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Zusammenfassung Der Einflufi
eines alimentéiren Bleimangels auf
die Knochenmarksmorphologie und
verschiedene Hamolysemarker im
Serum wurde in zwei Wachstums-
versuchen und einem Generationen-
versuch mit weiblichen Sprague
Dawley Ratten untersucht. Die Tie-
re erhielten eine halbsynthetische
Didt auf Caseinbasis, die sich nur
in der Konzentration an zugelegtem
Blei in Form von Pb-1I-acetat-3-
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Untersuchungen zur Knochenmarks-
morphologie und zu verschiedenen
Hamolysemarkern bei wachsenden Ratten
im alimentaren Bleimangel

hydrat unterschied (0 ppb Pb bis
800 ppb Pb). Die Knochenmarksun-
tersuchungen ergaben einen vollig
unauffilligen Befund und zeigten
keine Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen Blei-Zulagestu-
fen. Bei den Hédmolysemarkern deu-
tete sich im Bleimangel eine Erho-
hung des freien Hiémoglobins im
Plasma sowie der Aktivitit der Lak-
tatdehydrogenase im Serum und
eine Erniedrigung der Konzentra-
tion des Haptoblobins im Serum
an. Weiterhin war die Aktivitit der
Glutathionperoxidase und die Kon-
zentration des Glutathions in den
Erythrozyten in den bleiarm ver-
sorgten Gruppen erhoht. Insgesamt
zeigt die Untersuchung, dal die in
einer fritheren Untersuchung bei
Bleimangelratten aufgetretene Pan-
zytopenie nicht auf eine Stérung
der Blutzellbildung zuriickzufithren
sein diirfte, wihrend sich aufgrund
der gemessenen Himolysemarker
ansatzweise Anhaltspunkte fiir eine
vermehrte periphere Himolyse
ergaben.

Summary The effects of an
alimentary lead deficiency on bone
marrow morphology and several
laboratory parameters of hemolysis
were 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 lead as

Pb-II-acetat-3-hydrate. The evalu-
ation of the bone marrow did not
show differences among the groups
with different lead supply in the
diet. Concerning the laboratory
parameters of hemolysis it has
been shown that the hemoglobin
concentration of plasma and the
lactate-dehydrogenase activity of
serum were increased and the
haptoglobin concentration of serum
was decreased in the groups fed
the diets poor in lead relative to
lead-adequate animals. The activity
of glutathione peroxidase and the
glutathione concentration in red
blood cells were increased in the
groups fed the lead-deficient diet
compared to lead-adequate groups.
In conclusion, the study shows that
the pancytopenia observed recently
in lead-deficient rats is not caused
by disturbed hematopoesis, whereas
some parameters measured suggest
that there exists increased
hemolysis in lead-deficient rats.

Schliisselwirter Alimentérer Pb-
Mangel — Ratte — temporire
Panzytopenie — Knochenmarksunter-
suchung — Hamolysemarker

Key words Lead deficiency —
rat — temporary pancytopenia —
evaluation of bone marrow
morphology — laboratory
parameters of hemolysis
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Abkiirzungen ALT = Alanin-
Aminotransferase - 45T = Aspa-
raginséure-Aminotransferase
DINB = 5,5-Dithio-bis-(2-Nitro-
benzoesdure) - FEP = freies

Einleitung

Die Essentialitit des Spurenelements Blei gilt am Modell-
tier Ratte aufgrund von Befunden in verschiedenen Ge-
nerationsversuchen als gesichert (18, 25-30). Im alimen-
tiren Bleimangel waren bei Tieren der Nachfolgegenera-
tionen insbesondere himatologische Kenngréfen reprodu-
zierbar verdndert (28). In einer neuen Bleimangel-Studie
konnten bereits bei wachsenden Ratten der ersten Gene-
ration klinische Mangelsymptome wie Wachstumsverzo-
gerungen und Fellverdnderungen bei sehr bleiarm ver-
sorgten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren induziert
werden (31). Mit drei darauffolgenden Bleimangelversu-
chen mit dhnlichem Versuchsdesign sollten hierzu bio-
chemische Verinderungen im Stoffwechsel wachsender
Ratten im Bleimangel ndher aufgeklirt werden. In zwei
dieser Versuche zeigten sich bei den Bleimangeltieren
temporére Stérungen im Blutbild in Form einer normo-
chromen, normozytiren Panzytopenie (8). In der Blei-
mangelgruppe wurde beispielsweise eine starke Vermin-
derung der Leukozyten-, Erythrozyten- und Thrombozy-
tenzahl sowie stark verminderte Himoglobinkonzentratio-
nen und Hématokritwerte beobachtet.

Die vorliegende Untersuchung, fiir die das gleiche
Versuchsmaterial verwendet wurde, hatte zum Ziel, die
Ursachen dieser voriibergehenden hématologischen Ver-
dnderungen bei Bleimangeltieren niher aufzukliren und
dabei moglicherweise weitere Hinweise zur physiologi-
schen Bedeutung des Element Bleis im Stoffwechsel zu
erhalten.

Material und Methoden

Versuchstiere und Didten

In drei Versuchen erhielten weibliche Sprague-Dawley
Ratten (Charles River Wiga GmbH, Sulzfeld) eine gerei-
nigte halbsynthetische Di#t auf Casein-Basis ohne Blei-
zulage bzw. mit Zulage von Blei in Form von Blei(Il)-
acetat-3-hydrat in unterschiedlichen Konzentrationen. Die
Analyse der Bleigehalte in den Diditen erfolgte invers-vol-
tametrisch (464 VA Processor, Metrohm, Herisau, Swit-
zerland). Die analysierten Bleikonzentrationen der Dijten
der 3 Versuche sind in Tabelle 1 zusammengefaBt. Die
Zusammensetzung und Reinigung der Diét sowie die Hal-
tung der Ratten wurde bereits in einer vorangegangenen
Arbeit ausfiihrlich beschrieben (8).

