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1. Einlelitung

Die Ca-Chelate des Athylendiamintetraacetats (ADTA) und
des Didthylentriaminpentaacetats (DTPA).hQEen in den
letzten Jahren bei der Behandlung von. Sehwer- bzw. Radio-
metallvergiftungen eine zunehmende Bedeutung gewonnen
(Catsch 1968a,b, Klimmer 1968, Lange 1964). Dabei konnte
eine hohere Dekorporationswirksamkeit von DTPA im Tier-
versuch und auch beim Menschen nachgewiesen werden (Lite-
ratur bei Catsch 1968a). Dariber hinaus hat sich DTPA bei
der Therapie der Eisenspeicherkrankheit, einer Storung
des Fe-Stoffwechsels beim Menschen, klinisch bewZhrt
(Literatur bei Bohne et al. 1967, Bohne und LeBmann 1969).

Un thera

iedigende Resultate zu erzielen,
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miissen bei der Chelatbehandlung hdufig hdhere Dosen iber
langere Zeitspannen verabreicht werden. In diesem Fall
haben sich Jjedoch beim Menschen und bei Versuchstieren

he Nebenwirkungen gezeigt, bel denen es sich Im
wesentlichen um nephrotische Ver#nderungen (Literatur
bei Catsch 1968a, Weber 1970) und (nach neueren Untersu-
chungen (Ahrens und Aronson 1968, Aronson et al. 1968,
Weber 1969a, Weber 1969b)) um eine degenerative Lésion
der Darmmucosa handelt. Sowchl die akute als auch die
chronische Toxicitdt der Ca-Chelate dieser Polyaminopoly-
carbonsduren sind quantitativ bestimmt. Bei einmaliger
parenteraler Applikation betriagt die ILDS50% 12,5 mmol-kg
fiir DTPA (Catsch 1967) und 17,5 mmol-kg | fir ADTA
(Giinther 1969). Werden diese Verbindungen t8glich intra-
peritoneal verabfolgt, so zeigt sich, was Letalitdt und
die Nieren- (Catsch 1964) sowie Darmschiden (Weber 1969b)
betrifft, ebenfalls eine etwa 2 mal hohere toxische Wir-
kung des DTPA.

o
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Es stellt sich die Frage nach der Ursache der Toxicitat
der Chelatbildner. Im Hinblick auf die relativ hohe Affi-
nitdt der Chelatbildner zu biologisch essentiellen Spuren-
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metallen liegt es nahe, die toxischen Wirkungen der Che=
latbildner auf den Austausch und die Mobilisierung eines
oder mehrerer Spurenmetalle zuriickzufilhren, wodurch einer-
seits Metallo- bzw. metallaktivierte Enzyme, andererseits
aber auch durch mehrwertige Kationen stabilisierte Zell-
strukturen beeintréchtigt oder in ihrer Funktion gehemmt
werden (Bersin 1963, Cotzias et al. 1960, Thiers und
Vallee 1957, Wacker und Vallee 1959). Zugunsten dieser
Hypothese lassen sich folgende Befunde anfiihren: Candura
et al. (1960), Constam et al. (1964), Liberman et al.
(1967), Meltzer et al. (1961), Perry und Schroeder (1957),
Perry und Perry (1959), Tarui (1960), Teisinger et al. '
(1958) beobachteten beim Menschen unter dem EinfluB von
ADTA eine deutlich erhShte Ausscheidung von Zn und (in
wesentlich geringerem MaBe) von anderen Spurenmetallen,
wie Mn, Cu, Fe und Ni, mit dem Urin. Diese Beobachtungen
stitzen zwar an sich die Vorstellung, daB eine Mobilisie-
rung endogener Spurenmetalle fiir die Toxicitdt der Chelat-
bildner verantwortlich ist, doch handelt es sich um rein
gqualitative Untersuchungen. Quantitative und fir die Pri-~
fung der Hypothese unerl@ssliche Untersuchungen zur Frage
der Doéisabhéngigkéit der Métailaﬁsécheidﬁng'und der Wirk-
samkeit verschiedener Chelatbildner wurden bisher nur fiir
Zn durchgefiihrt. Havlicek (1967) verglich die Wirkung von
ADTA und DTPA auf die Zn-Ausscheidung im nicht toxischen
Dosisbereich von 0,005 bis 0,5 mmol°kg“q und fand bei
Ratten eine rund 100 mal hohere Effektivitdt des DTPA.

