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Hematological changes resulting
from alimentary Pb-deficiency
in growing rats

Zusammenfassung Der Einflufl
eines alimentiren Pb-Mangels auf
hématologische Kenngroflen wurde
in zwei Wachstumsversuchen und
einem Generationenversuch mit
weiblichen Sprague Dawley Ratten
untersucht. Die Tiere erhielten eine
halbsynthetische Diét auf Caseinba-
sis, die sich nur in der Konzentra-
tion an zugelegtem Blei in Form
von Pb-Il-acetat-3-hydrat unter-
schied (0 ppb Pb bis 800 ppb Pb).
In zwei Versuchen war bereits in
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ORIGINALARBEIT

Hamatologische Verinderungen
bei alimentdrem Pb-Mangel

wachsender Ratten

der Go-Generation das Blutbild der
Pb-arm versorgten Tiere am Ver-
suchstag 21 bzw. 28 im Sinne ei-
ner normocytiren, normochromen
Panzytopenie verdndert. Am 28.
bzw. 41. Versuchstag hatten sich
die Blutbilder normalisiert bzw. 16-
sten die unterschiedlichen Pb-Zula-
gen in der Dift nur noch Verfinde-
rungen der Werte des mittleren
corpuskuldren Volumens und des
mittleren corpuskuldren Himoglo-
bingehalts aus. Als Ursache fiir die
Storungen im Blutbild bei mangeln-
der Pb-Versorgung ist eine tempo-
rir auftretende Hamolyse am wahr-
scheinlichsten.

Summary The effect of an
alimentary Pb-deficiency on
hematological parameters was
examined in two growth- and one
generation-experiments with female
Sprague Dawley rats. The animals
were fed a semisynthetic
casein-based diet supplemented
with 0 ppb up to 800 ppb Pb as
Pb-Il-acetate-3-hydrate. In two
experiments the blood parameters
of the rats of Go-generation fed the
diet poor in Pb were changed to a

Einleitung

Als Folge eines alimentiren Pb-Mangels konnten in fri-
heren Modellstudien mit Ratten klinische Symptome und
biochemische Verdnderungen ausgeldst und damit die Es-
sentialitit dieses ,,ultratrace element” bewiesen werden

normocytic, normochrome
pancytopenia at day 21 resp. 28 of
the experiments. At day 28 resp.
41 the blood parameters
normalized resp. the different
Pb-supply in the diet only effected
the mean corpuscular volume- and
mean corpuscular
hemoglobin-values. It was assumed
that the disturbances in blood
parameters at deficient Pb-supply
are caused by temporary hemolysis.

Schliisselwérter Alimentéirer Pb-
Mangel — Ratten — hématologische
Verdnderungen — temporire Pan-
zytopenie

Key words Alimentary Pb-
deficiency — rats — hematological
changes — temporary pancytopenia

Abkiirzungsverzeichnis
(Abbreviation index) HCT = Hi-
matokrit - HGB = Hiamoglobinkon-
zentration - MCH = mittlere corpus-
kuldre Hamoglobinkonzentration
MCV = mittleres corpuskulires
Volumen der Erythrozyten - PLT =
Thrombozytenzahl - RBC = Erythro-
zytenzahl - WBC = Leukozytenzahl

(13-15, 25-31). Neben Wachstumsdepressionen fielen
insbesondere andmische Verinderungen wie reduzierte
Werte fiir Himoglobin (HGB), Hamatokrit (HCT) und

das mittlere corpuskulire Volumen der Erythrozyten
(MCV) im Pb-Mangel auf (25, 26, 28, 31). Nachdem sich
in den genannten Studien Stoffwechselabnormalititen erst
in den Nachfolgegenerationen (Fi- bzw. F2-Generation)
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von an Blei depletierten Muttertieren induzieren lieflen,
gelang es Reichlmayr-Lais und Kirchgessner (32) in ei-
nem neueren Pb-Mangelversuch durch extrem Pb-arme
Versuchsbedingungen bereits bei wachsenden Tieren der
Go-Generation ein verzégertes Wachstum und Haut- und
Fellabnormalitédten im Vergleich zu Kontrolltieren auszu-
16sen.

Um auch in der Go-Generation den Zusammenhang
zwischen klinischen Symptomen und biochemischen Ver-
anderungen im Stoffwechsel néher aufkliren zu kénnen,
soliten mit den vorliegenden drei Versuchen mégliche
hématologische Verdnderungen insbesondere Pb-deple-
tierter Ratten der Go-Generation durch einen erweiterten
Kreis himatologischer MefligréBen zu verschiedenen Un-
tersuchungszeitpunkten tberpriift werden.

Material und Methoden

Durchfithrung der Tierversuche und Didtherstellung

Als Versuchstiere wurden weibliche Sprague-Dawley
Ratten (Crl:CDRZBR, Charles River Wiga GmbH, Sulz-
feld) eingesetzt. Alle Tierversuche wurden in einer voll-
klimatisierten Kammer (relative Luftfeuchtigkeit 55 %,
Temperatur 23 °C) bei kiinstlicher Beleuchtung (07.00
Uhr bis 19.00 Uhr Démmerlicht) durchgefihrt. Die Ratten
wurden in Makrolonkéfigen mit Makrolondeckeln gehal-
ten. Eine kontaminationsarme Haltung ohne Einstreuma-
terial war durch das Einlegen von Makrolonrosten mit
enger Spaltenweite als zweiter Kifigboden mdglich.