In Versuch 1 wurden 54 weibliche Ratten in 6 Be-
handlungsgruppen mit je 9 Tieren mit gleicher mittlerer

Erythrozytenporphyrin - G-6-PDH
= (lucose-6- Phosphatdehydro-
genase + GSH = Glutathion
GSH-Px = Glutathionperoxidase
Hp = Haptoglobin - LDH =

Lactatdehydrogenase - RBC =
Erythrozyten - TNB = 2-Nitro-5-
Thiobenzoesiure

Tab. 1 Bleigehalte der Didten (Mittelwerte und Standardab-
weichungen aus Dreifachbestimmungen)

Zulagenstufe Bleigehalt (ng/g)

Versuch 1 und 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

Lebendmasse (35 = 5 g) eingeteilt. Die Tiere wurden
einzeln gehalten und erhielten die beschriebene, lediglich
im Bleigehalt unterschiedliche Versuchsdidt (Tab. 1).
Nach 19 Versuchstagen wurde dieser Versuch beendet.

In Versuch 2 wurden 72 weibliche Ratten in 3 Be-
handlungsgruppen von jeweils 24 Tieren mit gleicher
mittlerer Lebendmasse (39 + 2 g) eingeteilt. Die Tiere
wurden ebenfalls einzeln gehalten und erhielten die be-
schriebene Versuchsdiit mit unterschiedlichen Bleizula-
gen (Tab. 1). 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 ausgewihlt, so daB die mitt-
lere Lebendmasse der entnommenen und der im Versuch
verbleibenden Tiere der jeweiligen Gruppe tibereinstimm-
te. Die restlichen 8 Rattenweibchen jeder Gruppe wurden
zur Erzeugung einer zweiten (F;)-Generation ab dem
42. Versuchstag iiber Nacht mit ménnlichen Ratten ge-
paart. Nach der Graviditdt und einer 13tigigen Lakta-
tionsperiode wurden die Muttertiere getdtet und das Pro-
benmaterial entnommen. Das Probenmaterial der Nach-
kommen wurden wurfweise gepoolt.

In Versuch 3 wurden insgesamt 108 weibliche Ratten
in 6 Behandlungsgruppen mit je 18 Tieren mit gleicher
mittlerer Lebendmasse (38 + 4 g) eingeteilt. Die Tiere
wurden paarweise gehalten und innerhalb einer Behand-
lungsgruppe so verteilt, dal zu Versuchsbeginn die mitt-
lere Lebendmasse von 10 ausgewihlten Tieren mit der
mittleren Lebendmasse der gesamten Gruppe identisch
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war. Nach 21 Versuchstagen wurden die anfénglich aus-
gewihliten 10 Tiere pro Gruppe getdtet. Als zweiter Un-
tersuchungszeitpunkt wurde Versuchstag 28 festgelegt.

Gewinnung, Aufbereitung und Analytik des Probenmate-
rials und statistische Auswertung

Die Tiere wurden am Ende der jeweiligen Versuchsperi-
ode 10 h geniichtert und nach einer Ethernarkose deka-
pitiert und entblutet. Ein Teil des Blutes wurde in mit
EDTA-beschichteten Gefdfien zur Bestimmung der hima-
tologischen Parameter gesammelt. Aus weiteren Aliquo-
ten wurden Plasma- und Serumproben gewonnen, die bis
zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert wurden. Zur
Gewinnung von H#molysat wurden die Erythrozyten ei-
ner Vollblutprobe dreifach mit physiologischer Kochsalz-
losung gewaschen und die gewaschenen, gepackten Ery-
throzyten anschlieflend durch Zugabe von Reinstwasser
und kriftigem Schiitteln hdmolysiert (9). Die Hamolysate
wurden bis zur weiteren Analyse ebenfalls bei -20 °C
gelagert.

Bei den Tieren aus Versuch 2 wurde das Knochenmark
des Femurs und die extramedulliren Organe der Blutbil-
dung fiir histologische Untersuchungen aufbereitet. Dazu
wurden die Milz, ein Teilstlick der Leber (ca. 1 g) und
ein préiparierter Femur unmittelbar nach der Sektion in
verschiedene Fixieriésungen eingelegt. Die Femora wur-
den mit einer Schere lings gedffnet und in einer Metha-
nol/Formol neutr.-Lésung (3:7, v:v) fixiert. Die entwis-
serten Proben wurden ohne Decalcifizierung in Methyl-
methacrylat eingebettet und anschlieBend 2 pm starke
Schnitte angefertigt. Die geschnittenen Knochenmarks-
proben wurden mit Giemsa, PAS, Gomori reticulin, La-
dewig trichrome und Prussian blue angefiirbt. Die Leber-
und Milzproben wurden in einer Aldehyd-Lésung (2 mli
25 %ige Glutardialdehyd-, 3 ml 37 %ige Formaldehyd-
Losung, 1,58 g Ca-Azetat und 100 ml dest. H20) fixiert,
in Paraffin-Wachs eingebettet und ebenfalls geschnitten
(3 um). Die Leber- und Milzschnitte wurden mit Haema-
toxylin-Eosin, Giemsa, Berliner Blau und unter Verwen-
dung der Naphthol AS-D-Chlorazetat-Esterase-Reaktion
angefarbt. Zusitzlich wurde Knochenmark auf Objektiré-
ger ausgestrichen, luftgetrocknet und mit May-Griinwald-
Giemsa angefirbt.

