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Die éinzélﬁen Phasen des Eiseh&toffwechsels!i Rééofbﬁién,
Trén3§or%, Ablagerung und AﬁSséhéiduhg werden im wesent-
1ichen durch komplex-chemiséhé Reaktioneﬁ zwischen ionalem
Fiseh und endogenen Liganden bzw. durch Austauschreaktioneti
des HEisens zwiscéhed zwel ligahden reguliert. Bei diesen
Vorgingen nimmt das Transferrin als spezifisches Eisen-
transportprotein des Blutplasmas eine zentrale Stellung
ein. Die verschiedenen Prozesse und Reaktionen im einzel-
nen (z.B. beim Transport des Eisens vom Gastrointestinal-
trakt in die Reticulocyten) sind jedoch noch nicht in allen
Einzelheiten bekannt. Es ist jedoch mit Sicherheit anzu-
nehmen, daB die Richtung, in der das Eisen transportiert
wird, neben anderen Faktoren von der relativen Affinitadv
der einzelnen endogenen Liganden zum Eisen (relativ in
bezug auf Transferrin) entscheidend beeinfluBt wird. Die
Erkenntnis dieser Zusammenhidnge hat zu der Entwicklung und
Anwendung von Chelatbildnern gefihrt, die auf Grund ihrer
eisenkomplexierenden Eigenschaften in der Lage sind, den
Eisenstoffwechsel zu beeinflussen. Diese Moglichkeit ist

im Hinblick auf therapeutische Konsequenzen bei der Eisen-
intoxikation und bei Eisenspeicherkrankheiten von Bedeutung.
Von den auf ihre Verwendbarkeit klinisch gepriften Ligan-
den zeigten Desferrioxamin B (DFOA) und Didthylentriamin-
pentaacetat (DTPA) die hdchste Effektivitdt im Sinne einer
erhohten Eisenausscheidung mit dem Urin bei HBmochromatose-
patienten (3, 6, 10, 12-14, 19, 22, 25, 30-32). Bohne und
Mitarb. (7) konnten vor kurzem zeigen, daB bei Ratten mit
einer experimentell erzeugten Hamochromatose die Fe-Aus~
scheidung im Urin nach Verabfolgung von 2-(B-Aminodthoxy)-
cyclohexylamintetraacetat (ACATA) hdhere Werte erreicht

als nach &quimolaren Dosen von DTPA und DFOA. Die gleiche
Untersuchung ergab weiterhin, daB ein anderer Chelatbildner,
der 2,2'-Bisldi(carboxymethyl)aminoldisthylither (BADL),

zu einer hdheren Eisenausscheidung als DTPA und DFOA fiihrt.
Diese Ergebnisse bestdtigen frithere in vitro-Untersuchungen




von L& (23) iber die Mobilisierung von Fe(III) aus 59Fe—
markiertem Transferrin. Allerdings kann man aus letzteren
Ergebnissen nicht unmittelbare Rickschlusse auf die Wirk-
samkeit der Chelatbildner bei Eisenspeicherkrankheiten
ziehen, da die Trennung von Transferrin und Fe-Chelaten
mittels Fallung mit abs. Athanol erfolgte und da bei die-
sem Trennverfahren die Gefahr besteht, dal auch ein Teil
des von den Chelatbildnern komplexierten Eisens mitgefdllt
wird. Es soll hier besonders erwdhnt werden, daB BADA und
Hydroxyathyldthylendiamintriacetat (HADTA) sich bei der
Mobilisation von Fe aus dem Transferrinkomplex in vitro
und auch in vivo als wirksamer erwies als Athylendiamin-
tetraacetat (ADTA), obwohl die Stabilitatskonstanten die-
ser Fe(III)-Komplexe um eine bzw. fiinf GrdBenordnungen
niedriger sind als die des Fe(III)-ADTA-Komplexes (9, 29).

In vitro-Untersuchungen von Rubin und Mitarb. (27) ilber
die Mobilisierung von Transferrin-Eisen durch B-Hydroxy-
dthyliminodiacetat, Nitrilotriacetat, Di-B-Hydroxydthyl-
glycin, ADTA und einige seiner Derivate ergaben, daB kei-
ner der Chelatbildner in der lage war, das Eisen aus
seiner Bindung im Transferrin herauszulasenj das Eisen-
bindungsadquivalent der Liganden betrug hierbei das 10-
fache des Eisengehalts im Serum, die Versuchsdauer bis

zu 24 Stunden. Bei Zusatz von Fe(III)-Chelaten zum Serum
in einer der sog. ungesdttigten Eisenbindungskapazitit
des Serums dquivalenten Menge mobilisierte Transferrin
das Eisen aus den Fe(III)-Chelaten des B-Hydroxyathylimino-
diacetat, Nitrilotriacetat und Di-B-Hydroxyathylglycin,
nicht aber aus den Fe-Komplexen des ADTA und seinen Deri-
vaten. In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Vertei-
lung von Eisen (das einem Gemisch von Serum und Chelat-
bildner zugesetzt wurde) zwischen Transferrin und Ligand
in Abhangigkeit von der Ligandenkonzentration untersucht.
Hierbei war HADTA 5 mal wirksamer als ADTA, obwohl die
Stabilitédtskonstante des Fe(III)-ADTA-Komplexes um 5
GréBenordnungen hdher als die des Fe(III)-HADTA-Komplexes



ist. Aus den Befunden von Rubin und Mitarb. (27) geht her-
vor, daB bei den Chelaten der ADTA-Gruppe das Gleichge-
wicht der Reaktion:

Transferrin + Chelatbildner ;;it Fe(III)-Chelat + Apobtrans-
ferrin
weder von der einen, noch von der anderen Seite her er-
reicht wird, d.h. offensichtlich verlaufen die Austausch-
reaktionen des Metallions zwischen den zwei Liganden we-
sentlich langsamer, als dies filir die Reaktion zwischen
Metallion und einem Liganden der Fall ist. Weiterhin zeigt
sich, wie auch bei den Untersuchungen von L& (23), daB
die Stabilitédt der Fe(III)-Komplexe nicht als alleiniger
Faktor die Fe-Verteilung zwischen zwei konkurrierenden
Liganden bestimmt.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Rubin und Mitarb. (27)
fanden Cleton und Mitarb. (11), daB Apotransferrin in
vitro in der Lage ist, bis zu 78 % des Eisens aus dem Fe-
LDTA-Komplex zu mohilisieren, wenn die beiden Liganden in
dquimolaren Mengen vorhanden sind. Die Fe-Mobilisation

aus den Fe(III)-Komplexen des DTPA und des Athylendiamin-
di-(o~-hydroxyphenylacetat) (ADDHA) durch Apotransferrin
betrug 21 % bzw. 41 %. Bei einem 10-fachen UberschuB an
Chelatbildner erniedrigte sich der Anteil des aus den Che-
laten mobilisierten Eisens auf 10 %. Dagegen war keiner
der drei Liganden in der Lage, innerhalb von 24 Stunden
dem Transferrin-Komplex das Eisen zu entziehen; auch dann
nicht, wenn die Eisenbindungskapazitidt dieser Liganden