Tab.1 Komponenten der Versuchsdidt

Komponenten relativer Anteil (%)
Casein 20,0
Stirke 32,8
Saccharose 30,0
Kokosfett 6,5
Distels] 1,5
Cellulose 3,0
Mineralstoffmischung! 2,0
Vitaminmischung? 4,0
DL-Methionin 0,2

! Mineralstoffmischung pro kg Didt: Na;HPO,, 9,53 g; KH2PO,,
8,20 g; KCl, 6,00 g; MgCla- 6 H20, 3,40 g; CaCOs, 13,6 g; FeSO4-
7 H,0, 248,8 mg; ZnS04- 7 H20, 219,9 mg; CuS04- Hy0, 47,2 mg;
MnSOs- 1 H20, 123,1 mg; NiSO4- 6 H20, 4,5 mg; KJ, 9,0 mg; NaF,
1,2 mg; NapMoOy - 2 H20, 0,5 mg; SnCly- 2 H0, 0,6 mg; Na,SeO;
- 5 H20, 0,7 mg; CrCls - 6 H0, 0,5 mg; NH4VOs3, 0,2 mg; Na,SiOs
- 5 H20, 1,5 mg.

2 Vitamine pro kg Diét: Vitamin A, 5000 LE.; Vitamin Ds,
300 LE.; a-Tocopherolacetat, 150 mg; Menadion-Na-bisulfit,
5 mg; Thiaminiumdichlorid, 5 mg; Riboflavin, 10 mg; Pyridoxin-
hydrochlorid, 6 mg; Ca-D-Panthothenat, 50 mg; Nikotinsiure,
20 mg; Cholinchlorid, 1 g; Folsdure, 200 pg; Vitamin By, 25 ug;
Saccharose ad 20 g.

Tab. 2 Pb-Konzentration in den Didten (Mittelwert und Standard-
abweichung aus Dreifachbestimmungen)

Versuch/Pb-Zulagestufe Pb-Konzentration (ng/g TS)

Versuch 1 und Versuch 3

0 ppb Pb 63+ 12
100 ppb Pb 97+ 12
200 ppb Pb 229 + 54
400 ppb Pb 371 £ 58
600 ppb Pb 652+ 52
800 ppb Pb 1025 £ 139
Versuch 2

0 ppb Pb 26+ 4
200 ppb Pb 234 + 13
800 ppb Pb 799 + 55

Trinkwasser (0,014 % NaCl-haltiges Reinstwasser) stand
den Tieren iiber Nippelflaschen zur freien Verfiigung. Fiir
alle Versuche wurden halbsynthetische Didten auf Ca-
sein-Basis hergestellt. Die Komponenten der Didt sowie
die Zusammensetzung der zugesetzten Mineralstoff- und
Vitaminmischungen sind in Tabelle 1 dargestellt. Casein
wurde in Anlehnung an Methoden von Schnegg und
Kirchgessner (34) aus Magerquark gewonnen. Dazu wur-
den die fiir das Umfillen und Entfetten des Magerquarks
bendtigten Losungen, wie bei Reichlmayr-Lais (24) im
Detail beschrieben, gereinigt. Die Mengenelemente
(Reinheitsgrad suprapur, Fa. Merck, Darmstadt) und die
Vitamine (Fa. Hoffmann-La Roche, Basel) wurden zur
besseren Verteilung mit Stirke, Saccharose, Cellulose,
Casein und DL-Methionin in einem Rhénradmischer (Fa.
Engelsmann, Ludwigshafen) vorgemischt. Zum Anteigen
wurden der Didt die Spurenelemente in geloster Form
sowie die verfliissigte Fettkomponente zugesetzt. Die
Analyse der kalkulierten Blei(Il)-acetat-3-hydrat-Zulagen
in der Di#it (siche Tab. 2) erfolgte invers-voltammetrisch
(464 VA Processor, Metrohm, Herisau, Switzerland).

Versuch 1

Insgesamt 54 zugekaufte weibliche Ratten wurden in
6 Behandlungsgruppen mit je 9 Tieren mit gleicher mitt-
lerer Lebendmasse (35,4 g + 4,8 g) eingeteilt. Die Tiere
wurden einzeln aufgestallt und erhielten die beschriebene
halbsynthetische Diét (Tab. 1), die sich lediglich in ihrem
Pb-Gehalt unterschied (Tab. 2). Nach 19 Versuchstagen
wurden alle Tiere getotet.

Versuch 2

Insgesamt 72 zugekaufte weibliche Ratten wurden in
3 Behandlungsgruppen mit je 24 Tieren mit gleicher mitt-
lerer Lebendmasse (38,7 g + 2,2 g) eingeteilt. Die Tiere
wurden einzeln aufgestallt und erhielten die beschriebene
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Versuchsdidt (Tab. 1) mit unterschiedlichen Pb-Zulagen
(Tabelle 2). Am Versuchstag 28 und am Versuchstag 41
wurden jeweils 8 Tiere jeder Behandlungsstufe zur Ana-
lyse aus dem Versuch entnommen. Die jeweils 8§ Tiere
pro Gruppe wurden an den beiden Versuchstagen nach
ihrer mittleren Lebendmasse ausgewdhlt, so daBl die mitt-
lere Lebendmasse der entnommenen und der im Versuch
verbleibenden Tiere der jeweiligen Gruppe iibereinstimm-
te. Die restlichen 8 Rattenweibchen jeder Gruppe wurden
zur Erzeugung einer Fi-Generation ab dem 42. Versuchs-
tag nach Feststellung der Briinstigkeit iiber Nacht mit
zugekauften Rattenbbcken gepaart. Nach der Graviditit
und einer 13tdgigen Laktationsperiode wurden die Mut-
tertiere getbtet und das Probenmaterial entnommen. Das
Probenmaterial der Nachkommen (Fi-Generation) wurde
wurfweise gepoolt.