Die Bestimmung der Himoglobinkonzentration im Ha-
molysat erfolgte mittels Testkombinationen der Firma
Boehringer (Mannheim, Deutschiand). Die Hamoglobin-
konzentration des Plasmas der Versuche 1 und 2 wurde
mit Hilfe eines Testkits der Fa. Sigma (Taufkirchen,
Deutschland) kolorimetrisch bestimmt.

Die Porphyrinkonzentration in den Erythrozyten wurde
in den Versuchen 2 und 3 als Globalbestimmung von
Kopro- und Protoporphyrin ermittelt. Dazu wurde eine
fluoreszenzphotometrische Methode in Anlehnung an
Kammbholz et al. (16) und Piomelli et al. (24) zur Be-
stimmung der freien Erythrozytenporphyrine (FEP) ange-

wendet. Diese Bestimmungsmethode, die auch den zu-
néchst gebundenen Metaboliten Zink-Protoporphyrin mit-
erfafit (22), ist die praktikabelste Methode zur Bestim-
mung der Erythrozytenporphyrine (6). Die Messung der
FEP erfolgte an einem Fluoreszenzphotometer (Shimadzu
RF 5001-PC, Egling, Deutschland) bei einer Anregungs-
wellenldnge von 405 nm und einer Emissionswellenldnge
von 610 nm (Bandbreite der Anregung und der Emission
20 nm) gegen einen Reagenzienleerwert,

Die Haptoglobin (Hp)-Konzentration im Serum wurde
Hochdruck-flissigkeitschromatographisch in Anlehnung
an eine Methode von Schréder et al. (33) bestimmt, wobei
allerdings geritebedingte Modifikationen notwendig wa-
ren. Als Trennsdule wurde eine Fertigsdule (Zorbax, GF-
250, 25 cm x 9,4 mm Innendurchmesser) verwendet; die
Elution erfolgte isokratisch mit 0,2 molarem Di-Natrium-
hydrogenphosphat-Puffer (pH 8,0) bei einer Séulentem-
peratur von 40 °C, die Detektion mit UV-Detektion bei
einer Wellenldnge von 254 nm. Diese Methode ergab an
einem Referenzserum Wiederfindungsraten von 99 bis
106 %. Die Gesamthaptoglobin-Konzentration wurde aus
der Summe der Konzentration an Hpl und Hp2 im Serum
errechnet.

Zur Bestimmung der Aktivitit der Glucose-6-
Phosphatdehydrogenase (G-6-PDH) wurde eine Testkom-
bination der Fa. Sigma verwendet. Die Bestimmung ba-
sierte auf der Reduktion von NADP zu NADPH, deren
Verlauf bei einer Wellenldnge von 340 nm verfolgt wur-
de. Aktivitdtsbestimmungen der Enzyme AST (Aspartat-
Aminotransferase, optimierte Standardmethode, UV-Test,
Boehringer), ALT (Alanin-Aminotransferase, optimierte
Standardmethode, UV-Test, Boehringer) und LDH (Lac-
tatdehydrogenase, opt. Standardmethode, UV-Test, Boeh-
ringer) wurden an einem Autoanalyzer Typ 704 (Fa.
Boehringer-Hitachi, Mannheim) durchgefiihrt. Die
Eichung der MeBgroBen erfolgte mit Hilfe von Kalibra-
tionsseren (Boehringer) und die Richtigkeit der Messun-
gen wurde mit Kontrollseren (Boehringer) iiberpriift.

Die Bestimmung der Glutathionkonzentration im Hé-
molysat erfolgte nach der Methode von Bergmeyer (2).
Dabei wird Glutathion (GSH) zunéchst durch 5,5'-Dithio-
bis-(2-Nitrobenzoesdure) (DTNB) unter Bildung von 2-
Nitro-5-Thiobenzoesdure (TNB) oxidiert. In einem zwei-
ten Schritt wird oxidiertes Glutathion durch die Gluta-
thionreduktase unter NADPH-Verbrauch wieder zu GSH
reduziert. Die Konzentrationen von DTNB, NADPH und
Glutathionreduktase wurden so gewihlt, daff die pro Zeit-
einheit freigesetzte Menge an TNB der Konzentration an
GSH im Ansatz proportional war. Die Konzentration des
gebildeten TNB wird als MaB fiir die Konzentration des
GSH photometrisch bei einer Wellenlidnge von 412 nm
bestimmt. Zur Bestimmung der Aktivitit der Glutathion-
Peroxidase (GSH-PX) wurde in Versuch 3 am Tag 21
eine von Levander et al. (23) beschriebene Methode an-
gewendet. Dabei wird in einem gekoppelten Testsystem
indirekt iiber den Verbrauch an NADPH die Bildung von
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Tab. 2 Konzentrationen an freiem Himoglobin im Plasma (HGB), an Haptoglobin (Hpges, Hpl, Hp2) sowie Aktivititen der Enzyme
G-6-PDH im Blut und AST, ALT und LDH im Serum der Versuchstiere in Versuch 1 am Tag 19 bei unterschiedlichen Bleizulagen in der

Diit
Bleizulage in der Diit (ng/g)