In einer #hnlichen Versuchsanordnung priifte Dvorax (1970)
das Verhalten von Zn im toxischen Dosisbereich zwischen

1 und 8 mmolekggq und fand eine im Vergleich zu ADTA etwa
20 mal hohere Effektivitat von DTPA.

Nigrovié (1964) konnte in vivo zeigen, daBR die Ca-Chelate
des ADTA und DTPA zu einer ausgepragten Inaktivierung der
Zn-haltigen alkalischen Phosphatase der Nierenrinde fiihren,
wobel die groBere Wirksamkeit des DTPA in guter Uberein-
stimmung mit der unterschiedlichen Toxicitdt beider Iiganden
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stand. Arkhipova et al. (1965) wiesen in vivo eine Hemmung
der Co~haltigen Glycylglycindipeptidase durch DIPA nach.
In beiden Fidllen konnten die Enzyme durch nachfolgende in
vitro-Inkubation mit den entsprechenden Metallen reakti-
viert werden.

Weitere Anhaltspunkte fiir die Chelattoxicitdt liefert der
Nachweis, daB Metallchelate, die eine hdhere Stabilitat

als die Ca-Verbindungen besitzen, unter Umstinden auch

eine entsprechend reduzierte Toxicitat aufweisen. Dies
konnte fir die Zn-Chelate des ADTA (Sullivan 1960, Steffen-
sen 1957) und des DTPA (Catsch 196%, Catsch 1964, Catsch
und von Wedelstaedt 1965, von Wedelstaedt und Catsch 1965)
nachgewiesen werden.

Aus den vorstehend angefiihrten Versuchen zu folgern, daB
der Toxicitat der Ca-Chelate ursdchlich ihre Wechselwir-
kung mit endogenem Zn zugrundeliegt, ware Jjedoch verfriht,
solange noch keine gquantitativen Untersuchungen an anderen
Spurenmetallen durchgefiihrt sind. Die obigen Befunde sind
durchaus auch mit der Annahme vereinbar, daB andere Metalle
als Zn beteiligt sind. So konnten zum Beispiel Foreman u.
Nigrovié (1968) zeigen, daB die Toxicit#t des (im Vergleich
zum Zn-Chelat) weniger stabilen Mn(II)-DTPA deutlich gerin-
ger als die von Ca-DTPA ist. ’

In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung dieser Verbin-
dungen auf die Ausscheidung von Mangan unbersucht. Lage
der Chelattoxicitédt ein Manganentzug ursichlich zugrunde,
dann miiBte beziiglich der Ausscheidung dieses Metalls ein
gleichsinniger Unterschied in der Wirksamkeit von ADTA und
DTPA wie bel der Toxicitadt vorliegen. Ferner sollte in den
Organen eine verminderte Mangankonzentration zu finden

sein.

Obwohl es nicht zur eigentlichen Fragestellung der vorlie-
genden Untersuchung gehdrt, dirfte es - im Hinblick auf
das Verstiandnis der Zusammenhdnge - zweckm8Big sein, kurz
auf die physiologische Bedeutung und Verteilung des Mangans



im Saugetierorganismus einzugehen.

Es ist bekannt, daB Mn bei der Blutbildung, der Aktivitdt
endokriner Driisen, beim Vitaminstoffwechsel und beim Ab-
lauf von Enzymprozessen eine entscheidende Rolle spielt
(Literatur bei Bersin 1963, Cotzias 1958, Cotzias 19€2).
In vitro akxtiviert Mn2+, z.T. in Konkurrenz mit anderen
Kationen (vor allem Mg) zahlreiche und recht unterschied-
liche Enzymsysteme (Dixon und Webb 1964). Tiere zeigen
charskteristische Mangelsymptome, wird ihnen eine !Mn-arme
Di&t verabreicht (Literatur bei Bersin 1963, Cotzias 1958,
Cotzias 19€2).