Versuch 3

Insgesamt 108 zugekaufte weibliche Ratten wurden in
6 Behandlungsgruppen mit je 18 Tieren mit gleicher mitt-
lerer Lebendmasse (38,4 g + 4,2 g) eingeteilt. Die Tiere
wurden paarweise aufgestallt und innerhalb einer Behand-
lungsgruppe so verteilt, da zu Versuchsbeginn die mitt-
lere Lebendmasse von 10 ausgewdhlten Tieren mit der
mittleren Lebendmasse der gesamten Gruppe identisch
war. Die Tiere erhielten die lediglich im Pb-Gehalt un-
terschiedliche Versuchsdidt (Tab.1, 2). Nach 21 Ver-
suchstagen wurden die anfanglich ausgewdhlten 10 Tiere
pro Gruppe getdtet. Als zweiter Untersuchungszeitpunkt
wurde Versuchstag 28 festgelegt.

Gewinnung, Aufbereitung und Analytik
des Probenmaterials und statistische Verrechnung

Die Tiere wurden am Ende der jeweiligen Versuchsperi-
ode 10 h geniichtert und nach einer Ethernarkose deka-
pitiert und entblutet. Das Blut wurde iiber Glastrichter
zum Teil in verschlieBbare 4 ml-Probenréhrchen mit Ge-
rinnungshemmer (Gefifwand mit EDTA di-Kaliumsalz
beschichtet, Fa. Sarstedt) aufgefangen. Die Blutproben
der Fi-Generation in Versuch 2 wurden je Wurf gepoolt.
Alle mit Gerinnungshemmer versetzten Vollblutproben
wurden bis zur Messung des Blutbildes vorsichtig auf
einem Coulter Mixer (Fa. Denley-Tech., England) umge-
schwenkt.

Zur Bestimmung des Blutbildes wurden folgende hi-
matologischen Parameter mit einem quantitativen, auto-
matischen Blutanalysator (Coulter CounterZ Modell T-
840, Fa. Coulter Electronics, Krefeld) ermittelt:
Blutzellzahlen: Leukozyten (WBC), Erythrozyten (RBC),
Thrombozyten (PLT); Hidmoglobingehalt (HGB); Héma-
tokrit (HCT); Erythrozyten-Indizes: mittleres corpuskuld-
res Volumen (MCV), mittlerer corpuskuldrer Himoglo-

bingehalt (MCH}, mittlere corpuskulidre Hamoglobinkon-
zentration (MCHC).

Die Eichung der Mefigréfien erfolgte an jedem MeBtag
neu mit stabilisiertem Kontrollblut (4 CRPLUS-normal,
-abnormal niedrig, -abnormal hoch, Fa. Coulter Electro-
nics). Die himatologischen Parameter wurden innerhalb
1 h nach dem Auffangen des Tierblutes bei Raumtempe-
ratur bestimmt.

Die Ergebnisse der jeweils einfaktoriellen Versuche
wurden mit dem Statistik-Programm Minitab (Version
7.1, 1989) varianzanalytisch ausgewertet. Bei signifikan-
tem F-Wert (p < 0,05) wurde mit dem Fisher-Test ein
multipler Mittelwertsvergleich durchgefiihrt. Die im Er-
gebnisteil zu den Mittelwerten angegebenen +-Werte sind
die Standardabweichungen der Einzelwerte. Signifikant
voneinander verschiedene Mittelwerte (p < 0,05) wurden
durch unterschiedliche Hochbuchstaben gekennzeichnet.

Ergebnisse

Das Blutbild blieb in Versuch 1 nach 19 Versuchstagen
durch die Pb-Zulagen zur Didt in den Parametern WBC,
RBC, HGB, HCT, MCH und MCHC unbeeinflufit
(Tab. 3). Es konnten keine Verdnderungen im Sinne eines
anidmischen Befundes festgestellt werden. Dagegen beein-
fluBite der Pb-Gehalt in der Diét das mittlere corpuskulire
Zellvolumen der Erythrozyten und die Gesamizahl der
Thrombozyten. Das MCV nahm mit zunehmender Pb-
Substitution ab und war in der Gruppe ohne Pb-Zulage
um 12 % gegeniiber der Gruppe mit 800 ppb Pb erhéht.
Die Gesamtzahl der Thrombozyten nahm mit steigender
Pb-Zufuhr zu, wobei die 100 ppb Pb Gruppe den nied-
rigsten Wert aufwies. Im Vergleich zum Wert der Gruppe
mit 800 ppb Pb war die Anzahl der Thrombozyten in der
Gruppe mit 0 ppb Pb um 33 %, in der mit 100 ppb Pb
um 50 % vermindert.

In Tabelle 4 (Tag 28 und Tag 41) und Tabelle 5 (Tag
13 der Laktation (Go- und F)-Generation)) sind die Blut-
bilder der Tiere aus Versuch 2 dargestellt. Am Versuchs-
tag 28 zeigte sich bei den Blutwerten der an Blei deple-
tierten Tiere ein deutlicher Riickgang aller Blutzellzahlen
und der Himoglobinkonzentration. In der Depletionsgrup-
pe lag eine starke Verminderung der WBC (-65 %), der
RBC (-39 %) und der PLT (-80 %) vor. Die Himoglo-
binkonzentration und der Hamatokritwert waren um 37 %
erniedrigt. Da das mittlere corpuskulire Volumen der
Erythrozyten (MCV) und die Parameter MCH und MCHC
in der Gruppe ohne Pb-Zulage im Vergleich zu den an-
deren Gruppen unverindert blieben und die festgestellte
Abnahme der Hdmoglobinkonzentration und der Erythro-
zytenzahl nahezu parallel verlief, 1468t sich der am Tag 28
in der Pb-Depletionsgruppe vorliegende Befund auch als
normochrome normozytire Panzytopenie zusammenfas-
sen.
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Tab. 3 Blutbild der Tiere aus Versuch 1 am Tag 19 bei unterschiedlichen Pb-Zulagen in der Diit