das 50-fache des Transferrins betrug. Wurde 59Fe einem
dquimolaren Gemisch von Chelatbildner und Apotransferrin
zugesetzt, dann wurden nach 24 Stunden 18,3 und 2 % Fe(III)
von ADDHA, DTPA bzw. ADTA gebunden. Die Stabilit&tskon-
stanten der entsprechenden Fe(III)-Komplexe betragen 1055,
4028’6 und 40255 Demnach zeigen die Ergebnisse von Cleton
und Mitarb. (11) eine Abh&éngigkeit zwischen Eisenbindung
durch die verschiedenen Chelatbildner und den Stabilitdts-
konstanten der gebildeten Fe(III)-Chelate.
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Vergleicht man die Ergebnisse dieser Untersuchungen (7, 11,
23, 27) ilber die kompetitive Eisenbindung zwischen Ligand
und Transferrin, ergeben sich Widerspriiche bei der Beant-
wortung folgender Fragen: (1) Kann das Transferrin-Eisen
durch Cehaltbildner vom Typ der Polyaminopolycarbonssduren
bzw. DFOA mobilisiert werden und in welchem Umfang?

(2) Besteht eine Abhingigkeit der Eisenbindung bzw. Mobili-
sation durch Chelatbildner von den Stabilitdtskonstanten
der gebildeten Fe(III)-Chelate?

Un diese Fragen einer Kldrung ndher zu bringen, wurde in
der vorliegenden Arbeit der Versuch unternommen, die Ver-
teilung von 59Fe zwischen Transferrin und einigen Chelat-
bildnern in Abhingigkeit von verschiedenen Parametern zu
untersuchen. Dabei ging es uns in erster Linie um die Be-
antwortung der Frage, ob und in welchem MaBe die thermo-
dynamischen Stabilitdtskonstanten der Eisenkomplexe fir

die Fe-lobilisation mafBgeblich sind oder ob auch noch andere
Faktoren bel diesen Vorgidngen von Bedeutung sind.

IT. Material und Methodik

Fir die Untersuchungen wurde menschliches Nichternserum
in grofleren Mengen gewonnen und bei -5 °¢ aufbewahrt.
Zur Markierung verwendeten wir trégerfreies 59F6015° Die
Prifung der Komplexierungseigenschaften erstreckte sich
auf die folgenden 4 ILiganden:

1) ? - (CH,-COOH), 2) N - (CH,-COOH),
(CTz)z (sz)z
N - CH, -~ COOH 0
| » |
(0?2)2 (0?2)
N - (CH,-COOH), N - (CH,-COOH),
Di#thylentriaminpenta- 2'2-Bisldi<{carboxymethyl)-
essigsdure aminoldidthyléther

(DTP4) (BADR)



3) N - (CH2--COOH)2 &) ?jg
i
= 3\
0 0=C-N-OH
i ' %
(”\u- N - (CH,-COOH), (CH) 5
H | |-
o 0=C~LE
| 2
(0,) 5
0=C~N-0H
|
CH?
2~(B-aminodthoxy)cyclohexyl-
amintetraessigsidure Desferrioxamin B

(ACATA) (DFOA)

Die Polyaminopolycarbonsiuren BADA, DTPA und ACATA lagen
als Ca-Chelate, DFOA als Methansulforat vor; die Ein-
stellung des pH-Wertes auf 7,4 erfolgbe mittels einer
Mikro-Einstab-Glaselektrode.

Das Reaktionsgemisch setzte sich aus Je 0,5 ml Serum
und Chelatbildnerldsung, 4 ml Na-Veronal/HCL Puffer

(pH = 7,4; J = 0,06) und ~ 2 pCi 27Fe in 0,01 ml ver-
dinnter HCl zusammen. Der pH-Wert des Gemisches wurde
nach Zugabe von 59Fe mit verdinnter NaOd auf 7,4 einge-
stellt. Da die Komplexierungseigenschaften der unter-
suchten Chelatbildner in starkem MalBe von der Wasser-
stoffionenkonzentration abhingen, war die strikte Ein-
haltung des pH-Wertes im Reaktionsgemisch eine unerlifB-
liche Voraussetzung fir die Erzielung reprecduzierbarer
Ergebnisse.

Die Trennung der Komponenten erfolgte elektrophoretisch,
und zwar in einer Kammer nach Durrum nit hingender Anord-
nung der Papierstreifen (Schleicher & Schiill No. 2043 a)
unter folgenden Bedingungen:




1) pﬁ 8,6 fiir die Auftrennung von Serumproteinen,
pH = 7,4 fir die Trennung der Serumproteine von
den Chelatbildnern

2) Na-Veronal/HCl Puffer, J = 0,06

3) Konstante Stromstirke: 0,25 mA-cm™ |

4) Laufzeit: 5 Stunden

5) Aufgetragene Menge: 10 w1l

Nach beendeter Elektrophorese erfolgte die radiometrische
Auswertung der getrockneten Papierstreifen mittels eines
zwei-kammerigen fensterlosen MethandurchfluBz&dhlers (Firma
Berthold) mit einer anndhernden 4 T Geometrie. Die Strei-
fen wurden mit einer Geschwindigkeit von 120 mm-h”~" durch
das Zahlrohr transportiert. Die Aktivitdt wurde mittels
eines synchron geschalteten Ratemeters registriert, die
prozentuale Verteilung der aufgetragenen Aktivitat zwi-
schen‘Serumprotein und Chelatbildner durch planimetrische
Auswertung der Aktivitatspeaks ermittelt. Zur Identifi-
zierung der Serumproteinfraktionen wurden die Papier-
streifen anschlieBend mit Bromphenolblau angefdrbt und

mit Hilfe eines Extinktionsschreibers (Firma Zeiss) photo-

metrisch ausgewertet.

Den Ergebnissen der ersten Versuchsreihe liegen Jjeweils
drei Einzelwerte zugrunde, wadhrend fiir die restlichen
Versuche zwei Untersuchungen vorliegen.

111, Ergebnisse

In Vorversuchen bestimmten wir zunichst die Verteilung
von 59Fe iiber die einzelnen Serumeiweiflfraktionen. Zu
diesem Zweck verwendeten wir einen Ansatz aus 2 ml Serum
und ~ 2 #Ci 59Fe in 0,01 ml verdiinnter HC1l, der unter den
oben angefiihrten Bedingungen bei einem pH-Wert von 8,6

elektrophoretisch getrennt wurde. Dieser pH-Wert gestattet

eine gute Auftrennung der verschiedenen EiweiBfraktionen.
Wie aus Abb. 1 hervorgeht, wird das 59Fe ausschlieBlich



von der B-Globulinfraktion des Serums gebunden, was in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen frilherer Untersuthurgen
(17) steht.