Parameter 0 100 200 400 600 800

(n=9 (n=9) (=19 (=9 (=9 (n=9
Freies HGB (mg/dL}) 31,0 & 9,4be 343 + 7,06 27,6 £ 66%c 255 & 10,38 218 * 778 247 % 6,08
Hpges (mg/mL) 89 = 1,1 77 £ 0,7 85 £ 14 81 £ 0,9 87 =+ 1,1 84 *+ 09
Hpl (mg/mL) 2,3 £ 03 20 £ 02 23 £ 03 2,1 £ 03 22 £ 03 22 + 03
Hp2 (mg/mL) 65 + 08 57 £ 05 62 = 1,2 60 £ 0,6 65 + 08 62 + 06
G-6-PDH (U/1012 RBC) 376 + 16 351 = 18 365 = 22 360 = 30 35 £ 9 384 + 28
AST (U/L) 309 + 67 320 £ 67 271 = 33 266 £ 22 262 = 54 278 + 72
ALT (U/L) 54 + 11 60 + 10 + 7 50 = 7 53 £+ 7 50 + 10
LDH (103 U/L) 3,21 + 0,97 3,10 & 061bc 2,75 + 045%c 253 + 04786 2,19 + 0,64 2,19 %

0,792

Tab.3 Konzentrationen an freiem Hémoglobin im Plasma (HGB) und freiem Erythrozytenporphyrin (FEP) im Blut der Versuchstiere in
Versuch 2 zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Go = erste Generation, F; = Folgegeneration)

Parameter Blei-Zulage

0 ppb 200 ppb 800 ppb
Freies HGB (mg/dL)
Go, Tag 28 499 + 17,6 61,5 + 9,7 44,6 £ 13,0
Go, Tag 41 552 + 18,5 492 £ 12,3 494 + 104
FEP (ng/L)
Gy, Tag 28 176 = 68 249 + 73b 276 + 73b
Go. Tag 41 296 £ 49 244 + 57 277 £+ 40
Go, Tag 13 (Laktation) 243 £ 78 276 + 53 248 + 95
Fi, Tag 13 (Laktation) 218 % 101 321 £ 122 216 = 59

Glutathion gemessen. Als Ma8 fiir die Aktivitit der GSH-
PX diente die Extinktionsabnahme im Ansatz durch die
begleitende Oxidation von NADPH, die an einem Spek-
tralphotometer bei 340 nm gegen den Reagenzienleerwert
aufgezeichnet wurde.

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 durchgefithrt. 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

Zur Beurteilung einer moglicherweise gestorten Blutbil-
dung im Bleimangel wurden in Versuch 2 am Versuchs-
tag 28 das Femur-Knochenmark bzw. Knochenmarksaus-

striche von jeweils 8 Tieren pro Gruppe histologisch
aufbereitet und bewertet. Ebenso wurden die extramedul-
laren Blutbildungsstéitten Leber und Milz von jeweils 3
ausgewihlten Tieren der Blei-Depletionsgruppe und der
800 ppb Pb-Gruppe untersucht. Im Knochenmark lag das
Verhiltnis der myeloischen Zellreihe zur erythropoeti-
schen Zellreihe im Bereich von 1:1 bis 2:1. Es fielen
dabei keine Unterschiede zwischen den drei Pb-Behand-
lungsstufen auf. Fiir Ratten wird als Referenzwert dieses
Indexes der Knochenmarksaktivitit der Bereich von 0,5:1
bis 2,5:1 angegeben (32). Weiterhin war die Megakaryo-
poese in allen drei Gruppen qualitativ und quantitativ
unauffillig. Insgesamt war die Hidmatopoese iiber alle
Gruppen hinweg weder vermindert noch konnten Ausrei-
fungsdefekte festgestellt werden. Es gab keine Hinweise
auf ein aplastisches oder myelodysplastisches Syndrom
oder auf eine durch chemische Noxen gestdrte Hamato-
poese. Desweiteren wurden keine sideroplastische Zell-
formen im Probematerial festgestellt. Eiseneinlagerungen
im Knochenmark der unterschiedlich mit Blei versorgten
Tiere waren nicht oder nur minimal vorhanden. Die Un-
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Tab. 4 Konzentrationen an freiem Hiamoglobin im Plasma (HGB), freiem Erythrozytenporphyrin (FEP), Haptoglobin (Hpges, Hp1, Hp2)
sowie Aktivititen der Enzyme G-6-PDH im Blut und AST, ALT und LDH im Serum der Versuchstiere in Versuch 3 am Tag 21 bei
unterschiedlichen Bleizulagen in der Dit

Blei-Zulage in der Didt (ng/g)
0

Parameter 0 100 20 400 600 800
n=29) (n=9) (n=9) n=9 (n=9) (n=9)
Freies HGB (mg/dL) 356 + 78 33,2 + 10,4 356 + 10,0 40,1 + 10,0 345 + 9,0 27,5 + 6,9
FEP (ug/L) 325 + 172 385 = 127 436 + 67 388 + 80 453 + 142 416 + 82
Hpges (mg/mL) 7,5 £ 067 74 £ 1,02 8,8 = 0,60 89 = 0,7b 85 + 09° 72 £ 0,58
Hpl (mg/mL) 23 £ 032 24 = 048 29 + 04b 3.0 £ 04b 32 + 04° 2,2 £ 0,28
Hp2 (mg/ml) 52 £ 0,52 49 + 0,62 5,8 & 04° 58 + 0,5b 53 + 0,82 50 + 0,52
G-6-PDH (U/1012 RBC) 375 + 36 379 £+ 39 407 = 36 408 + 23 376 + 25 384 + 26
AST(U/L) 240 + 77 227 + 83 281 + 94 198 + 63 196 + 47 213 £+ 73
ALT(U/L) 49 + 8 47 + 12 52 + 13 39 £ 9 46 + 11 43 £ 8
LDH (103 U/L) 2,06 £ 0,74®%t 191 + 0,773 253 + 0,812 1,79 + 0,64b 1,52 + 0,355 1,65 + 0,63b