Mit z.T. unterschiedlichen Analysemethoden untersuchten
verschiedene Autoren den lMn-Gehalt in Organen des Menschen
Griffith et al. 1 1. 1940, Tipton und Cook
196%) und in Saugetlergeweben (Fore und Morton 1952).Wenn

auch,aller Wahrscheinlichkeit nach im Zusammenhang mit

dem Jewells angewendeten Nachwelsverfahren, die Angaben

oy <,

z.T. stark streuen, so ist doch unverkennbar, daBl Mito-
chondrien-reiche Organe (wie Leber, Nieren und Pancreas)
eine relativ hohe Mangankonzentration aufweisen, wihrend
sie in anderen Geweben wesentlich niedriger ist. Die Kon-
zentration des Elements (bezogen auf 1 g Frischgewicht)
wird fiir die Leber mit Werten 1,3 - 2,5 pg, die Nieren mit
0,6 - 1,2 ug und das Pancreas mit 1,3 - 2,3 Lg angegeben.
Auf den Mn-Gehalt des Knochens wird im spdteren Zusammen-
hang eingegangen.

Weitere Information vermitteln Untersuchungen mit radio-
aktiven Mn-Isotopen,(5gmn, 54Mh, 56Mn) (Literatur bei
Cotzias 1962, Cotzias et al. 41960, Kuhn 1969). Nach intra-
vendser Injektion von tragerfreiem M wird kurzfristig
nach Verabfolgung vom Skelett 4,7 % der 54Mh-Dosis, von der
Leber 25,5 %, der Muskulatur 18,5 %, den Nieren 6,6 % und
vom Pancreas 3,1 % zuriickgehalten (Kuhn 1969). Was die
Verweilzeit des Radionuklids in den Organen betrifft, so
ist diese durch eine multiexponentielle Funktion gekenn-
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zeichnet. Ein Teil des retenierten 54Mﬂ, der im Mittel etwa
50 % der obigen Werte ausmacht, wird mit einer biologischen
Halbwertszeit von 2 Tagen relativ schnell, die restliche
Fraktion mit einer Halbwertszeit von 28 Tagen aus dem Ske-
lett, 11 Tagen aus der Leber und den Nieren, 37 Tagen aus
der Muskulatur und 9 Tagen aus dem Pancreas ausgeschieden.
Die Ausscheidung erfolgt hauptsidchlich mit den Faeces, und
zwar gebunden durch das Bilirubin der Galle.

Da unsere Untersuchung unter Umsté&nden auch fiir die Frage
der Therapie der Mn-Vergiftung (Literatur bei Lange et al.
1964 ) von Bedeutung sein konnte, soll auch ein kurzer Uber-
blick ilber die bisherigen Erfahrungen in dieser Beziehung
gegeben werden. Verschiedene Autoren fanden nach Chelat-
applikation bei Mn-vergifteten Tieren eine deutliche Inten-
sivierung der Ausscheidung mit dem Urin und - soweit unter-
sucht - eine dementsprechend verminderte Ablagerung in den
Organen. Wenn auch die Mn-Ausscheidung mit den Faeces ver-
indert wurde, war die insgesamt ausgeschiedene !Mn-Menge
Jjedoch bei behandelten Tieren grdler als bei unbehandelten,
d.h. die Ausscheidungsbilanz war positiv (Fried et al. 1959,
Kosai und Boyle 1956, Kuhn 1969, Eybl et al. 1969, Rodier
et al. 1954). Eine im Vergleich zu ADTA hdohere Effektivitst
von CDTA und DTPA wurde hierbei von Kuhn (1969) und Eybl
et al. (1969) nachgewiesen.