Weiterhin untersuchten wir die elektrophoretischen Eigen-
schaften der Véfscﬁiedeﬁgn Fe(III)-Chelate. Hierbei kam
es in erster Linie darauf an festzuéfellen, ob unter den
angegebenen Bedingungeh (Laufzeit, PufferkonZentration,
Stromstirke) eine optimale Trennung der Chelate von der
B-Globulinfraktion des Serums erreicht werden kann. Zu
diesem Zweck wurde fiir jedes Chelat ein Ansatz aus 0,5 ml
Serun, 0,5 ml einer wéssrigen ILosung mit einer Liganden-
konzentration zwischen 7-1072 und 7.1072 mol.1”7 und 1 ml
Na-Veronal/HCl Puffer (pH = 7,4) hergestellt; die Zugabe
von ~ 2 wCi 59Fe erfolgte zuletzt, anschlielend wurde

der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und die elektrophore-
tische Trennung vorgenommen. Die 59Fe- Aktivitatskurven
fiir die vier Chelate in Gegenwart von Serumprotein sind
in Abb. 2a ~ d wiedergegeben. Wdahrend die drei Polyamino-
polycarbonsduren BADA, DTPA und ACATA entsprechend den
negativen Ladungen ihrer Chelate zur Anode wandern, ver-
h8lt sich das einfach positiv geladene Fe(III)-DFOA als
Kation. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist die Wanderungs-
geschwindigkeit der vier Chelate um einen Faktor von

4 - 7 groBer als die des Transferrins, so daB eine voll-
stédndige Trennung der beiden Peaks gewdhrleistet ist.

Die Wanderungsgeschwindigkeit der Chelate ist proportional
zur Ladungszahl: Sie betrdght ~ 1 cm-h™" im Falle von
[Fe(III)-BADA]™, [Fe(III)-ACATA]™, [Fe(III)-DFOAlT und

~ 2 cmeh™ bei [Fe(III)-DTPAIZT, -

In der ersten Versuchsserie priiften wir die Abhingigkeit
der Chelateffektivitidt von der Konzentration des Chelat-~
bildners. Hierzu verwendeten wir wissrige Losungen in
einem Konzentrationsbereich von 1,2040”5 bis l&-.,OHlO"(i
mol-1"7. Je 0,5 ml dieser Ldsungen wurden einem Gemisch
von 0,5 ml Serum und 1,0 ml Na-Veronal/HCl Puffer (pH =
7,4) zugesetzt. Als letzte Komponente wurde 59Fe zugegeben,




Die elektrophoretische Trennung erfolgbe a) nach 10 Minu-
ten 6der b) nach einer 5-stiindigen Inkubationszeit (37 °C).
Die Ergebnisse gsind in Tabelle 2a, b sowie Abb. 3 und 4
zusammengefalt. Der Anteil des an das Transferrin gebunde-
nen 59Fe nimmt mit steigender Konzentration des zugesetzten
Liganden ab. Wird die elektrophoretische Trennung erst
nach 5-stiindiger Inkubationszeit vorgenommen, dann ver-
schiebt sich die Verteilung des 59Fe zugunsten des Trans-
ferrins. Der Umfang, in dem dies stattfindet, nimmt in

der Reihenfolge: BADA ~ DTPA > DFOA ~ ACATA ab. Im Falle
von ACATA und DFOA sind die Dosiseffektkurven ohne und

mit Inkubation praktisch identisch.

Der Charakter der in den Abb. 3 und 4 wiedergegebenen Kur-
ven ist, wenn man von den unterschiedlichen Konzentratio-
nen absieht, fur alle Chelatbildner identisch. Thre Nei-
gung nimmt nach Uberschreitung einer Schwellenkonzentration
mit steigender Chelatkonzentration zu und nimmt einen Wert
von ~ 1 erst bei Konzentrationen an, bei denen € 10 % des
59Fe durch das Transferrin gebunden sind.

Man kann die Dosiseffektkurven ohne bzw. mit Inkubation
fiir alle vier Chelatbildner befriedigend durch eine gemein-
same Kurve wiedergeben, wenn man die Ligandenkonzentration
mit einem Effektivitétsfaktor 1/p, der fiir jeden Chelat-
bildner einen unterschiedlichen Wert aufweist, multipli-
ziert (Abb. 5, 6). Bezogen auf die Effektivitdt von BADA,
gibt 1/p den Faktor wieder, um den die Wirksamkeit der
einzelnen Chelatbildner beziglich der Chelierung des 59Fe
im Vergleich zu BADA erhdht ist. Wie aus Tabelle 3 her-
vorgeht, nimmt die Effektivitdt, d.h. p, in der Reihen-
folge: BADA < DTPA < ACATA < DFOA zu und erhdht sich nach
5-stindiger Inkubation bei DTPA, ACATA bzw. DFOA um einen
Faktor von 1,4, 3,8 bzw. 2,1. Die Effektivitdt von ACATA
ist demnach nach 5-stiindiger Inkubation besonders stark
erhoht.



In einér zweiten Versuchsserie priiften wir den EinfluB
der iﬁkﬁbatibnédauer sowie der Reiheﬁfolgé, in der die
einzelnen Kompshenten des zu tremnenden Ansatzes in Lo-
Sﬁng ge%rach% wurden. Zu diesem Zweck wurde das elektro-
phoretische Verhalten in folgenden drei Varianten unter-
sucht:

a) Das Radioeisen (Fe*) wurde einem Gemisch von
Serum (P) und Chelatbildner (L) zugesetzt:
[P + 1] + Pe*.

b) Das Radioeisen wurde dem Chelatbildner zugesetzt,
anschlieBend erfolgte die Zugabe des Serums:
(L + Fe*] + P.

¢) Das Radioeisen wurde dem Serum zugesetzt, als
dritte Komponente folgte der Chelatbildner:
[P+ Pe*] + L.

Der Ansatz setzte sich bei allen drei Varianten aus 0,5 ml
Serum, 0,01 ml 5‘9Fe015 (~ 2 uCi), 1,0 ml Veronalpuffer und
0,5 ml einer wassrigen Losung des Chelatbildners zusammen.
Wir verwendeten fir diese Versuchsserie jeweils zwei Kon-
zentrationen der vier Chelatbildner, bei denen im Falle
der Variante a) 10 bis 50 % aes 59Fe am Transferrin gebun-
den sind. Um den EinfluBl der Inkubationsdauer zu unter-
suchen, filhrten wir die elektrophoretische Trennung des
Reaktionsgemisches zu drei verschiedenen Zeiten durch:

1) Unmittelbar nach Herstellung des Ansatzes, 2) nach 5
Stunden und 3) nach 24 Stunden. Die Ansdtze wurden wadhrend
dieser Zeit bei einer konstanten Temperatur von 37 °¢ ge~-
halten.