Tab. 5 Konzentrationen an freiem Erythrozytenporphyrin (FEP), Hapt

oglobin (Hpges, Hpl, Hp2) sowie Aktivititen der Enzyme G-6-PDH

im Blut und AST, ALT und LDH im Serum der Versuchstiere in Versuch 3 am Tag 28 bei unterschiedlichen Bleizulagen in der Difit

Blei-Zulagen zur Dift (ng/g)
0

Parameter 0 100 400 600 800
n=29) n=29) (n=29) (n=09) (n=29) (n=29)
FEP (ug/L) 400 £ 118 293 + 146 449 + 188 290 + 152 295 + 116 339 + 126
Hpges (mg/mL) 9.6 = 0,7 9.5 + 0,7 92 + 1,3 104 + 1,3 10,0 £ 1,1 94 + 0,6
Hpl (mg/mL) 35 £ 03 33 £ 06 35 £ 0,5 35 £ 0,5 38 + 04 31 £ 04
Hp2 (mg/mL) 61 = 0,7 62 * 0,5 57 + 1,1 68 = 1,0 62 + 08 63 £ 0,5
G-6-PDH (U/1012 RBC) 386 = 32 362 + 24 361 = 16 369 + 25 377 £ 61 375 + 31
AST (U/L) 187 = 46 174 + 39 205 + 81 206 + 90 181 = 35 190 + 59
ALT(U/L) 37 £ 9 35 £ 5 40 + 11 40 = 10 34 + 14 42 + 7
LDH (103 U/L) 1,81 = 0,56 1,69 = 0,81 1,77 £ 0,77 1,66 £ 0,87 1,47 + 0,30 1,23 + 0,47

Tab. 6 Konzentrationen von Glutathion (GSH) und Aktivititen der Glutathionperoxidase (GSH-Px) im Himolysat der Versuchstiere in

Versuch 3 am Tag 21 bei unterschiedlichen Bleizulagen in der Diit

Blei-Zulagen zur Didt (ng/g)
Parameter 0 100 0 400 600 800
(n=19) (n=29) (n=19) (n=29) (n=9) (n=9
GSH (umol/g HGB) 11,7 + 3,3bc 12,9 + 3,3¢ 103 + 2,58 84 + 2,12 9,7 + 1,38 10,5 + |],8®
GSH-Px (U/g HGB) 1045 + 3460 1085 + 272b 812 =+ 178 659 + 213 740 + 692 765 £ 1142

tersuchung der Knochenmarksausstriche ergab keine an-
derweitigen Informationen. Die histologische Aufberei-
tung von Leber und Milz zeigte, dafl am Versuchstag 28
die extramedullare Hamatopoese aller untersuchten Tiere
noch grofitenteils in der Milz stattfand. Fiir eine Stérung
der Blutbildung ergab sich in der Leber und der Milz
kein Anhalt. Als auffilligster Befund zeigte sich in den
Lebern der Versuchstiere unabhéingig von der Bleiversor-
gung eine 25-60 %ige Vakuolisierung der Hepatozyten
aufgrund von Lipideinlagerungen. Vor allem die peripor-
talen Hepatozyten waren verfettet. Auch die Bestimmung
der Organmassen der bei -20 °C gelagerten Milzproben

am Tag 28 ergab keine statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den drei Behandlungsgruppen (0 ppb
Pb (n=28), 0,52 + 0,1 g; 200 ppb Pb (n = 7), 0,53 =
0,1 g; 800 ppb Pb (n = 8), 0,58 = 0,1 g).

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Bestimmung ver-
schiedener Himolyse-Marker (Konzentrationen des freien
Hémoglobins (HGB) im Plasma und des Haptoglobins im
Serum) sowie die Aktivititen der Enzyme G-6-PDH,
AST, ALT und LDH in Versuch | am Tag 19 zusam-
mengefafit. Die Plasmakonzentration an freiem HGB
nahm mit steigendem Bleigehalt in der Diit signifikant
ab. Dagegen war die Konzentration des Gesamthaptoglo-
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bins im Serum und deren Fraktionen, Hpl und Hp2, zu
diesem Untersuchungszeitpunkt ebenso wie die Aktivita-
ten der Enzyme G-6-PDH, AST und ALT unabhéngig von
den Bleigehalten in der Didt. Im Gegensatz dazu nahm
die Aktivitdit der LDH mit steigenden Bleigehalten der
Diét kontinuierlich ab.

Tabelle 3 zeigt die ermittelten Konzentrationen an
freiem HGB im Plasma und an FEP zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten in Versuch 2. Am Versuchs-
tag 28 hatten die unterschiedlichen Bleigehalte der Diét
keinen statistisch signifikanten Einfluf} auf die Konzen-
tration an freiem HGB im Plasma, wihrend die Konzen-
tration an FEP in der 0 ppb Pb-Gruppe gegeniiber den
anderen beiden Gruppen statistisch signifikant vermindert
war. Nach 41 Versuchstagen war hingegen bei keinem
dieser Parameter ein statistisch signifikanter Einfluf} der
Bleiversorgung auf die ausgewdhlten Himolysemarker
festzustellen. Auch am Versuchsende (13. Tag der Lak-
tation) lag weder in der Go-Generation noch in der Fi-
Generation ein signifikanter Einflufl der unterschiedlichen
Bleigehalte der Didt auf die FEP-Konzentration vor.

