 14a, b und c).
Auch die Darmschleimhaut wies schwere histol ogische V erénderungen
auf (s. Abb. 15), die bel dieser Versuchszeit mit fur die hohe Absterbe-
rate verantwortlich zu machen sind. Im Lebergewebe waren Massen-
nekrosen éhnlichwiein Abb. 13 vorhanden, daneben fanden sch Mikro-
thromben und Blutungen.

Abb. 13: Lebergewebe der Maus, 1 Jahr nach Bestrahlung mit 5 Gy, 48 Stunden nach
Applikation von 400 u#g LPS. Deutlich erkennbare Kernpolymorphie als Bestrahlungs-
folge, Zytoplasmaver@nderungen und Aggregation von Granulozyten als Folge der LPS-
Behandlung. PAS-Reaktion, VergréRerung: 63mal.
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Abb. 14b: Mikrothromben in kleinen Lungengefal3en einer Maus, die 1 Jahr nach
Bestrahlung mit 5Gy eine Injektion von 400 ug LPS erhielt. Die Praparation erfolgte
48 Stunden nach der L PS-Gabe. Thrombotischer Ver schlul3 eineskleinen L ungengefaides.
Die Gefaldlichtung wird ausgefiillt von thrombotischem Material, dasz. T. aus Blutplatt-
chen, aber auch aus Granulozyten besteht. Deutliche Aktivierung und Kernpolymor phie
der Endothédien in den Alveolarsepten des umgebenden L ungengewebes. HF-Farbung,
VergroRerung: 100mal.
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Abb. 15 Zottenatrophie, interdtitielles Odem und oberflachliche Epitheldefekte im
Bereich der Zottenspitzebei einer Maus, die 1 Jahr nach Bestrahlung mit 5 Gy 400 ug LPS
erhielt. Die Préapar ation erfolgte 48 Stunden nach der L PS-Injektion. Im Kryptenbereich
erkennt man eine Vermehrung und Vergrél3erung der Panethschen Kérnerzellen, diez. T.
degranuliert sind. HE-Farbung, VergréRerung: 25mal.

Einfluf3 einer VVorbehandlung mit einer kleinen LPS-Menge

In einem zusétzlichen Versuch, basierend auf Ergebnissen anderer
Autoren, die durch Applikation bestimmter Substanzen, wie kleine
Dosen von Lipopolysacchariden oder intrakutane I njektion von Terpen-
tindl, einen Schutzeffekt gegentiber der Wirkung von Endotoxin erzie-
len konnten, erhielten Mause nach einer 26 \Wochen vorher erfolgten
Bestrahlung 3 Tage vor Injektion von 400 ug Endotoxin eine einmalige
Dosis von 3 ug LPS (s. auch S. 56). Bei den unbestrahlten und bestrahl-

€

Abb. 14c: Lungengewebe einer Maus, die 1 Jahr nach Bestrahlung mit 5 Gy eine Injek-
tion von 400 xg LPS erhielt. Die Pré&par ation erfolgte 48 Stunden nach der L PS-Gabe. Ver-
breiterung der Alveolarsepten durch Odem und Infiltration durch Granulozytensticking
in kleinen GefaRen. Reduktion des Lumensder Alveolarlichtungen, Blutungen im Paren-
chym (Mitte, unterer Bildrand), Kernpolymorphie der Alveolardeckzellen. HE-Féarbung,
VergroRerung: 25mal.
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Abb. 16a: Lungengewebe einer Maus, die 26 Wochen nach einer Bestrahlung mit 5 Gy
400 ug LPS erhielt. Vor der LPS-Gabe erfolgte eine Vorbehandlung mit 3 ug LPS. Die
Pré&par ation wurde 48 Stunden nach der 1 njektion von 400 ug LPS dur chgefuhrt. Praktisch
normales Lungengewebe mit luftgefillten Alveolarlichtungen, schmalen Alveolar septen
ohne granulozytére Infiltration. HE-Férbung, VergrolRerung: 25mal.