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in Tab. 4 wieder-
gegeben; sie lassen deutlich erkennen, daBl sowohl die
zeiltliche Reihenfolge, in der die drei Komponenten: Serum-
protein, Chelatbildner und 59Fe dem Reaktionsgemisch zu-
gesetzt werden, als auch die Inkubationsdauer die Vertei-
lung des Eisens zwischen Transferrin und Chelatbildner
entscheidend beeinflussen.
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Bezuglich der Relhenfolge in der Zugabe der drei Kompo-
nenten kann festgéstellt werden, daB 59Fe bevorzugt von
dem Liganden gebunden wird, mit dem es zuerst in Kontakt
kam, d.h. vom Transferrin in Variante c¢) bzw. vom Chelat-
bildner in Variante b). Dementsprechend ist bei der Varian-
te b) der Anteil des vom Transferrin gebundenen 9pe rela-
tiv gering; er betrigt bei sofortiger Trennung des Reak-
tionsgemisches O - 1% % fiir die verschiedenen Konzentra-
tionen der Chelatbildner. Kommt das 59Fe dagegen zuerst

mit dem Serumprotein in Kontakt (Variante c)), dann wird

es zu 100 % vom Transferrin gebunden, und der Chelatbildner
im Konzentrationsbereich von 4,55’!0'4 bis 7,9°40—2 mol.1”
ist nicht in der Lage, das vom Transferrin komplexierte
Eisen zu mobilisieren.

Setzt man 59Fe einem Gemisch beider Iiganden zu (Variante
a)), so ist der vom Transferrin gebundene Anteil des 59Fe
hdher als bei der Variante b) und niedriger als bei der
Variante c); er liegt zwischen 12 und 50 % fiir die unter-
suchten Konzentrationen der Chelatbildner.

Der EinfluB der Reaktionsdauer macht sich besonders stark
im Falle von BADA bemerkbar. Wihrend bei beiden Konzen-
trationen in der Variante a) nach sofort einsetzender
elektrophoretischer Trennung im Mittel 21 % des 59Fe vom
Transferrin gebunden werden, erhdht sich dieser Anteil
nach 5- bzw. 24-stiindiger Inkubation auf 50 bzw. 70 %.

Im Falle von DTPA kann man nach 5-stlindiger Inkubation
zwar noch einen Anstieg des Transferrin-BgFe beobachten,
nicht mehr dagegen nach weiteren 19 Stunden. Anders lie-
gen die Verh8ltnisse im Falle von ACATA und DFOA, bel
denen der 59Fe-Gehalt des Transferrins offensichtlich
duBerst langsam zunimmt bzw., wie im Falle von DFOA,
praktisch konstant bleibt. Bei der DFOA-Serie liegt die
Streuung innerhalb der experimentellen Fehlerbreite.
Diese Unterschiede zwischen den vier untersuchten Chelat-
bildnern bezliglich des Einflusses der Resktionsdauer auf
die Verteilung des Radioeisens iiber beide Liganden im
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Falle der Variante a) sind in Abb. 7 deutlich zu erken-
nen.

Ihnlich liegen die Verhdltnisse, wenn das Radicéisen zu-
néchst mit dem Chelatbildner in Kontakt kommt und das
Serumprotein als dritte Komponente zugesetzt wird (Va-
riante b)). Im Falle von BADA erhoht sich der Anteil

des vom Transferrin gebundenen 59Fe im Mittel von 4 % auf
29 % und 66 % nach 5- bzw. 24-stiindiger Reaktionsdauer
(Abb. 8). Nach 24-stiindiger Inkubation ist demnach Trans-
ferrin auch bei nachtriglicher Zugabe in der lLage, fast
die gleiche Menge'vonnge zu binden wie in Variante a).
In Gegenwart von DTPA kann man diesen "Austausch" des
Chelatbildners, an den das Radioeisen primar gebunden war,
gegen das Transferrin im Laufe von 24 Stunden auch noch
beobachten, allerdings in geringerem MaBe; hier steigt
der 59Fe—Transferrin-KompleX im Mittel von 2 % auf 27 %
an. Im Falle von ACATA und DFOA liegen - ahnlich wie beil
der Variante a) - wiederum nur geringe Unterschiede in
der Verteilung des 59Fe zu verschiedenen Zeitpunkten vor.
In diesem Zusammenhang muB erwdhnt werden, daB die Genau-
- igkeit der Auswertung der Radioaktivit&tskurven, in sol-
chen Fdllen, in denen einer der beiden Peaks << 10 % des
59Fe enth8lt, gering ist. Es ist daher fraglich, ob die
Abnahme des am Transferrin gebundenen 59Fe von 12,6 auf

0 % real ist.

Setzt man die Chelatbildner dem mit 59Fe markierten Serum
zu (Variante c¢)), sind die drei Polyaminopolycarbonsduren
auch nach 24 Stunden nicht in der Lage, das vom Transfer-
rin gebundene Eisen zu mobilisieren, wdhrend DFOA in der
gleichen Zeitspanne den 59Fe-Transferrin—KompleX von ‘100
auf 94 % reduziert.

In einer letzten Versuchsserie untersuchten wir die Ver-
teilung des 59Fe iiber Serumprotein und ILiganden, die in
einer hohen Konzentration von 10-2 mol»l"/I dem mit 59Fe
markierten Serum zugesetzt wurden. Die elektrophoretische
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Trennung erfolgfe a) sofort oder bjAnach S5«stiindiger In-
kubation bei 37 ¢, Diese VersﬁéhSéﬁordnung erlaubt einen
direkten Vergleich der Effektivitit der vier untersuchten
Chelatbildner. Wie die in Tab. 5 zubammengestellten Ergeb-
nisse zeigen, nimmt die Effektivitdt in der gléichen Rei-
henfolge der Chelatbildner zu, wie wir dies fir den Effek-
tivitdtsfaktor p zeigen konnten, ndmlich BADA < DTPA <
ACATA < DFOA. Wdhrend in Gegenwart von BADA 100 % des

59Fe durch Transferrin gebunden sind, sind es im Falle

von DTPA und ACATA im Mittel 93 % und bei DFOA nur 68 %.
Nach 5-stindiger Inkubation zeigte die 59Fe—Verteilung

bei BADK und DTPA keine wesentliche Veridnderung, wihrend
in Gegenwart von ACATA bzw. DFOA 10 bzw. 13 % des Radio-
eisens den Liganden ausgetauscht haben.