Tabelle 4 faBt die Konzentrationen an freiem HGB im
Plasma, an FEP und an Hp im Serum und die Aktivititen
der Enzyme G-6-PDH, AST, ALT und LDH in Versuch
3 am Tag 21 zusammen. Weder in der Konzentration an
freiem HGB noch in der an FEP zeigten sich am 21. Ver-
suchstag statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den verschieden mit Blei versorgten Gruppen. Ebenso
waren die Aktivitit der G-6-PDH im Vollblut und die
Aktivititen der Enzyme AST und ALT von den Bleige-
halten der Versuchsdidt zu diesem Zeitpunkt unbeein-
fluBt.

Dagegen war die Gesamt-Hp-Konzentration der 0 ppb
Pb- und der 100 ppb. Pb-Gruppe im Vergleich zur 200
ppb Pb- und 400 ppb Pb-Gruppe um 16 %, im Vergleich
zur 600 ppb Pb-Gruppe um 12 % erniedrigt. Auffallen-
derweise waren in der 800 ppb Pb-Gruppe die MeBwerte
beider Haptoglobinformen (Hpl, Hp2) wie bei der 0 ppb
Pb- und der 100 ppb Pb-Gruppe erniedrigt. Demnach
setzte sich der tendenzielle Anstieg dieser MelgréBen bei
zunchmenden Bleizulagen in der Didt nicht bis zur 800
ppb Pb-Gruppe fort. Auch auf die Aktivitit der LDH im
Serum hatte der Bleigehalt der Diit einen signifikanten
Effekt. In den Zulagestufen 0 ppb Pb, 100 ppb Pb und
200 ppb Pb in der Didt wurde am Tag 21 nominell eine
erhohte LDH-Aktivitit im Vergleich zu den Behandlungs-
gruppen mit hoheren Bleizulagen in der Didt gemessen.
Allerdings war lediglich der Meiwert der 200 ppb Pb-
Gruppe im Vergleich mit den Gruppen mit 400 ppb Pb,
600 ppb Pb und 800 ppb Pb in der Diit signifikant
unterschiedlich.

Am Versuchstag 28 (Tab. 5) war im Unterschied zum
Versuchstag 21 hingegen keinerlei Einflu der unter-
schiedlichen Blei-Versorgung auf die gemessenen Para-
meter festzustellen.

In Tabelle 6 sind die Aktivititen der GSH-PX und die
Konzentration des GSH im Hédmolysat der Tiere am Ver-
suchstag 21 dargestellt. Beide Parameter waren in den
Gruppen mit 0 und 100 ppb Pb im Vergleich zu den
restlichen Gruppen erhéht.

Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung zeigte sich,
daBl Bleimangel zu einer deutlichen Verringerung aller
Blutzellfraktionen fiihrt (8). Mit der vorliegenden Studie
sollten mdgliche Ursachen fiir diese Panzytopenie bei
Bleimangelratten aufgeklirt werden. Dazu wire zunéchst
abzukléren, ob als Ursachen fiir die himatologischen St5-
rungen eine ungeniigende Blutzellproduktion im Kno-
chenmark — bei jiingeren Tieren auch in der Leber und
der Milz (12, 36) — oder ein vermehrter Abbau in der
Peripherie in Frage kommen. In friiheren Bleimangelstu-
dien wurde eine Stérung der Himatopoese als eine mdg-
liche Ursache der im Bleimangel auftretenden mikrozy-
tiren, hypochromen Ani#mie im Bleimangel diskutiert
(17). Die morphologische Beurteilung der 3 Hauptzelli-
nien im Knochenmark ergab in den vorliegenden Studien
unter Beriicksichtigung der tierartspezifischen Besonder-
heiten der Himatopoese im Hinblick auf Produktion und
Ausschwemmung der Zellen einen vollig unauffilligen
Befund. Ebenso ergaben auch die histologischen Unter-
suchungen von Leber und Milz bei den Bleimangelratten
keinerlei Auffilligkeiten, die auf eine gestdrte Himato-
poese hindeuten wiirden. Daher kann davon ausgegangen
werden, daf die in diesem Versuch bei den Bleimangel-
tieren beobachteten hématologischen Verinderungen
nicht auf eine gestdrte Blutzellbildung zuriickzufiihren
sein diirften. Bei der histologischen Beurteilung der Le-
bern fielen in allen Gruppen lediglich vermehrte Lipid-
einlagerungen auf. Diese vermehrten Lipideinlagerungen
diirften darauf zuriickzufihren sein, daB als Folge der
hohen Energiedichte der Didt und der ad-libitum Futter-
aufnahme sehr viel Energie aufgenommen wurde. Hohe
Energieaufnahme, speziell hohe Kohlenhydrataufnahme
fiihrt ndmlich zu einer vermehrten Lipogenese in der
Leber (13).