ten Tieren war vor dlem in den Lungen en deutlicher Schutzeffekt
erkennbar. Dieser bezog sich insbesondere auf die Reduktion der Akti-
vierung des RES, auf den Einstrom von Granulozyten und auf die Aus-
bildung von Mikrothromben (vergleiche Abb. 16 amit Abb. 16 b). Weni-
ger deutlich war. ein derartiger Schutzeffekt am Leberparenchym.
Auffalend is vielleicht, dal3 bei unbestrahlten Tieren, denen vor der
Erfolgsinjektion von Endotoxin eine kleine Dosis von LPS verabreicht
worden war, in der Leber zahlreiche Knochenmarksel emente aufgefun-
den werden konnten, insbesondere Megakaryozyten, die moglicher-
weise auf eine verstérkte Ausschiittung von Knochenmarkselementen
in das periphere Blut anzusehen sind.

Diskussion

Lipopolysaccharide, in der Zellwand gramnegativer Bakterien lokali-
sert, zeichnen dch durch vidfédtige Aktivitdten aus. Sie stellen die
O-Antigene der Bakterien dar. Se snd hochwirksame Endotoxine und
fungieren as Rezeptoren fir Bakteriophagen (Galanos et al., 1977).
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Abb. 16b: Lungengewebe einer Maus, die 26 Wochen nach einer Bestrahlung mit 5 Gy
400 ug LPS erhielt. Keine Vorbehandlung mit LPS. Im Gegensatz zum histologischen Bild
der Abbildung 16 a findet man neben Blutungen (Bildmitte) eine deutliche Verbreiterung
der Alveolarsepten durch Ansammlung von Granulozyten und EiweiRBinsudation. HE-
Férbung, VergréRRerung:25mal.

Aul¥erdem Uben sie, in kleinen Mengen vor der Bestrahlung an Sauge-
tiereverabreicht, eine strahlenschiitzende Wirkung aus (Behling, 1983).

Be nichtbestrahlten Tieren fihren 400 ug LPS von S.abortus equi,
gemittelt Uber ale Altersgruppen des von uns verwendeten Mause-
stamms, zu ca. 30% Todesfé8llen innerhalb von 48 Stunden durch Endo-
toxinschock (s. Abb. 6). Allerdings scheinen 10 Wochen alte Tiere weni-
ger empfindlich zu sein (LD 0) dséltere Tiere (s. Tabele 1). Die Versu-
che, die sich biszu einem Jahr nach der Bestrahlung erstreckten, haben
gezeigt, dald es Phasen sehr unterschiedlicher Sengbilitét bel der Endo-
toxingabe gibt. DiesesVerhdtenist anhand unterschiedlicher Letalitéts-
raten, aber auch auf Grund histologischer Befunde zu beobachten.
Aul¥erdem haben die histologischen Untersuchungen ergeben, dal3 in
diesem Zeitraum deutliche regeneratorische Verénderungen, vor alem
in der Leber, in der DUnndarmschleimhaut und in der Magenschleim-
haut ablaufen, wobel die Zahl der ausdifferenzierten Zellen gegeniiber
den mitotisch aktiven Zellen reduziert ist.

Zur Erklarung der Befunde kdnnen Wirkungsmechanismen herangezo-
gen werden, diein der Literatur beschrieben sind. Endotoxine induzie-
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ren die Bildung von hochaktiven Mediatoren (Friedman et al., 1989).
Eine unterschiedliche Letalitét durch verschiedene Lipopolysaccharide
(LPS) gramnegativer Bakterien ist wahrscheinlich auf die unterschied-
liche Fahigkeit der Cytokin-Bildung dieser Endotoxine zurtickzufiihren
(Loppnow et al., 1990). Ein besonders wirksames Protein mit einem
Molekulargewicht von etwa 45 000, der Tumornekrosefaktor (TNF-ay),
wird von Monozyten und Makrophagen nach Endotoxinexposition syn-
thetisiert und freigesetzt (Beutler und Cerami, 1986). Lymphozyten set-
zen ebenfalls einen Tumornekrosefaktor, TNF-f, frei (Meager, 1990).
TNF-a (Cachectin) ruft vidfétige biologische Aktivitaten hervor (Vil-
cek und Lee, 1991). So konnte u. a gezeigt werden, dal3 TNF-a die
Hydgoxyl—Konzentration in SAugetierzellen steigert (Yamauchi et al.,
1989).