IV. Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen in Ubereinstimmung mit
Cleton und Mitarb. (11) den EinfluB der Ligandenkonzen-
tration auf die Verteilung von Fe(III) zwischen zwei kon-
kurrierenden Liganden. Der Verlauf der Dosis~-Effekt-Kurven
fir alle vier Chelatbildner ist identisch, obwohl die je-
weiligen Ligandenkonzentrationen, die zur Erreichung einer
vergleichbaren Verteilung von Eisen notwendig sind, unter-
schiedliche Werte aufweisen. Es besteht also die Moglich-
keit, mit Hilfe des Effektivitatsfaktors p (Tab. 3) die
relative Effektivitdt verschiedener Chelatbildner quanti-
tativ zu charakterisieren,und es liegt nahe, die Abhingig-
keit des Faktors von der effektiven Stabilitatskonstanten
E zu prifen. Die Berechnung von E beriicksichtigt neben

der thermodynamischen Stabilitdtskonstanten die Liganden-
und Metallkonzentration sowie die Konkurrenz der im Reak-
tionsgemisch vorhandenen Ca-Ionen und der Protonen. Sie
erfolgt nach folgender Gleichung:

Kpe(111) - "Lliot 0

E =
a 4+ Koa @ [Ca]
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KFe(III): Stab%;itatskonstanté des Ee—Céelats
[L3tot : Ligandenkénzentration (mololbq)
[cal : Ca-Konzentration (méloltq)

KCa : Stabilitdtskonstante des Ca-Chelats

Der EinfluB der Protonen auf die Stabilitatskonstante fin-
det in dem Verteilungskoeffizienten o Bericksichtigung,
der sich aus dem pH~Wert des Reaktionsgemisches und den
Basizit8tskonstanten von L errechnet (9, 18). Die Stabili-
tédtskonstanten KFe(III) betragen 109249 £ BADA, 102846
fiir DTPA (2) und fiir DFOA 10°9°% (2). Die Stabilitét von
Pe(IIT)-ACATA ist noch nicht bestimmt. Die entsprechenden
Ky, ~Werte betragen 4010’0, 107959 pzy. 102:%, [cal im
Serum betrigt ~ 1072 mo1.1~1 = const. Die Berechnung von
E nach Gleichung (1) gilt unter der Voraussetzung, daf
[L]tot >> [Feltot ist; diese Bedingung ist, wenn nur das

.. . 59 o : . : A ..
tragerfreie Fe bericksichtigt wird, sicherlich erfiullt.
Es ist jedoch zu bedenken, daB das Transferrin Fe enthidlt
uhd daBl der Ligand prinzipiell auch in der Lage sein
konnte, das Transferrin-Fe zu mobilisieren. In diesem Falle
gilt

Kpe(11T) - “Lliot 2)

E =
‘! o -; L4

Ca

Da Jjedoch im Hinblick auf die hohe Stabilitdt des Trans-
ferrins (1027 (1)) [rel << KFe(III) ist, diirfte es wenig
wahrscheinlich sein, daB Kp,(717)° [Fel >> K0a°[0a],isto
Damit sollte der nach (2) berechnete E-Wert nur unwesent-
lich niedriger sein als bei der Nzherungsberechnung nach
(1). Die nach (1) fiir pH = 7,4 berechneten Logarithmen
der effektiven Stabilitdtskonstanten ergeben fiir BADA,
DTPA und DFOA 14,6, 17,0 bzw. 22,1.

Wie aus Abb. 9 hervorgeht, 1aBt sich die Abhdngigkeit von
p von der effektiven Stabilitatskonstanten E durch eine
Gerade im doppelt-logarithmischen Raster darstellen° Dies
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gestattet eine ScHitsung der effektiven Stabilititsken-
stanten fiir ACATA. Betrachtet man die Ergebnisse nach
sofortiger Trennung des Reaktionsgemisches, so wirde
log E fir ACATA = 18,1 betragen.

Wie Abb. 9 zeigt, verlduft die Gerade mit einer Steigung
<< 4. Dies bedeutet, daB die Effektivitat der Liganden
in Gegenwart von Transferrin keine direkte Proportionali-
t8t zu der effektiven Stabilitdtskonstante E aufweist.

Bezliglich der Eisenmobilisation aus dem Fe-Transferrin-
Komplex durch DTPA bestitigen unsere Ergebnisse (Variante
c)) die von Cleton und Mitarb. (11), die bei einem 100~
fachen UberschuB von DTPA zu Transferrin (bezogen auf die
molare Eisenbindungskapazitdt) innerhalb von 24 Stunden
keine nennenswerte Fe-~Mobilisation durch DTPA feststellen
xonnten. Die von uns verwendete Konzentration von 81070
mo1-1"" DIPA entspricht bei einer durchschnittlichen un-
gesdttigten Eisenbindungskapazitdt des Serums von 200 pg/
100 ml = 3,6°1072 mol-1"" einem 220-fachen UberschuB an
DIPA. Dagegen fanden wir im Vergleich zu Cleton und Mit-
arb. (11) eine wesentlich stirkere Fe-Mobilisation aus
dem Fe-DTPA-Komplex durch Transferrin, ndmlich 28 % nach
24 Stunden (Variante b)), wihrend diese Autoren bei einem
nur 5-fachen UberschuB an DTPA eine Fe-Mobilisation durch
das Transferrin von weniger als 10 % fanden. Eine befrie-
digende Erklarung filir diese unterschiedlichen Ergebnisse
kann im Augenblick noch nicht gegeben werden. Die in
vitro-Befunde von Nielsen (26), daB Transferrin nicht in
der Lage ist, Eisen aus dem Ferrioxamin-Komplex zu mobili-
sieren, wdhrend das DFOA Eisen aus dem Transferrin mobili-
sieren kann, sind zwar mehr qualitativer Natur, lassen
aber dhnliche Tendenzen wie unsere Ergebnisse erkennen.

Auffalliend ist der unterschiedliche EinfluB der Inkuba-
tionszeit auf die Eisenbindung durch die vier Chelatbild-
ner in Gegenwart von Transferrin. Wihrend im Falle von
BADA und DTPA der 59Fe—Transferrin—KompleX im Laufe von
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24 Stunden deutlich zunimmt, ist dieses bei ACATA und
DFOA nicht der Fall (Tabelle 4, Abb. 7 und 8)°_Eianei~
terer Hinweis fiir die Zeitabhlngigkeit der Bihaungsm und
Mobilisationsreaktionen des Fe(III), wie sie auch von
Margerum (24) und Rubin und Mitarb. (27) gezeigt werden
konnte, ergibt eine Gegeniiberstellung unserer Ergebnisse
der Varianten b) und ¢) (Tabelle 4). Die Einstellung
eines Gleichgewichtes der Reaktion

LFe* + P = PFe* + L

188t sich innerhaldb von 24 Stunden bei keinem der vier
untersuchten Chelatbildner erzielen. In diesem Zusammen-
hang sei erwdhnt, daB Schwarzenbach und Mitarb. (28) zei-
gen konnten, dall die Mobilisation verschiedener Metalle
aus i1hrer Komplexbindung mit Diaminocyclohexantetraacetat
wesentlich langsamer erfolgt als aus ADTA. Das analoge
Cyclohexylderivat von BADA ist ACATA, und es wdre plau-

sibel, daBl bei diesen beiden Liganden ahnliche Unterschie-

de in der Reaktionsgeschwindigkeit auftreten. Weiterhin
ergaben Untersuchungen von Anderegg und Mitarb. (2), daB

die Fe(III)-Mobilisation aus DFOA durch Polyaminopolycarbon-

s8uren relativ langsam verl&auft.