CDTA (trans-Cyclohexan-1,2-diamintetraacetat) nimmt nach
Eybl et al. (1969) insofern eine Sonderstellung ein, als
dieser Chelatbildner, obwohl er praktisch die gleiche Affi-
nitsdt zu Mn(II) wie DTPA besitzt, bei gleichzeitiger
Injektion mit Mn eine stdrkere Ausscheidung von Mn zur
Folge hat als DTPA, bei spater Verabfolgung dagegen
schwdcher wirksam ist. Aus diesem Grunde schien es uns
geboten, auch CDTA in unsere Untersuchungen einzubeziehen.

Die im Tierversuch mit Radiomangan gewonnenen Erkenntnisse
k6nnen allerdings nur mit Vorbehalt als Modell fir die
Therapie der chronischen Mn-Vergiftung betrachtet werden,
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da es sich um eine einmalige Verabfolgung sog. unwigbarer
(d.h. tridgerfreier) Mn-Mengen handelt.

Beli den bis Jetzt nur in geringer Zahl vorliegenden klini-
schen Erfahrungen iiber die Therapie der chronischen Mangan-
vergiftung beim Menschen durch Chelatbildner (Iiteratur

bei Lange et al. 1964, Barborik und Sehnlovi 1967) konnte
eine erhthte Metallausscheidung mit dem Urin nach ADTA-
und DTPA-Behandlung festgestellt werden. Aussagen iber den
klinischen Wert der Chelattherapie sind im Moment jedoch
noch verfriht.

2. Material und Methoden

2.%. Mangan-Bestimmung

Eine geeignete Methode zur serienmafBigen Bestimmung von
Mn im Urin und Geweben zu finden, ist dadurch erschwert,
daB 1) der zu erwartende Gehalt des Elements sehr gering
ist, 2) das biologische Material dagegen grdBere Mengen
anderer Elemente in variabler Zusammensetzung enthilt

und daB 3) bei der Aufarbeitung die Gefahr der Spurenein-
schleppung, aber auch eines Mn-Verlusts besteht. Unter
diesen Gesichtspunkten wurden die folgenden Analysenver-

fahren auf ihre Anwendbarkeit hin untersucht:

1) Kolorimetrische Methode

2) Elextronspinresonanz

3) Neutronenaktivierungsanalyse

4) Atomabsorptionsspektrophotometrie

Bei dem Xolorimetrischen Bestimmungsverfahren nach Yuen
(1958) wird farbloses Leukomalachitgriin durch das mit
Kaliumperjodat zu Permanganat oxidierte Mangan in blau-~
grines Malachitgrin uberfiihrt, dessen Absorptionsmaximum
bei 620 my liegt. Die Methode ist mit einer Nachweisgrenze
von 0,1 pg % und einer Genauigkeit von & 5 % zwar relativ
empfindlich, doch storen bereits Fe2+- und Feo*-Tonen in
Konzentrationen von 0,02 bzw. 0,004 mg % die Bestimmung.
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Vor der Analyse der Organproben, die Eicen in groReren
Mengen enthalten (Tipton und Cook 1963), 1#Bt sich dieses
Element leicht als Fe~III-Chlorid mit di-Isopropyléther
extrahieren (Dodson et al. 1936), doch wird auch die bei
diesem Verfahren hochstzulassige Phosphatkonzentration
von 20 mg % sowohl in den Organen, als auch im Urin iber-
schritten. Kolorimetrische Phosphorbestimmungen nach
Fiske und Subbarow (1925) im 24 Stunden-Urin von Ratten
ergaben einen P-Gehalt zwischen 19,7 und 32,8 mg. Auf
Monophosphat umgerechnet, bedeutet dies, daB 60 bis 95 ng
Poz*vor der Mn-Bestimmung aus dem Urin entfernt werden
miBten. Eine Abtrennung des stdrenden Phosphats kdnnte
einerseits einen Verlust des IMn bei den einzelnen Schrit-
ten der Probenaufarbeitung, andererseits aber auch die
Gefahr einer Kontamination durch die zur Abtrennung er-
forderlichen Reagentien mit sich bringen. Aus diesen
Grinden hielten wir die Leukomalachitgriin-Methode fur
unsere Fragestellung fUr ungeeignet.