Von Interesse snd Untersuchungen tber die Wirkung des Tumor-Ne-
krose-Faktorsin Verbindung mit Bestrahlungen. So konnten Wong et al.
(1991) nachweisen, dal3 die Bestrahlung von Zellen die Produktion von
TNF-a induziert. Andererseits bewirkt TNF-a bei Mausen und multi-
potenten Stammzellen des Bluts einen Strahlenschutz, wenn die Sub-
stanz vor der Bestrahlung gegeben wird (Netaet al., 1988; S0rdd et al .,
1989, Warren et a ., 1990). Das ebenfalls durch LPS induzierte Interleu-
kin IL-1 (Meager, 1990) wirkt auch as Strahlenschutzsubstanz; aler-
dings nur, wenn es Mausen vor der Bestrahlung injiziert wird (Wu et al .,
1989; Schwartz et al., 1990). Deshalb ist in unseren Untersuchungen
kein Schutzeffekt durch endotoxininduziertes TNF oder IL-1 nach der
Bestrahlung zu erwarten. Bei Patientinnen mit Brustkrebs konnte nach-
gewiesen werden, dal3 die L PS-induzierte Freisetzung von TNF-a durch
Monozyten nach der Bestrahlung hoher ist ds vor der Bestrahlung
(Wasserman et al., 1991).

Kupffer-Zdlen stellen die grofite Population von Makrophagen im Kor-
per dar. Endotoxin wird speziell von Kupffer-Zellen aufgenommen, die
dadurch aktiviert werden und u. a. Prostaglandine, Thromboxane, In-
terleukine, den Tumornekrosefaktor und Sauerstoffradikale ausschel-
den (Wise et al., 1989). Auch bel invitro Untersuchungen an Leberzell-
Kulturen ergab sich, dal3 LPS die Hepatozyten schadigt, wenn funktio-
nell intakte Kupffer-Zellen anwesend snd (Hartung, Wendel, 1991). In-
sofern kommt der Betrachtung der Leber bei der Beurteilung der durch
Strahlung in Kombination mit Endotoxinen gesetzten Schéden eine
grof3e Bedeutung zu.

Gaanos und Mitarb. (1988) konnten in tierexperimentellen Versuchen
mit Mausen zeigen, dal3 die durch LPS von S. abortus equi hervorgeru-
fene Letalitdt von Makrophagen ausgeht, die den Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF-q) freisetzen. In anderen tierexperimentellen Versuchen an Méu-
sen konnten Harmsen und Havell (1990) darlegen, dal3 TNF eine Akku-
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mulation von Neutrophilen hervorruft. In vitro Versuche mit mensch-
lichen peritonealen M akrophagen haben ergeben, dal3 LPS auch zu einer
Ausschiittung eines Proteins aus diesen Zellen fuhrt, das kein TNF oder
ein anderes der bekannten Cytokineist (Megyeri et al., 1990). Auch die-
ses Protein mit einem Molekulargewicht von 45000-60000 kann sehr
wirksam die Infiltration von Granulozyten induzieren.