Es erhebt sich die Frage, um welche Reaktionsmechanismen
es sich im einzelnen bei den von uns untersuchten Chelie-
rungs- und Austauschreaktionen handelt und von welchen
FPaktoren ihre Kinetik bestimmt wird. Bel der Chelierung
des ionalen radioaktiven Fe* durch das Apotransferrin (P)
und/oder den Chelatbildner (L)

P + L + Fe* —= PFe* + LFe* )

sollte die Verteilung von Fe* Ulber die beiden ILiganden
eine Funktion des Verhdltnisses der effektiven Stabili-
tatskonstanten der beiden Fe(III)-Komplexe sein. Da die
Basizitdtskonstanten sowie die Stabilitdt des Ca-~-Trans-
ferrin-Komplexes nicht bekannt sind, 1aB8t%t sich die effek-
tive Stabilititskonstante des Fe(III)~-Transferrins nicht
berechnen. Es muB aber auf jeden Fall bei Reaktion (1)
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gefordert werden, daB eine Korrelation besteht zwischen
der Bildung des Fe(III)-Chelats (LFe*) und seiner effek-
tiven Stabilit#tskonstante. Ein Vergleich von LFe*, d.h.
der Effektivitdt, mit der dié Chelatbildner das Fe™ in

~ Gegenwart von Tramsferrin zu binden vermogen, ist durch
den relativen Effektivitdtsfaktor p gegeben. Wie Abb. 9
zeigt, verlauft die Gerade, ﬁie p als eine Funktion von E
wiedergibt, mit einer Steigung << 1. Dies bedeutet, daB
eine oder beide der im Reaktionsschema (1) implizit ge-
machten Naherungsannahmen ni&ht zutreffen, namlich dafl
(a) nur die Reaktion (1), doﬁa nur eine Chelierung von
Fe* durch die beiden Liganden stattfindet und (b) daB
diese Reaktion sehr schnell verliuft. Wiirde auBer der
Chelierung von Fe* auch eineiMobilisation inaktiven Eisens
aus dem Transferrin stattfinden:

PFe + L == P + LFe 2),

darm ware sie nur dann erfaBbar, wenn gleichzeitig auch
ein isotopischer Eisenaustausch vor sich geht:

PFe + Fe* == PFe* + Fe (3)

Unter der Annshme, daB die Reaktionen (1), (2) und (3)
nebeneinander ablaufen, miBte dies zu einer Verringerung
von [LFe*] fiihren, da der gesamte Eisengehalt des Trans-
ferrins [PFel] >> [LFe*] ist.

Wenn wir annehmen, daB die Reaktion (2) abliduft, so ist
ebenfalls zu fordern, daB eine Korrelation zwischen der
effektiven Stabilitdtskonstante und der Effektivitat be-
steht. Dies ist aber nicht der Fall, wie wir weilter oben
zeigen konnten. Was die Nzherungsannahme (b) anbetrifft,
daB nZmlich die Reaktion (1) schnell verlduft, so muB
festgestellt werden, daB diese sicherlich nicht der Fall
ist. Unsere Ergebnisse (Tabelle 4, Abb. 7 und 8) zeigen
ndmlich, daB die Bildung des 59Pe-Transferrin mit der
Daver der Inkubation bei zwei der untersuchten Chelat-
bildner (BADA, DTPA) deutlich zunimmt. Eine mdgliche Er-
kldrung fir diese Zeitabhingigkeit kSnnte darin bestehen,
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daB die Bildung des Fe(III)-Transferrind  (PFe*) langsamer
als die des Fe(III)-Chelats (LFe*) erfolgt. Gegen diese
Annahme ist jedoch einzuwenden, daB bei der Variante c}
die Bildung von PFe* bei sofortiger Trennung bereits zu
100 % erfolgt ist. Allerdings ist zu beriicksichtigen, daB
die elektrophoretische Trennung finf Stunden in Anspruch
nimmt und der als O bezeichnete Zeitpunkt in Wirklichkeit
einer S5-stindigen Inkubationszeit gleichzusetzen ist.

Ein zwingendes Argument gegen die Annahme einer langsamen
Bildung des Fe(III)-Transferrin ist jedoch die Tatsache,
daB unmittelbar nach Zusatz von”Fe5+ zu Apotransferrin (P)
die Bildung des Transferrin sich spektrophotometrisch
bei 520 mi nachweisen 1a8%t.

Eine zweite Erklarungsmdglichkeit fur den Zeitfaktor bei
der Bildung von PFe* wire die Annahme, daB der Chelatbild-
ner bzw. das betreffende Fe(III)-Chelat metabolisiert
wird, was beides eine entsprechende Zunahme von PFe* zur
Folge haben sollte. Ein metabolischer Abbau des DTPA und
der ihm verwandten Polyaminopolycarbonsduren im Serum konnte
aber bisher nicht nachgewiesen werden. Dagegen konnte Ke-
berle (21) zeigen, daB DFOA, nicht aber Ferrioxamin, im
Plasma verhdltnism#Big schnell metabolisiert wird. Da aber
gerade beil diesem Liganden die ErhShung von PFe* am lang-
samsten erfolgt, erscheint auch diese Erklarung des Zeit-
faktors nicht plausibel.

Die einzige Mdglichkeit, unsere Ergebnisse befriedigend
erkldren zu kdnnen, liegt in der Annahme, daB (a) ein iso-
topischer Eisenaustausch zwischen dem 59Fe-Chelat (LFe*)
und dem im Serum vorhandenen nicht markierten Transferrin
(PFe) stattfindet. Diese Annahme erscheint plausibel, da
die Gesambtmenge an PFe im Reaktionsgemisch wesentlich
grofler ist als an LFe. Weiterhin miissen wir annehmen, daB
(b) der isotopische Eisen(III)austausch langsam verliuft.
Ein Hinweis filir die Richtigkeit dieser Annahme ergibt sich
aus den Untersuchungen von Jones und Long (20), die zeigen
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konnten, daB der isotopische Eisenaustausch zwischen
Fe(IIIJ-ADTA nd 59Fe0’15 buBerst langssam verliuft.

Aus uhseren Ergebnissen geht hervor, daB die Austausch-
geschwindigkeiten fiir die einzelnen Chelatbildner unter-
schiedlich sind; sie nehmen in der Reihenfolge: BADA >
DIPA >> ACATA = DFOA &b. Falls der Austausch lber freies
Fe5+ erfolgt, muB gefordert werden, daB eine positive
Korrelation zwischen dem Ablauf der Reaktion und der
effektiven Stabilitdtskonstante des in Frage kommenden
Fe(III)-Chelats besteht. Dies trifft aber bei unseren Er-
gebnissen nicht zu. Eine zweite Moglichkeit wire der Aus-~
tausch Uiber die Bildung eines intermedifdren Komplexes:

Fe
PFe + LFe* == P’ :L ;ﬁE'PFe* + LFe (4)
T~Fet”

Aus einer Arbeit von Fletcher und Huehns (15) geht her-
vor, dall im Serum neben dem mit Eisen gesattigten Trans-
ferrin (PFeE) und dem eisenfreien Apotransferrin (P) auch
solches Transferrin vorhanden ist, daB nur 1 Atom Eisen
pro Molekiil enthdlt (PFe). Wahrend bei niedrigem bzw. ho-
hem Eisengehalt des Serums der Anteil an P bzw. PFe2
Uberwiegt, ist beieinem mittleren Eisens8ttigungsgrad

des Serums der Anteil an PFe verhdltnismidBig hoch. In

dem von uns verwendeten Serum war das Transferrin zu einem
Drittel mit Eisen ges8ttigt; es sollten demnach genligend
PFe-lMolekiile fiir die Bildung eines intermedizren Komplexes
nach (4) zur Verfiligung stehen.