Pb-Zulagen in der Diét (ppb)

Parameter 0 100 200 400 600 800
n=9 n=9 n=9 n=9 =9 n=9
WBC x 11,8 11,2 13,0 10,6 10,6 11,4
0% *s 1,9 2,4 2,9 2,8 2.4 3,7
RBC X 5,8 6,0 5,9 5,9 6,2 6,0
1012/1) +s 0,4 0,4 0,3 0,4 0,4 0,3
HGB x 10,7 11,3 10,8 10,8 10,7 10,2
(g/dD) +s 0,9 1,1 0,9 0,8 0,8 1,0
HCT x 33,4 34,3 33,1 32,9 32,6 30,6
(%) +s 2,9 3,0 2,3 2,1 1,9 2,1
MCV X 57,3¢ 56,8bc 56,20¢ 55,50 53,00 51,08
(1m?) e 2,4 4,5 5,1 5,3 5,1 3,6
MCH X 18,5 18,8 18,4 18,2 17,4 17,2
(rg) * 1,5 1,6 2,0 1,4 2,0 1,9
MCHC X 32,2 33,0 32,7 32,6 32,8 33,1
(g/dh +s 2,1 0,8 0,9 0,8 0,7 1,0
PLT X 892sb 6642 90gab 9]8ab 1 274%¢ 1 340¢
109/ +s 373 331 318 456 458 467

Tab. 4 Blutbild der Tiere aus Versuch 2 am Tag 27 und Tag 41 bei unterschiedlichen Pb-Zulagen in der Dist

Tag 28 Tag 41
Pb-Zulagen in der Diit Pb-Zulagen in der Diit

Parameter 0 ppb 200 ppb 800 ppb Parameter 0 ppb 200 ppb 800 ppb

n=28 n=8 n=3§ n=28 n=8 n=28
WBC X 472 7,6 13,5b WBC X 9,4 11,9 11,3
1o/ +s 3,0 4.4 46 109/ +3 3,2 2,0 2,6
RBC X 3,52 4,42 5,7 RBC X 6,9 7,1 7,5
(10121 +s 1,5 1,3 0,9 (101271 +s 0,8 0,4 0,3
HGB X 7,5 9,0 11,9 HGB X 13,1 13,6 14,2
(g/d1) 45 2,9 2,5 1,5 (dl) +g 1,7 0,7 0,6
HCT X 21,3 25,6 33,7b HCT X 40,7 42,3 43,9
(%) +s 8,9 7,3 4,6 (%) +s 5.3 2,3 1,9
MCV x 61,4 58,3 59,3 MCV X 59,3 58,6 58,9
(pm3) +s 1,6 3,4 3,2 (1Lm?) +5 1,8 2,1 1,4
MCH X 21,8 20,7 21,0 MCH X 19,1 19,1 19,0
(pg) is 0,9 1,4 1,2 rg) +s 0,9 0,5 0,4
MCHC x 35,6 35,5 35,3 MCHC X 32,3 32,2 32,3
(g/dD) +s 1,1 0,7 0,6 (gran +s 0,8 0,3 0,3
PLT X 1572 334a 7670 PLT X 1 003 1123 1051
109 +s 227 330 372 10%/1) +s 392 157 140
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Nach 41 Versuchstagen war in keinem Parameter ein
statistisch signifikanter Einflul der Pb-Versorgung auf
die erfafiten hdmatologischen Kenngréfien festzustellen.
Im Vergleich zu Tag 28 hatten sich demnach die Ver-
hiltnisse im Vergleich der Blutbilder der unterschiedlich
mit Blei versorgten Gruppen deutlich gedndert. Mit Aus-
nahme der Parameter MCH und MCHC fiel insgesamt
ein im Vergleich zum Tag 28 erhdhtes Mefiniveau der
Blutbildparameter auf. Dieser Anstieg ist auf das héhere
Alter der Tiere zuriickzufiihren.

Am Versuchsende stellten sich hinsichtlich des Blut-
bildes der laktierenden Muttertiere dhnliche Verhdltnisse
wie nach 41 Versuchstagen dar. Es zeigte sich in keinem
Parameter ein statistisch abzusichernder Einflufl der un-
terschiedlichen Pb-Didtgehalte auf das Blutbild in der
Go-Generation.

Auch in den Blutbildern der Nachkommen, die bis
zum 13. Laktationstag ausschliellich {iber die Mutter-
milch erndhrt wurden und selbst noch keine Didt aufge-
nommen hatten, blieb die unterschiedliche Pb-Versorgung
der Muttertiere ohne statistisch signifikanten EinfluB
(Tabelle 5). Lediglich im Gruppendurchschnitt der RBC,
des HGB- (p = 0,099) und des HCT-Wertes (p = 0,104)
war tendenziell eine schwache Verminderung bei den

Nachkommen der Pb-depletierten Muttertiere hier eher im
Vergleich zu den Nachkommen der 200 ppb Pb Gruppe
zu erkennen. Das auffallend niedrige MeBniveau der hé-
matologischen KenngréBen der Fi-Generation in allen
Gruppen ist auch hier entwicklungsbedingt.