Be der Bedeutung, die Monozyten bzw. Makrophagen einerseits und
Granulozyten andererseits fur den Ablauf einer Endotoxinreaktion zu-
kommt, wird klar, dal3 die Zellzahl in Abhangigkeit von der Zeit nach
Bestrahlung einen entscheidenden Einflul auf diese Vorgange besitzt.
Charakteristisch nach Ganzkérperbestrahlungen sind oszillierende Ver-
|&ufe der Zellzahlen, die auf kompensatorisch regenerative Prozesse zu-
rtckzufiihren sind (Fliedner, 1973). 24 bis 48 Stunden nach Bestrahlung
besteht bei den Tieren eine Granulozytopenie. Vier Tege nach einer Be-
strahlung mit 5 Gy it nach Endotoxin-Gabe die Granulozytenzahl nicht
wesentlich erhoht (s. Tabelle 3). Ferner ist die Anzahl der Monozyten
und Makrophagen in den ersten Tagen nach der Bestrahlung deutlich er-
niedrigt (s. Tabelle 7). Auch bei der Untersuchung der alveoléren Ma
krophagen der Maus (Gross, 1977) und der Ratte (Sablonniere et al.,
1983) konnte nach Bestrahlung der Tiere eine frihzeitige Abnahme der
Z€lzahl mit anschlief3ender Erholung beobachtet werden. Das Ausblei-
ben der durch LPS ausgel 6sten Reaktionen in den ersten Tagen nach
der Bestrahlung sollte vor alen Dingen auf die verminderte Zellzahlen
der Granulozyten und Monozyten/Makrophagen zurtickzufiihren sein.
In dhnlicher Wese haben Rothstein und Schreiber (1988) beschrieben,
dal3 eine y-Bestrahlung von Mausen mit 6,5 Gy die durch aufeinander-
folgende Gabe von LPS und Tumor-Nekrose-Faktor ausgel 6ste hamorr-
hagische Nekrose (Shwartzmann Reaktion) durch Leukopenie verhin-
dert. Andererseits war die Letalitétsrate nach Endotoxingabe bel Mau-
sen gesteigert, wenn die Tiere 5 Tage vorher eine Bestrahlung mit der
sehr hohen Dosis von 10 Gy erhielten, wodurch eine schwere Granulo-
zytopenie hervorgerufen wurde (Waker und Sheil, 1976).

In der Folgezeit kommt es zu einer Normalisierung der Werte der Blut-
zellzahlen oder zu Uberschief3enden Reaktionen. Besonders drastisch
wirkt sch das Endotoxin 1 Jahr nach der Bestrahlung aus (s. Tabdle 2).
Der Zusammenhang zwischen der L etalitdtsrate und den Zellzahlen der
Granulozyten, Monozyten sowie Makrophagen geht auch aus dem Ver-
such mit einer Vorbehandlung der Tiere mit einer kleinen LPS-Menge
hervor (s. Tabdlen 4, 5 und 6). Immer wenn die Zellzahlen verhdtnis-
maldg gering Sind, is auch die Letalitétsrate klein.

Nach den oben beschriebenen Reaktionen muld angenommen werden,
dal3 der Tumornekrosefaktor eine erhéhte Adhdarenz der Granulozyten
in der Mikrozirkulation bewirkt, die letztlich Uber die Sequestration
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zum Multiorganversagen, einem septischen Schock und zum Tode fihrt.
M oglicherweise spielen auch noch weltere Vorgange eine Rolle fir eine
K ombinationswirkung zwischen Strahlung und Endotoxin. So konntein
einer klinischen Studie gezeigt werden, dal? eine TNF-Reaktion nur in
bestrahltem Tumor-Gewebe zu beobachten ist (Aboulafia et al., 1990).
Dieser Befund [&% die Autoren vermuten, dal3 die Bestrahlung zu einem
verstarkten Effekt des TNF fuhrt.

Diein den histologischen Untersuchungen gefundenen feingeweblichen
Veradnderungen bei Mausen nach Injektion von Endotoxin lassengchin
folgender Wase zusammenfassend darstellen.

Feingewebliche Verénderungen nach Injektion von Endotoxin

Kapillar-Gefél3system Parenchym
Endothelschwellung (1), Glykogenverlust (Leber) (4)
ZdIneubildung

Granulozyteneinstrom
Granulozyten-, Sticking” (2)