DaB der Eisen(III)-Austausch zwischen Chelatbildnern und
Transferrin nicht tber das freie Metallion, sondern iber
einen intermedidren Komplex erfolgt, konnte von Bates und
Mitarb. (4, 5) fiir ADTA, Citrat und Nitrilotriacetat
nachgewiesen werden. Die Befunde dieser Autoren zeigen
eine deutliche Abh3ngigkeit der Austauschgeschwindigkei-
ten von der Art des Liganden, wdhrend der EinflufB der
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Stabilitdt der betreffenden Fe(IIl)-Chelate sekundir war.
Bates und Mitarb. schlagen folgendes Reaktionsschema fiir
den Eisenaustausch zwischen Fe(III)-ADTA und Apotrans-
ferrin (P) vor:

Fe-ADTA == Fe-ADTA' + P

P

EDTAwee Few-- P (5)
NP

PFe + ADTA

Hierbei bezeichnet Fe-ADTA' einen aktivierten Komplex,

in dem die koordinative Bindung zwischen Eisen und Ligand
teilweise gelockert ist, vermutlich durch Auffalten des
Molekiils. Obwohl es sich bei diesen Untersuchungen um
eine echte Eisenmobilisation handelt - der Nachweis des
Fe(III)-Transferrir erfolgte spektrophotometrisch und
nicht wie bei uns durch Markierung mit 59%e - erscheint
es plausibel, daB auch der isotopische Fe(III)-Austausch
in ahnlicher Weise iber einen intermedidren Komplex ver-
lauft. Fir diese Annahme spricht die Tatsache, daB unsere
Befunde, wie auch die von Bates und Mitarb. (4, 5), eine
deutliche Abhdngigkeit der Austauschgeschwindigkeit von
der Art des Liganden aufweisen. Besonders langsam verlau-
fen die Reaktionen bei ACATA und DFOA. Beide Molekiile
sind im Vergleich zu BADA und DTPA in ihrer freien Dreh-
barkeit starker behindert, worin mdglicherweise ihre ge-
ringe Tendenz zur Bildung ternidrer bzw. quarterndrer Kom-
plexe oder ihre "Robustheit” begriindet sind.

SchlieBlich wollen wir auf die Folgerungen eingehen, die
sich aus unseren Untersuchungen fiir die Anwendung von
Chelaten zur Fe-Mohilisation in vivo ergeben. Grundsatz-
lich miissen bei der Ubertragung von in vitro-Versuchs-
ergebnissen auf das biologische Milieu eine Reihe von
Fektoren berilicksichtigt werden, die die Effektivitat

der verschiedenen Chelatbildner beeinflussen konnen.
Hierzu gehoren das physiologische Verteilungsvolumen der
Liganden und ihre Einbeziehung in metabolische Vorginge,
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die Existenz anderer enfogener Fe-Liganden (neben dem
Traﬁsferrin %.B. Ferritin, Himoglobin und Apoenzyme)
sowie die Konkurrenz anderer Metallionen und Metallkom-
plexe.

Bei einem Vergleich der Fe-Mobilisation aus dem Trans-
ferrin bei hoher Konzentration (10'2 molol_q) der vier
von uns untersuchten Liganden (Tabelle 5) erwies sich
DFOA den Polyaminopolycarbonsduren gegeniiber als deutlich
effektiver, wdhrend in vivo-Untersuchungen von Bohne und
Mitarb. (7) eine stirkere Fe-Mobilisation durch ACATA im
Vergleich zu DFOA zeigten. Zieht man jedoch in Betracht,
daB der physiologische Verteilungsraum von DFOA 50 %

des Korpergewichtes betrigt (21), wihrend man annehmen
kann, daB ACATA (8hnlich wie DTPA) nur auf den extracellu-
ldren Raum verteilt ist (ca. 25 % des Korpergewichtes)

(8, 16) und daB weiterhin DFOA im Plasma und verschiedenen
Organen verhiltnismidBig schnell metabolisiert wird (21),
wahrend dies filir die Polyaminopolycarbons&uren bisher
nicht nachgewiesen werden konnte, so 188t sich die Diskre-
panz zwischen den in vivo- und in vitro-Ergebnissen bezlig-
lich der Fe-Mobilisation durch DFOA und ACATA zwanglos
erkléren. Die Uberlegenheit des ACATA iiber BADA und DTPA,
die Bohne und Mitarb. (7) feststellten, wird durch unsere
Befunde bestatigt. Es ist offensichtlich, daB die Effek-
tivitdt eines Chelatbildners in der Mobilisation von endo-
genem Eisen bzw. anderen Metallen nicht ausschlieBlich
eine Funktion der Stabilitit der betreffenden Metallkom-
plexe sondern auch der chemischen Konfiguration des Ligan-
den ist.

V. Zusammenfassung

Es wurde die kompetitive Fe(III)-Bindung zwischen vier
Chelatbildnern (BADA, DTPA, ACATA, DFOA) einerseits und
Serumprotein (Transferrin) andererseits mit Hilfe von
59Fe als Markierungssubstanz in Abhangigkeit von Ligan-
denkonzentration, Inkubationszeit und Reihenfolge der
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Zugabe der Komponenten zum Reaktionsgemisch in vitro unter-
sucht. Es konnte gezeigt werden, dall der Fe-Transferrin-
Komplex mit steigender Chelatbildnerkonzentration abnimmt.
Nach 5- bzw. 24-stiindiger Inkubation verschob sich die
Verteilung des 59Fe zugunsten des Transferrin in unter-
schiedlichem MaBe bei den einzelnen Chelatbildnern, bei
BADA und DTPA wesentlich stdrker als bei ACATA und DFOA.
Das Radioeisen wurde bevorzugt von dem ILiganden gebunden,
mit dem es zuerst in Kontakt kam. Die Effektivitat der
untersuchten Chelatbildner beziglich Eisenbindung und
~Austausch nimmt in der Reihenfolge: BADA < DTPA < ACATA
< DFOA zu und zeigt eine starkere Abhdngigkeit wvon der
chemischen Konfiguration des Liganden als von der effek-
tiven Stabilitidtskonstanten der betreffenden Fe(III)-
Chelate. Um die vorliegenden Untersuchungsergebnisse be-
friedigend erkldren zu kdnnen, wird angenommen , daB (a)
ein isotopischer Fe-Austausch zwischen dem 59Fe-0helat und
dem im Serum vorhandenen nicht markierten Transferrineisen
Uber die Bildung eines intermedidren Komplexes stattfin-
det und (b), daB dieser Fe(III)-Austausch langsam ver-
l8uft.
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VII. Tabellen und Abbildungen