Die Tabelle 6 (Tag 21) und Tabelle 7 (Tag 28) zeigen
die Ergebnisse der hidmatologischen Untersuchungen in
Versuch 3. Am 21. Versuchstag wurde in den Gruppen
0 ppb Pb-Zulage und 100 ppb Pb-Zulage in der Didt im
Vergleich zu den Gruppen mit steigendem Pb-Gehalt in
der Diét eine statistisch signifikante Verminderung aller
Blutzelizahlen und der Himoglobinkonzentration festge-
stellt. Dabei fiel auf, daB teilweise die Gruppenmittelwer-
te der 100 ppb Pb-Gruppe numerisch kleiner als die der
Gruppe ohne Pb-Zulage in der Didt waren und daB sich
bei einzelnen Parametern der kontinuierliche Anstieg der
MefBgréBen bei zunehmenden Pb-Zulagen nicht immer bis
in die 800 ppb Pb-Gruppe fortsetzte (RBC, HGB, HCT).
Im Detail lieBen sich folgende Verinderungen der Blut-
bilder der unterschiedlich mit Blei versorgten Gruppen
absichern: Die Anzahl der WBC war in der Gruppe ohne
Pb-Zulage um 27 %, in der 100 ppb Pb-Gruppe um 33 %
im Vergleich zur Gruppe mit 800 ppb Pb in der Diit
vermindert. Bei den Erythrozyten zeigte sich in der Pb-

Tab. 5 Blutbild der Tiere der Go- und der Fi-Generation aus Versuch 2 am 13. Laktationstag bei unterschiedlichen Pb-Zulagen in der

Didt

13. Laktationstag-Go-Generation

Pb-Zulagen in der Diit

13. Laktationstag-F;-Generation

Pb-Zulagen in der Diit

Parameter 0 ppb 200 ppb 800 ppb Parameter 0 ppb 200 ppb 800 ppb
1n == 8 n= 6 n= 6 Nwurf = 8 Nwurf = 6 Nwurf = 6
WBC X 7,5 10,1 6,6 WBC X 4.4 49 3,6
) +s 3,0 4.1 2,3 101 ts 1,8 1,9 1,4
RBC X 6,9 6,4 6,5 RBC X 1,9 2,5 2,2
oz +s 1,1 0,8 1,2 (1019/1) +3 0,5 0,6 0,8
HGB X 13,1 12,4 12,4 HGB X 3,9 5,4 4.4
(g/d) +s 2,0 1,2 2,3 (g/dl) +s 1,2 0,9 1,6
HCT X 37,4 35,1 34,7 HCT X 11,1 16,3 13,3
(%) +s 6,0 3,2 6,6 (%) +s 3,6 3,3 5,5
MCV X 54,2 54,8 53,4 MCV X 57,8 65,3 59,1
(nm3) +8 1,9 3.4 1,3 (um3) +s 5,4 7,1 3,6
MCH X 19,0 19,3 19,0 MCH X 20,4 21,8 19,9
(pg) *s 0,7 1,2 0,4 pg) +s 2,5 2,8 1,5
MCHC X 35,0 35,2 35,6 MCHC X 35,2 33,3 33,7
(g/dD) ts 0,8 0,5 0,3 (g/d1) +s 2,7 1,5 2,7
PLT X 613 722 607 PLT x 181 229 96
10971y +s 291 213 277 1091 +s 84 219 67
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Tab. 6 Blutbild der Tiere aus Versuch 3 am Tag 21 bei unterschiedlichen Pb-Zulagen in der Didt
Pb-Zulagen in der Diét (ppb)
0 160 200 400 600 800
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
WBC X 7,5 6,92 11,2¢ 8,48be 10,20 10,3¢
(10°71) +s 2,5 2,5 33 1,7 4,0 3,5
RBC X 4,52 4,84 5,4bc 5,2be 5,5¢ 5,2b¢
(10%2/1) +s 0,8 0,7 0,5 0.4 0,5 0,5
HGB X 8,78 9,58 10,8 10,9¢ 10,2 9,7b¢
(g/dl) +s 1,6 1,5 1,3 0,9 1,0 1,1
HCT X 26,12 28,2ab 32,1¢ 32,5¢ 31,2b¢ 30,2bc
(%) +s 4,6 3,8 33 2,6 2,7 3,2
MCV X 58,2 58,4 59,0 62,7 56,9 57,6
(um?) *s 3.9 2,9 4,9 1,7 2,5 3,3
MCH x 19,4 19,8 19,8 21,1 8,7 8,
(pg) +s 1,6 1,3 2,0 0,8 1,1 1,1
MCHC X 333 33,8 33,5 33,7 32,8 32,7
(g/dD +s 0,7 2,2 0,8 0,5 0,7 0,6
PLT x 1402 2924b 492b¢ 413be 49Qbe 627¢
(10°/1) +s 99 273 257 236 370 283

Depletionsgruppe ein gegeniiber der 600 ppb Pb-Gruppe
um 18 % und gegeniiber der 800 ppb Pb-Gruppe um 13 %
erniedrigter Wert. Die Hémoglobinkonzentration fiel in
der Gruppe ohne Pb-Zulage um 15 % bzw. 10 % im
Vergleich zur 600 ppb Pb- bzw. 800 ppb Pb-Gruppe ab.
Der Hiamatokritwert war im Vergleich dieser Gruppen
analog um 16 % bzw. 14 % vermindert. Der Riickgang
der Thrombozyten in der O ppb Pb-Gruppe gegeniiber den
beiden Gruppen mit der hdchsten Pb-Versorgung betrug
71 % bzw. 78 %, der in der 100 ppb Pb-Gruppe im
Vergleich zur 800 ppb Pb-Gruppe 53 %.

Insgesamt konnen die hier am Tag 21, wie die im
Versuch 2 (Tag 28) festgestellten Verdnderungen in den
Blutbildern der beiden Pb-arm versorgten Gruppen als
normochrome, normozytire Panzytopenie klassifiziert
werden. Die Ermittlung der hdmatologischen KenngréB8en
MCV, MCH, MCHC ergaben am Versuchstag 21 keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den ver-
schieden mit Blei versorgten Gruppen.