Mikrothromben (3) Nekrosen, Blutungen

Anurie

Durchfélle

L eberversagen
Lungenbldhung
RechtskardialesHerzversagen

(2): s Abb. 8aund b; (2): s. Abb. 14c; (3): s Abb. 14aund b; (4): Abb. 9aund b

Bei der Besprechung und Erkl&rung der von uns erhaltenen Ergebnisse
kann zunéchst einmal festgestellt werden, dal3 Befunde Uber gleich-
artige Untersuchungen bisher nicht vorliegen. Andererseits existieren
Versuche, in denen der durch Injektion von Lipopolysacchariden in
Gang gesetzte Schadigungsmechanismus vor allem an der Leber unter-
suchtwird (s. z. B. Wiset al ., 1989), wobei ebenfallsdurch die zusétzli-
che Applikation anderer Substanzen eéinmal eine Schutz- zum anderen
eine Verstarkerwirkung gefunden werden konnte. Eine Verstarkerwir-
kung konnte dabei fir Gal aktosamin nachgewiesen werden. Diesgilt so-
wohl fur den neutrophilen Influx in die Leber ds auch fir das Ausmal3
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der Leberparenchymschadigung, gemessen am Alaninaminotransfe-
rase-Angtieg im Serum. Durch Galaktosamin erfolgt somit eine Sensibi-
liserung des Leberparenchyms gegentlber Lipopolysacchariden. Shira
tori et a. (1990) konnen in tierexperimentellen Untersuchungen zeigen,
dal3 Galaktosamin Hepatozyten fir eine Schadigung durch Sauerstoff-
radikale prédisponiert, die durch LPS-aktivierte Makrophagen erzeugt
werden. Unter den Mediatoren, welche eine Aktivierung des neutro-
philen Systems mit Granulozyteninflux, Granulozytenzerfall und so-
genanntem Granulozytensticking auddsen, spielt offensichtlich der
Tumornekrosefaktor eine entscheidende Rolle. Seine Freisetzung er-
folgt offengchtlich Uber eine Stimulation und Aktivierung von Endo-
thelzellen, wobel die Kupfferschen Sternzellen in der Leber eine wesent-
liche Rolle spielen. Das gleiche gilt auch fir die Wirkung von Endotoxin
auf die Glykogenolyse in der Leber, die stimuliert wird durch die Nicht-
parenchymzellen der Zellen, vor dlem die Kupfferschen Sternzellen.
Hierbei durfte eine Aktivierung und eine Zunahme der Produktion von
Prostaglandin-D2 innerhalb der Kupfferschen Sternzellen mit nachfol-
gender Glykogenolyse und Glukoseproduktion der Parenchymzellen er-
folgen. Damit lassen sch zwe der von uns beobachteten Phdnomene
durch eine Stimulation und Aktivierung der Kupfferschen Sternzellen
erklaren, und wir missen annehmen, dal die verminderte Sengbilitét
der vorbestrahlten Leber nach 1 bis4 Tagen Uber eine Verdnderung des
Makrophagensystems bzw. der Kupfferschen Sternzellen in der Leber
as Bestrahlungsfolge abl &uft.

Unsere Versuchsergebnisse haben erneut evident gemacht, dal3 enge
Zusammenhange bestehen zwischen der Wirkung von Mediatoren der
Entziindung, zu denen neben Histamin und bestrahlungsbedigten Ge-
webeschaden die Lymphokine und auch der Tumornekrosefaktor zu
zéhlen sind. Darliber hinaus konnte nachgewiesen werden, dal3 auch
noch lange Zeit nach einer einmaligen Bestrahlung Verénderungen im
System degenigen Zelpools existieren, der fir die Produktion von
Mediatoren verantwortlich gemacht wird. AulRerdem haben vor alem
die an der Leber erhaltenen Versuchsergebnisse bewiesen, dal3 auch an
mitotisch nicht aktiven Geweben durch die Bestrahlung Verdnderungen
gesetzt werden, die Sch Uber vidle Zellpopul ationen hinweg auswirken,
insbesondere im Sinne von Stoffwechselverénderungen. Dies betrifft
hauptsachlich den Glykogenumsatz, aber auch Kernverdnderungen mit
Aushildung chromatinreicher Riesenkerne, die auf eine Polyploidise-
rung hinweisen. Alle bisher ds Kombinationsschaden beschriebenen
Phanomene lassen sch auf diese Veranderungen im Pool der mediator-
produzierenden Zelldlemente und auf Spétverénderungen im Paren-
chym zurtickfUhren. Diese Verénderungen 16sen bel einem zusétzlich zu
einer friher erlittenen Bestrahlung gesetzten Schaden Reaktionen aus,
die durch den weiteren Schaden dlein nicht erklérbar sind.