Eine weitere mogliche Ursache einer Panzytopenie
konnte in einer vermehrten peripheren Hémolyse begriin-
det sein. Deshalb wurden in der vorliegenden Untersu-
chung eine Reihe von Parametern gemessen, die im Zu-
sammenhang mit einer vermehrten Hamolyse stehen. Un-
ter dem FEP wird allgemein das Ergebnis von Globalbe-
stimmungen des Koproporphyrins und des Protoporphy-
rins verstanden. Die genannten Metaboliten stellen die
beiden letzten Vorstufen auf dem Weg zur Him-Synthese
dar. Primidr sind erh6hte FEP-Konzentrationen das ent-
scheidende diagnostische Kriterium bei der erythropoeti-
schen Protoporphyrie und bei Blei-Intoxikationen, da Blei
in toxischen Mengen nahezu alle Enzyme des Him-Syn-
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theseweges blockiert. Weiterhin ist die FEP-Konzentra-
tion nach Granick et al. (11) und Doss (7) nicht nur ein
sensibler und frither Indikator des Eisenmangels, sondern
auch ein Indikator fiir weitere Andmieformen, wie auch
die hamolytische Andmie. Grundsitzlich kommt es in
diesen Fillen nach Granick et al. (11) zu einem deutli-
chen Anstieg der FEP-Konzentrationen auf Werte von
1 bis zu 20 mg FEP/L. Die in Versuch 2 und Versuch 3
ermittelten FEP-Konzentrationen ergaben im Durch-
schnitt aller Untersuchungzeitpunkte und Behandlungs-
gruppen einen Wert von 318 + 80 pg/l. Da das FEP im
Bleimangel im Vergleich zu den hdheren Blei-Zulagestu-
fen nicht erhdht war, sondern teilweise sogar vermindert
war, 148t sich mit diesem Parameter eine Hédmolyse als
Ursache der in den vorausgegangenen Untersuchungen
beschriebenen Blutbildverdnderungen (8) nicht belegen.

Die Eignung von freiem HGB und Hp als biochemi-
sche Hiamolysemarker leitet sich aus dem Katabolismus
des Himoglobins ab, welches aus den defekten Erythro-
zyten herausdiffundiert (5, 19). Gelangt freies HGB in
die Zirkulation, so tritt eine sofortige Bindung an Hp ein.
Der Hp-HGB-Komplex wird durch Aufnahme in die Le-
ber umgehend aus dem Plasma eliminiert. Bei hamolyti-
schen Prozessen ist die Hp-Konzentration deswegen er-
niedrigt. Nach Erschopfung der Hp-Bindungskapazitit
wird HGB teilweise noch von Hiémopexin gebunden.
Nach Absittigung dieses Proteins tritt HGB frei im Plas-
ma auf und wird in diesem Stadium von den Zellen des
retikuloendothelialen Systems phagozytiert. Die Bestim-
mung an freiem HGB zeigte in Versuch 1 einen Einflufl
der unterschiedlichen Bleizulagen in der Didt auf diesen
Parameter auf. Wie vermutet, waren zu diesem Untersu-
chungszeitpunkt die HGB-Konzentration in den bleiarm
versorgten Gruppen in der Tendenz erhdht. Mit der HGB-
Messung am Versuchstag 21 in Versuch 3 konnte dieses
Ergebnis jedoch nicht reproduziert werden.

Die Hp-Konzentration war in Versuch 3 am Tag 21,
an dem deutliche Stérungen in den bleiarm versorgten
Gruppen im Blutbild vorlagen (8), erwartungsgemélB in
diesen Gruppen vermindert. Dafl auch in der 800 ppb
Pb-Gruppe ein ebenso niedriger Hp-Wert resultierte, ist
mit dem beschriebenen Pathomechanismus und der postu-
lierten Hamolyse bei Bleimangel schwer nachzuvolizie-
hen. Allerdings fiel zu diesem Untersuchungszeitpunkt
schon bei der Ermittlung des Blutbildes auf, daf} sich ein
kontinuierlicher Anstieg der Mefwerte bei zunehmendem
Bleigehalt in der Didt bei den Parametern Erythrozyten-
zahl, Himoglobin und Hamatokrit nicht bis in die 8§00
ppb Pb-Gruppe fortsetzte (8). Der Einflull der Bleiversor-
gung auf die Konzentration des Haptoglobins war aller-
dings nicht reproduzierbar. In Versuch 1, in dem das
Blutbild nicht veréndert war (8), konnten im Unterschied
zu Versuch 3 keine Effekte auf die Hp-Konzentration
abgesichert werden. Dabei sollte aber beriicksichtigt wer-
den, daB entziindliche, resorptive oder destruierende Ge-
websprozesse dazu fiihren kénnen, dafl bei Verdacht auf

hémolytische Andmie keine Verminderung, sondern hiu-
fig sogar eine Erhéhung der Haptoglobin-Konzentration
auftritt. Die Haptoglobinkonzentration kann auch durch
weitere Faktoren beeinfluBt werden, wie etwa Leberpa-
renchymschiden (5, 35).

Das Enzym G-6-PDH (EC 1.1.1.49) spielt in den Ery-
throzyten eine Schliisselrolle fir die Bildung von
NADPH, das fiir die Aufrechterhaltung der intrazelluldren
Konzentration an reduziertem GSH benotigt wird. GSH
wiederum kommt zentrale Bedeutung innerhalb der an-
tioxidativen =~ Abwehrmechanismen der Erythrozyten
(RBC) zu. In diesem Zusammenhang wird ein G-6-PDH-
Mangel als eine mégliche Ursache intravasaler Himoly-
sen diskutiert. Im Humanbereich ist der G-6-PDH-Mangel
der hiufigste angeborene Enzymdefekt, der zu einer kom-
biniert zelluldr und extrazelluldr bedingten hidmolytischen
Andmie fithren kann (3). In der vorliegenden Studie war
die Aktivitdt der G-6-PDH in Versuch | und Versuch 3
unabhiingig von der Bleizulage in der Didt. Demnach
lassen sich die Aktivititsmessungen dieses Enzyms nicht
als Beleg und als méglicher Pathomechanismus der pan-
zytopenischen Erscheinungen im Blutbild wachsender
Ratten im Bleimangel heranziehen. Ahnlich wie in der
vorliegenden Untersuchung zeigte sich auch in einer wei-
teren Bleimangelstudie mit Ratten kein Einfluf} der Blei-
versorgung auf die Aktivitdt der G-6-PDH in der Leber
270.