Am Versuchstag 28 (Tab. 7) stellte sich ein deutlich
geringerer Einflull der unterschiedlichen Pb-Versorgung
auf das Blutbild der Tiere dar. Keine der am Tag 21
verdnderten himatologischen Kenngroflen hing zu diesem
Untersuchungszeitpunkt statistisch signifikant vom Pb-
Gehalt der Didt ab. Lediglich bei den Parametern MCV
und MCH wurde ein schwacher absicherbarer Effekt des

Behandlungsfaktors gemessen. Es lieB sich allerdings
kein gerichteter Einflufl der steigenden Diét-Pb-Konzen-
trationen ableiten. In der 400 ppb Pb-Gruppe bzw. der
800 ppb Pb-Gruppe lagen die Extremwerte dieser Bestim-
mung; dazwischen schwankten die Gruppenmittelwerte
der restlichen Pb-Zulagestufen ohne Reihung.

Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung wurde das Blutbild —
es umfalit hier die Bestimmung der Blutzellzahlen (WBC,
RBC, PLT), des Himoglobingehaltes (HGB), des Hima-
tokritwertes (HCT) und der Erythrozytenindizes (MCV,
MCH, MCHC) - zu unterschiedlichen Versuchszeitpunk-
ten bei wachsenden Ratten im Pb-Mangel und in einem
Fall bei Nachkommen ermittelt.

Veridnderungen im Blutbild im Sinne andmischer Er-
scheinungen sind flir verschiedene Spurenelemente bei
mangelnder Versorgung der Tiere bekannt. Zahlreiche
Untersuchungen beschreiben die Verminderung der RBC,
der HGB-, der HCT- und der MCV-Werte (hypochrome,
mikrozytéire Andmie) im Fe-Mangel (7, 9, 21). Cu-Man-
gel fiihrt ebenso zu einer durch eine Verwertungsstérung
des Eisens verursachten hypochromen mikrozytiren An-
dmie (6, 10). Kim et al. (12) fanden in einer zweifakto-
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Tab. 7 Blutbild der Tiere aus Versuch 3 am Tag 28 bei unterschiedlichen Pb-Zulagen in der Didt

Pb-Zulagen in der Didt (ppb)

0 100 200 400 600 800
n=28 n=3y n=3§ n=2_8 n=28 n=3_8
WBC X 8,9 7.5 8,9 8,1 8,1 8,5
(10971 +3 2,6 3,1 2,8 3,2 2,7 4,0
RBC X 5,4 4,9 5,2 48 4,9 5,3
(101211 +s 0,8 0,6 0,8 0,9 1,0 0,8
HGB X 10,7 9,8 9.9 9,7 9,5 9,6
(g/dI) +5 1,6 0,9 1,3 1,3 1,6 1,3
HCT X 31,1 28,3 29,3 27,9 27,1 28,6
(%) +s 4,6 3,1 40 3,9 5,4 2,8
MCV X 57,5be 57,6be 56,3abe 58,9¢ 55,3ab 54,]a
(um?) +s 2,6 2,2 2,0 4,1 2,6 43
MCH X 19,7be 19,9%¢ 19,1 20,7¢ 19,58be 18,12
(pg) i3 1,0 1,3 0,7 2.4 1,1 1,8
MCHC X 34,4 34,5 33,9 35,0 35,3 33,4
(g/dD +s 0,6 1,0 0,7 2,0 1,2 1,7
PLT X 368 248 207 254 522 331
aos/n s 220 194 136 229 393 265

riellen Untersuchung mit verschiedenen Fe- und Cu-Zu-
lagestufen, daB sich das bei mangelnder und suboptimaler
Fe-Versorgung aufiretende Erscheinungsbild der hypo-
chromen Andmie morphologisch von makrozytir im Cu-
Mangel iiber normozytdr bei ausreichender und hoher, zu
mikrozytir bei iliberhdhter Cu-Zufuhr dnderte. Fiir die
Spurenelemente Zink und Mangan sind die Angaben in
der Literatur hinsichtlich der hdmatologischen Verinde-
rungen bei mangelnder Zufuhr nicht cinheitlich. Im Zink-
Mangel werden sowohl eine Verminderung der Himoglo-
binkonzentration (16, 19) als auch eine Erhohung bzw.
unverinderte Werte berichtet (3). Auch im Mangel an
Mangan zeigten sich bei Ratten ein verminderter Hima-
tokrit sowie verminderte Konzentrationen an Himoglobin
(11, 18). Aber nicht nur bei einem Mangel der , kiassi-
schen® Spurenelementen, sondern auch bei einem Mangel
an verschiedenen Ultra-Trace-Elements, wie Nickel (34,
39), Rubidium (1) und Brom (2) konnten bei verschiede-
nen Spezies verdnderte himatologische Parameter nach-
gewiesen werden.