Tabelle 4 : Elektrophoretlsche Wanderungsgeschw1ndlgke1u
von 59Fe, gebundén durch B<Globulin und
synthetische Chelatbildner.

o i WanderungSgeschW1nd1gkelt :
Substanz mm /5 Std.
BGlobulin 13,2
BADA 60,0
DTPA 95,5
ACATA 55,0
DFOA 50,0




« Tabelle 2a3 '53Fe-Geha1% des Transferrins (% der 59Fe-—Dosis und Mutungsbereich, dem einfachen Standardfehler

entsprechend) in Abhingigkeit von der Chelatbildnerkonzentration. Sofortige Trennung des Reak-

“+tionsansatzes,

Km(l;ﬁ‘f“‘l"‘;‘ 3o BADK DTPA ACATA DFOA
1,2 - 1072 100 91,2 (77,2 - 107,7)
4,0~ 1077 93,3 77,2 (71,3 - 83,9)
1,2+ 1074 100 100 89,1 (67,0 - 118,5) | 51,6 (48,8 - 54,5)
4,0 - 1074 89,7 (78,2 - 103,0) : 89,7 (73,6 - 109,4) | 70,7 (53,0 - 94,4) | 30,4 (21,5 - 43,0)
1,2~ 1077 79,4 (71,9 - 87,7) | ..66,0 (59,0 - 73,9) | 56,2 (49,8 - 63,4) 1 12,5 ( 7,4 - 21,2)
4,0~ 1677 57,9 (47,5 - 70,6) 1 32,7 (14,1 - 76,0) | 21,8 (17,5 - 27,2)| 4,7 ( 3,1 - 7,1)
1,2+ 1072 | 42,0 (34,4 - 51,2)] 17,6 ( 5,0 - 61,9) 4,2 ( 0,9 - 18,7)
446 + 1572 23,1 (17,6 - 29,8)] 5,9 ( 1,7 - 20,8)
1,2 01070 1 8,1 (6,8 - 9,7)




Tabelle 2D 59Fe

-Gehalt des Transferrins (% der 59Fe-Dosis und Mutungsbereich, dem einfachen Standardfehler

entsPrechendﬁ in Abhdngigkeit von der Chelatbildnerkonzentration. Trennung des Reaktionsansatzes
- -nach S-std. Inkubation.

Konzentration BADK DTPA ACATA DFOA
Amo2-17")
152 « 1072 100 90,5 (81,9 - 99,9)
4,0 + 1077 97,7 (93,8 - 101,8) | 85,1 (74,0 - 97,8)
1,2 - 1074 1 100 100 93,3 (87,0 - 100,1) I 52,0 (47,1 - 57,5)
4,0 + 1074 94,8 (85,9 - 104,7) | 100 71,3 (61,2 - 81,8) 1 26,9 (14,9 - 48,6)
1,2 « 1072 1 89,1 (80,7 - 98,4) ! 100 56,6 (40,6 ~ '77,8) 1 19,3 (11,8 - 31,6)
4,0 + 167> 1 78,9 (66,7 - 93,3)| 48,9 (34,2 - 69,9) 24,1 (14,6 -~ 39,2) | 7,0 ( 4,3 - 11,6)
1,2« 1072 | 62,7 (56,8 - 69,2)] 38,9 (29,7 - 50,8) 4,9 ( 1,9 - 12,3)
4,0 + 1072 44,7 (37,8 - 52,8) | 12,4 ( 6,2 - 24,8)
142 T 24,4 (20,6 - 28,8) 0,9
4,0 + 107 4,8 (1,6 - 14,2)




Tgbelle 3: p-Werte der vérschiederen Chelatbildner

in bezug auf BADK.

BADA DTPA ACATA DFOA
sofortige ﬁ
Trennung A 5,5 6,6 66,6
nach 5-std.
Inkubation 1 4,5 25,0 143,0




Tabelle 43 59

und- der Art der Versuchsvariante (vgl. Text).

Fe-Oehalt des Transferrins (% der 59Fe—Dosis) in Abhingigkeit von der Inkubationsdauer

Konzentra%ion Chelat- 0 Std. > Std. 24 Sta.
{mo1+17") bildner a b c a b c a b c
7,9 » 1072 ) 14,6 5,2 100 | 45,6 27,0 100 65,0 58,5 100
3,5 + 1072 BADA 26,8 2,0 100 | 54,6 30,7 100 75,0 74,1 100
9,0 + 1672 25,0 4,2 100 | 41,5 14,7 100 44,0 26,0 100
8,0 « 1072 DTPA 27,1 0 100 | 40,1 12,1 100 48,5 28,0 100
5,5 « 107> 14,9 0 100 | 14,3 4,7 100 19,5 10,1 100
4,0.4 10-3 ACATA 19,7 0 100 25,2 4’7 100 22’7 11’9 100
1,5 + 1077 11,9 0 100 | 8,4 0 90,7 | 15,7 2,4 92,2
1,5 - 1074 | DFOA 49,6 13,0 100 | 46,8 6,1 98,8 | 41,7 0 96,0




Abb. 1: Pherogramm von 5 9Fe-haltigem Serum.
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Abb. 2a: Pherogramm von 59}?63—11@&!_1::'Lgem Serum in Anwesen-
heit von BADA.
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Abb. 2b: Pherogramm von 59Fe—haltigem Serum in Anwesen-
heit von DTPA.
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Abb. 2c¢: Pherogramm von 59Fe—haltigem Serum in Anwesen-
heit von ACATA.
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Abb. 2d: Pherogramm von 59Fe-—haltigem Serum in Anwesen-
heit von DFOA.
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Abb. 3: > 9F(—:'—Gehalt des Transferrins in Abhingigkeit
von der Chelatbildner-Konzentration. o = ohne
Inkubation, ® = mit Inkubation.
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59Fe
von der Chelatbildner-Konzentration. o = ohne
Inkubation, e = mit Inkubation.

~-Gehalt des Transferrins in Abhangigkeit
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59Fe-Gehalt des Transferrins in Abhiangigkeit
von der Chelatbildner-Konzentration. Ohne

Inkubation.
Die Konzentrationen sind mit p~
(vgl. Text und Tabelle 3).

1

multipliziert
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Abb. 6: ~JPe-Gehalt des Transferrins in Abhfingigkeit
von der Chelatbildner-Konzentration. Mit
Inkubation.

Die Konzentrationen sind mit p~
(vgl. Text und Tabelle 3).

1 multipliziert
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Abb. 7: 2?Fe-Gehalt des Transferrins in Abhingigkeit
von der Art des Chelatbildners und von der
Inkubationsdauer. Variante a) (s. Text).
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Abb. 8: 59Fe-—(}ehal‘c des Transferrins in Abhangigkeit
von der Art des Chelatbildners und von der
Inkubationsdauer. Variante b) (s. Text).
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Abb. 9: Abhingigkeit der p-Werte von der effektiven
Stabilitdtskonstante E der Fe(III)-Chelate.
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