Fur Fragen des Zivil- und Katastrophenschutzes snd diein unseren Ver-
suchen erhaltenen Ergebnisse deshalb von besonderer Bedeutung, well
sie darauf hinweisen, dal3in einer Population, die einer-wenn auch nur
kleinen — Bestrahlungsexposition ausgesetzt war, durch zusétzliche
Schadigungen wie Infektionen oder atersbedingte degenerative Er-
scheinungen mit von der Norm abweichenden Reaktionsablaufen zu
rechnen ist. Von besonderem I nteresse fir weitere Untersuchungen und
vor dlem fir die Anwendbarkeit der Ergebnisse im Katastrophen- und
Zivilschutz igt die Beobachtung, dal’ selbst noch ein Jahr nach einmali-
ger Ganzkorperbestrahlung der Maus V eréanderungen im Immunsystem
existieren, welche den Reaktionsverlauf zusétzlicher Noxen, wie Infek-
tionen oder Verwundungen, drastisch beeinflussen und den Krankheits-
verlauf verschlechtern. Daraus ergibt sch die Forderung, dal? Personen
nach einer einmaigen Strahlenexposition des ganzen Korpers schonim
Dosisbereich von 1 Sv unbedingt bakterielle Infektionen oder grofiere
Verletzungen salbst ein Jahr nach dem Strahleninsult vermeiden sollten.
Bel der Dosisangabe von 1 Sv wird die grofere Strahlenempfindlichkeit
des I\;I enschen gegentiber der Maus berticksichtigt (s. z. B. Van Bekkum,
1991).

Zusammenfassung

Erwachsene Mause erhielten eine nichtletale Ganzkdrperbestrahlung
mit Dosen von 2,5 oder 5,0 Gy. Als Kontrollen dienten nichtbestrahlte
Tiere. 1 Tag bis zu 1 Jahr nach der Bestrahlung bekamen die Tiere
(einschl. Kontrollen) einmalig Endotoxin (LPS von S. abortus equi),
wobel Dosen von 100, 200 oder 400ug verwendet wurden. 12 bis
48 Stunden nach der LPS-Gabe wurden die Tiere getttet und seziert.
Leber, Lunge, Niere, Dinndarm und Magen wurden zu histologischen
Préparaten aufgearbeitet und untersucht. Histologisch 183 sch nach-
weisen, dal’ die Todesursache bel bestrahlten und unbestrahlten Tieren
unterschiedlich ist.

Die Versuche haben gezeigt, dal3 es nach der Bestrahlung Phasen sehr
unterschiedlicher Sengbilitét hinschtlich der Endotoxinreaktion gibt.
Dieses Verhdten i anhand unterschiedlicher Letalitétsraten, aber
auch auf Grund histologischer Befunde zu beobachten. Aul3erdem haben
die histologischen Untersuchungen ergeben, dal3 in diesem Zeitraum
deutliche regeneratorische Veranderungen, vor alem in der Leber, in
der DUnndarmschleimhaut und in der Magenschleimhaut ablaufen,
wobel die Zahl der ausdifferenzierten Zellen gegentiber den mitotisch
aktiven Zdllen reduziert ist. Zusammenfassend kann festgestellt wer-
den, dal3 eine Ganzkdrperbestrahlung mit 2,5 bis5 Gy nach Wochen bis
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Monaten einen zusétzlich gesetzten Schaden im Sinne einer Endotoxin-
injektion in ihrer Wirkung verstarkt. Im Gegensatz dazu fihrt eine
Vorbestrahlung innerhalb von wenigen Tagen vor der Endotoxingabe
zu einem ,, Schutzeffekt* gegen die Wirkung des Endotoxins. Zur Erkl&
rung der Befunde konnen Wirkungsmechanismen herangezogen wer-
den, die in der Literatur beschrieben werden, wonach Endotoxine
die Bildung von hochaktiven Mediatoren, insbesondere den Tumor-
Nekrose- Faktor induzieren.
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