Die Angaben in der Literatur iiber Blutbildverdnderun-
gen bei Ratten aufgrund einer unzureichenden alimenti-
ren Pb-Versorgung beschrinken sich auf Studien von
Reichlmayr-Lais und Kirchgessner (25, 26, 28, 31) und
eine Untersuchung von Uthus und Nieisen (40). In zwei-
faktoriell angelegten Studien mit verschiedenen Pb- und

Fe-Zulagen in der Didt konnten Uthus und Nielsen (40)
bei Ratten der Fi-Generation am Tag 28 und am Tag 35
durch eine Pb-arme Versorgung bei einer Fe-Zulage von
50 ppm in der Diédt himatologische Verdnderungen indu-
zieren (HGB: -17 %; HCT: -15 %). Bei hoheren Fe-Zu-
lagen in der Didt (250 ppm, 1 000 ppm) und bei dlteren
Tieren traten die Pb-Effekte dagegen nicht auf. Bei den
hidmatologischen Untersuchungen von Reichlmayr-Lais
und Kirchgessner (26, 31) wurden erst bei Nachkommen
von Pb-arm (Depletionsdidt: < 15 ppb Pb, 18 ppb Pb)
versorgten Muttertieren einzelne statistisch signifikant er-
niedrigte Blutparameter (z.B. HGB: -25 %; HCT: -22 %;
MCV: -23 %; MCH: -28 %) festgestellt. Auch klinische
Symptome einer Anéimie fielen in der Fi-Generation von
Muttertieren, die Pb-arm versorgt wurden, bereits wih-
rend der Sdugezeit auf. Neben blassen Ohren und Extre-
mitdten fanden sich in der Pb-Mangelgruppe auch Tiere
mit wenig dichtem Fell und teilweise kahle Stellen an
den Flanken. Da Reichlmayr-Lais und Kirchgessner (25,
26, 28, 31) in den genannten Untersuchungen die Para-
meter WBC und PLT nicht bestimmten, kdnnten auch in
diesen ersten systematischen Pb-Mangelstudien umfassen-
dere Stérungen im Blutbild, wie sie die hier beschriebe-
nen Befunde ergaben, vorgelegen haben.

In den hier beschriebenen Pb-Mangelstudien waren in
Versuch 2 am Tag 28 und Versuch 3 am Tag 21 bei den
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Mangeltieren alle Blutzellzahlen sowie der HGB- und
HCT-Wert erniedrigt, der MCV- und der MCH-Wert je-
doch zu den genannten Untersuchungszeitpunkten von
den Pb-Konzentrationen in der Didt unbeeinflufit. Diese
Form der Stérung im Blutbild 148t sich als normozytire,
normochrome Panzytopenie zusammenfassen (Tab. 3 und
5). Dagegen waren in Untersuchungen von Reichlmayr-
Lais und Kirchgessner (25, 26, 28, 31) die RBC-Werte
zu keinem Zeitpunkt im Pb-Mangel reduziert, die Ery-
throzytenindizes MCV, MCH und MCHC stellten die
sensitivsten Parameter in diesen Pb-Mangelversuchen dar.
Dabei fanden die Autoren ausschlieBlich die z.T. erheb-
liche Verminderung dieser Grofien bei Pb-verarmten Tie-
ren, so daB sie ihre Befunde als mikrozytére, hypochrome
Andmie charakterisierten. Insofern unterscheiden sich Art
und Ausprigung der Pb-bedingten Stdrungen im Blutbild
von der hier zu den kritischen Untersuchungszeitpunkten
in Versuch 2 (Tag 28) und in Versuch 3 (Tag 21) fest-
gestellten Verinderungen im Blutbild, zumal hier der
sensitivste Parameter im Blutbild bei Pb-Mangel die PLT-
Fraktion zu sein scheint. Eine direkte Vergleichbarkeit
der Befunde in den Studien von Reichlmayr-Lais und
Kirchgessner (25, 26, 28, 31) und von Uthus und Nielsen
(40) mit den hier beschriebenen Ergebnissen ist jedoch
wegen zahlreicher Unterschiede in duBleren Versuchsfak-
toren (z.B. Zusammensetzung und Herstellung der Grund-
didt; Art der eingesetzten Fe-Verbindung; Geschlecht und
Generation der Versuchstiere; Tierhaltung) und insbeson-
dere der unterschiedlichen Pb-Konzentrationen der Man-
geldidten (Reichlmayr-Lais und Kirchgessner (26, 31,
32): 18 ppb bzw. < 15 ppb Pb; hier: 26 ppb bzw. 63 ppb
Pb) nicht ohne weiteres méglich. Prinzipiell bieten sich
folgende Erklirungsmdéglichkeiten fiir die in den vorlie-
genden Pb-Mangelstudien festgestellten temporir auftre-
tenden massiven Verdnderungen hématologischer Kenn-
gréfBen:

Zum cinen kénnte im Knochenmark die Produktion
bzw. die Ausschwemmung aller Blutzellinien gestért sein,
andererseits wire ein erhShter Abbau aller Blutzellen in
der Peripherie (= Hémolyse) denkbar. Da eine ausfiihrli-
che Untersuchung des Knochenmarks der Tiere in Ver-
such 2 am Tag 28 (5) keine pathologischen Verinderun-
gen an den Orten der Blutbildung bei der Pb-arm
versorgten Gruppe im Vergleich zur 200 ppb Pb- und 800
ppb Pb-Gruppe aufzeigen konnte, scheinen am ehesten
sog. ,,periphere Phiinomene®, die letztlich eine Himolyse
bedingen, fiir die voriibergehenden Stérungen im Blutbild
verantwortlich zu sein. Hémolytische Andmien lassen
sich nach ihrer Genese in zelluldr, extrazellular und kom-
biniert zelluldr und extrazelluldr bedingte Formen eintei-
len. Vor allem die extrazelluldr bedingten himolytischen
Animien sind erworbener Natur und entstehen durch im-
munologisch bedingte Prozesse, durch Infektionen oder
chemische Noxen. Gerade der passagere Charakter aller
Befunde 14}t eine Zuordnung der Pb-induzierten himoly-
tischen bzw. panzytopenischen Erscheinungen bei wach-