Verinderte Aktivititen bestimmter Serumenzyme kon-
nen Hinweise zur Diagnostik und Verlaufbeurteilung hé-
molytischer Andmien liefern. In diesem Zusammenhang
wurden die Enzyme LDH, AST und ALT als typische
Gréfien des Intrazelluldrraumes untersucht. Akute, erwor-
bene, intravasale himolytische Andmien gehen in Abhin-
gigkeit vom Erythrozytenabbau hiufig mit einer LDH-Er-
héhung und seltener auch mit ErhShungen der AST und
ALT einher (34). In der vorliegenden Untersuchung wur-
de zu keinem Untersuchungszeitpunkt ein signifikanter
EinfluB des Bleigehaltes in der Didt auf die Aktivititen
der AST und ALT und damit ein Zusammenhang mit den
panzytopenischen Erscheinungen festgestellt. Im Gegen-
satz dazu deuteten die Ergebnisse der LDH-Bestimmung
im Serum eher auf eine hidmolytische Animie in den
Bleimangel-Gruppen. Zu allen 3 Untersuchungszeitpunk-
ten ist ein eindeutiger, teils statistisch signifikanter Zu-
sammenhang dahingehend zu erkennen, dafl in den blei-
arm versorgten Gruppen erhéhte LDH-Werte im Serum
auftreten. Damit korrespondierte die LDH-Aktivitdt am
besten mit den in den vorangegangenen Studien festge-
stellten Storungen im Blutbild (8) und scheint flir die
vorliegende Form des Zelluntergangs der sensitivste der
besprochenen Himolysemarker zu sein. Diese bevorzugte
Eigenschaft der LDH gegeniiber der AST und der ALT
bestétigte auch Kleeberg (19) mit Ergebnissen aus Hu-
manstudien. Ebenso beschrieb Gmiir (10) eine leichte
Erhéhung der Serum-LDH-Aktivitdt bei Patienten mit ei-
ner ausgeprigten Panzytopenie.
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Die Bedeutung des Tripeptids GSH in den Erythrozy-
ten resultiert aufgrund seiner Zellschutzfunktionen als
Substrat der fiir antioxidative Vorgiinge wichtigen Enzy-
me GSH-PX und Glutathion-S-Transferase und als Be-
standteil nichtenzymatischer Entgiftungsvorginge (4).
Ebenso ist das Enzym GSH-PX ein wichtiger Bestandteil
der intrazelluldren Kontrollmechanismen bei der Elimi-
nierung reaktiver Sauerstoffspezies (21). Erythrozyten
sind aufgrund der hohen Sauerstoffspannung, des hohen
Anteils mehrfach ungesittigter Fettsfuren in der Zell-
membran und der hohen Eisenbeladung besonders fiir
radikalinduzierte, oxidative Prozesse anfillig (37). Von
verschiedenen Autoren sind Himolyseformen beschrie-
ben, die durch oxidativen StreB in den roten Blutzellen
ausgelost werden (1, 14, 15, 20). In der vorliegenden
Untersuchung zeigten sich bei den bleiarm versorgten
Tieren keine verminderten, sondern sogar erhfhte Kon-
zentrationen an GSH und erhohte Aktivititen der GSH-
PX. Obgleich fiir das Aufireten oxidativer Prozesse auch
andere antioxidativ wirksame Verbindungen eine Rolle spie-
len, sind aus diesen Befunden vermehrte radikalinduzierte
Oxidationsprozesse, die zu einer vermehrten Hiamolyse fiih-
ren wiirden, eher unwahrscheinlich. Andererseits kénnten
die erhShten Konzentrationen von GSH und die erhohte
Aktivitdt der GSH-PX im Sinne einer Kompensation Folge
vermehrt aufiretenden oxidativen Stresses sein.

Insgesamt 148t sich zusammenfassen, da} die in einer
frilheren Untersuchung von Eberle et al. (8) festgestellte
temporire Verminderung aller Blutzelizahlen bei wach-
senden Ratten aufgrund der vorliegenden Ergebnisse und
unter Beriicksichtigung der vorliegenden Bleigehalte der
Mangeldidten vermutlich nicht auf eine Stérung der Blut-
bildung im Knochenmark, in der Leber und der Milz
zuriickzufithren sind. Ursachen fiir die pathologischen
Blutbildbefunde sind daher wahrscheinlich in sogenann-
ten ,,peripheren Phinomenen®, einem vermehrten Blut-
zellabbau in der Peripherie, zu suchen. Definitionsgemif
sind demnach die verschiedenen Formen hémolytischer
Animien als Grund der Stérungen im Blutbild denkbar.
Die hierzu ermittelten Hamolysemarker ergaben jedoch
mit Ausnahme der im Bleimangel erhohten LDH-Werte
im Serum keinen eindeutigen Beleg fiir die Verdachtsdia-
gnose Hidmolyse ab. Mdglicherweise werden die Effekte,
die aufgrund des vermutlich erhéhten HGB-Katabolismus
zu erwarten gewesen wiren, durch die komplexen Pro-
zesse im Zusammenwirken mit anderen Serumproteinen
(Hémopexin, Albumin) und dem retikuloendothelialem
System iiberdeckt. Bereits die Blutbildbefunde (8) zeigten
den kurzlebigen und damit schwer nachweisbaren Cha-
rakter der himatologischen Stérungen auf, was auch die
Messung der Himolysemarker verdeutlicht.
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