senden Ratten zum Bereich der immunologisch bzw. au-
toimmunologisch bedingten Andmien plausibel erschei-
nen (8). Beim Menschen sind zahlreiche Vertreter von
Autoantikdrpern bzw. -antigenen, die mdglicherweise als
auslosende Faktoren kurzfristiger krisenhafter Stérungen
im Blutbild fungieren, beschrieben (z.B. Thrombozyten-
(38) und Erythrozytenautoantikdrper (4, 23); Leukozyten-
antigene (20)). Trotz der Anwendung weiterer Diagnose-
parameter (Autohdmolyse-Tests, osmotische Resistenz,
HGB-Elektophorese) ist dennoch die Atiologie von etwa
10 % der hdmolytischen Erkrankungen dieses Typs un-
geklirt (17, 23). Auch Membranskelettdefekte der Ery-
throzyten kdénnen Andmien mit transientem (= passage-
rem) Charakter induzieren. Dabei bewirken minimale
Veriéinderungen der Proteinstruktur z.B. durch nicht kom-
pensierten oxidativen Stress Storungen der Membraninte-
gritit der RBC. Derart verdnderte Erythrozyten werden
bereits nach 10tdgiger Lebensdauer — sonst zirka 120
Tage — in der Milz sequestriert (22).

Méglicherweise konnte durch eine stiirkere Differen-
zierung der Untersuchungsparameter kiinftig die physio-
logische Bedeutung des Bleis im Zusammenhang mit dem
vermutlich hdmolytisch bedingten vermehrten Blutzellun-
tergang bei Pb-arm versorgten Tieren weiter eingeengt
werden.

In Versuch 1 am Tag 19 und zu den spiteren Zeit-
punkten in Versuch 2 (Tag 41, 13. Tag der Laktation)
bzw. Versuch 3 (Tag 28) war weder das Bild einer An-
dmie noch das einer Panzytopenie festzustellen. Lediglich
die Zahl der PLT (nur Versuch 1) und Erythrozytenindi-
zes MCV und MCH (Versuch 1 und 3) reagierten signi-
fikant auf die unterschiedlichen Pb-Zulagen. Demzufolge
sind Art und Schweregrad der Stérungen im Blutbild iiber
die jeweilige Versuchsdauer nicht einheitlich. In Ver-
such 1 wurde eine fiir Mangelversuche ungewdhnlich
kurze Versuchsphase von 19 Versuchstagen gewihlt, um
einen moglichen Zusammenhang von den von
Reichlmayr-Lais und Kirchgessner (32) ab diesem Ver-
suchszeitpunkt an wachsenden Ratten festgestellten klini-
schen Mangelsymptomen anhand von Stérungen im Blut-
bild zu iiberpriifen. Die Befunde in Versuch 1 lassen es
jedoch nicht zu, eine Animie oder dhnlich gravierende
Blutbildverinderungen als Ursache fiir die Wachstumsde-
pression und das Auftreten von Fellabnormalititen Pb-
arm versorgter Ratten (32) zu diesem frithen Zeitpunkt
anzunehmen. Womdglich deutet sich aber in der mit stei-
genden Pb-Zulagen in der Difit festgestellten Erniedri-
gung des MCV — siehe auch Versuch 3 ~ Tag 28 — ein
verzbgerter Reifungsprozel der Pb-arm versorgten Tiere
im Vergleich zu den Kontrollgruppen an.

Physiologischerweise nimmt nimlich in den ersten
Wochen der postnatalen Entwicklung der Ratte das MCV
sukzessive ab (nach Sanderson und Phillips (33): MCV-
3. Woche: 62 um?, MCV-26. Woche: 51m3). Somit kénn-
ten die niedrigen MCV-Werte der Gruppen mit 600 ppb
Pb bzw. 800 ppb Pb-Zulage in der Diit in Versuch 1 und
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Versuch 3 — Tag 28 als Parameter einer Pb-bedingten
glinstigeren Entwicklung der Tiere verstanden werden.
Die in Versuch 1 ebenfalls festgestellte Erniedrigung der
Thrombozytenzahl (PLT) bei unzureichender Pb-Versor-
gung konnte als ersten Anzeichen der in Versuch 2 und
Versuch 3 jeweils zu den frithen Zeitpunkten auftretenden
umfassenden hdmolytischen Krise — neben den PLT sind
alle Blutzellzahlen vermindert — der Pb-arm versorgten
Tiere interpretiert werden. Da auch verschiedene in einer
weiteren Untersuchung (5) diskutierten Himolyse-Marker
in Versuch 1 in den Depletionsgruppen ansprachen, schei-
nen die zu diesem Zeitpunkt ermittelten Blutbildverdnde-
rungen das Frithstadium der in Versuch 2 und in Ver-
such 3 zu den frilhen Untersuchungszeitpunkten
manifesten Panzytopenien darzustellen.

Als weitere Erklarungsmdéglichkeit fiir die bei wach-
senden, Pb-arm versorgten Ratten festgestellten voriiber-

gehenden biochemischen Stdrungen, wire auch eine ver-
zdgerte bzw. nicht ausreichende Mobilisierung von ge-
speichertem Blei an den ,kritischen Versuchstagen® vor-
stellbar. Beispielsweise beschreiben Schwarz und
Kirchgessner (37) in Zn-Mangelstudien mit Kihen und
Schiilein et al. (36) in Studien mit Ratten eine zwischen-
zeitliche Abnahme der Intensitit von klinischen Mangel-
symptomen bzw. periodische Schwankungen der Futter-
aufnahme bei den Mangeltieren. Mdoglicherweise geniigt
aber im Fall des ,,ultratrace element” Blei — wie der
weitere Versuchsverlauf zeigte — die Mobilisierung von
korpercigenen Reserven doch, um die biochemischen
Stoffwechselverinderungen zumindest in den hier beob-
achteten Versuchsabschnitten und bei den vorliegenden
Pb-Konzentrationen der Mangeldiéten vollstindig zu nor-
malisieren.
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