Mit Hilfe der Elektronspinresonanz konnen an sich relativ
sehr kleine Mn-Mengen nachgewiesen werden (e.g. Borg 1961).
Zur quantitativen Bestimmung der Mn-Konzentration im Urin
muBte diese Methode jedoch aufgegeben werden, weil einer-
seits durch die Veraschung der Proben die fiir diese Be-
stimmungsmethode geforderte 2-wertige Oxidationsstufe des
Mangans nicht gewghrleistet war. Andererseits ergibt sich
durch die Applikation verschieden hoher Chelatdosen eine
quantitativ (vielleicht auch qualitativ) unterschiedliche
Zusammensetzung des Urins, wodurch die Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse stark beeintrachtigt wird.

Die Neutronenaxtivierungsanalyse z8hlt zu den empfind-
lichsten Nachweis- und Bestimmungsmethoden von Spuren-
elementen im organischen und anorganischen Material

(Hanle und Mitarbeiter 1964, Friedldnder und Kennedy 1961,
Koch und Koch-Dedic 1964). Beili diesem Analysenverfahren
wird die zu untersuchende Probe mit thermischen Neutronen




bestrahlt, wobei aus stabilen; natiiriichen Isotopen als
Folge von Kernreaktionen Radionuklide entstehen, die
durch ihre kernphysikalischen Eigenschaften wie Art und
Energie der Strahlung und ihre Halbwertszeit charakteri-
siert sind. Hierdurch ergibt sich die Moglichkeit, eine
grofe Anzahl von Elementen mit Hilfe der durch die Be-
strahlung induzierten Aktivitat zu analysieren und quan-
titativ zu bestimmen.

Leider kam aus duBeren Griinden die Mn-Bestimmung in unse-
ren Versuchsreihen mittels Neutronenaktivierung nicht in
Betracht. Wir muBten uns damit begniigen, an einer be-
schrankten Anzahl von Organproben den Mn-Gehalt mittels
Neutronenaktivierung zu bestimmen und konnten die Genauig-
keit und Reproduzierbarkeit des von uns angewendeten Be-
stimmungsverfahrens im wesentlichen bestdtigen.

Die Atomabsorptionsspektrophotometrie (AAS) hat sich als
Methode zur quantitativen Bestimmung von Metallen und

Halbmetallen auf vielen Gebieten der chemischen und bio-
chemischen Analytik ihren festen Platz erobert (ILiteratur
bei Ringhardtz und Welz 1968). Mit geeigneten Apparaturen
ist es mdglich, extrem niedrige Elementkonzentrationen zu
bestimmen. Dariiber hinaus bietet die AAS die Mdglichkeit,
mehrere Metalle in ein und derselben Probe quantitativ

zu erfassen. Das Prinzip dieser Analysenmethode ist, daB
durch Zerstauben der Probeldsung in einer Flamme freie
Atome des zu bestimmenden Elements erzeugt werden und die
konzentrationsproportionale Intensitiétsverminderung von
Licht (als Folge der Absorption durch diese Atome) mit
einer,fﬁr das Element charakteristischen Wellenlidnge ge-
messen wird. Die unbekannte Metallkonzentration der Ana-
lysenlosung 188t sich mit Hilfe von Eichkurven bestimmen.

Nach Elwell und Gidley (1966) wird die Mn-Bestimmung
mittels AAS nicht durch andere Kationen oder Anionen (Sili-
cium ausgenommen) gestdrt. Die Vorteile, ohne vorherige
Abtrennung storender Verbindungen mit sehr hoher Empfind-
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lichkeit die Analyse durchfiihren zu kénnen, liegen auf
der Hand.

Die Untersuchungen wurden mit einem Atomabsorptionsspek~-
trophotometer und einer Manganhohlkathodenlampe von
Hilger & Wabts durchgefihrt und die Absorptionswerte der
Eich- und Probeldsungen mit einem an die MeBvorrichtung
angeschlossenen Schreiber (Honeywell) registriert. Die
Erfassungsgrenze, d.h. die niedrigste noch bestimmbare
Mn-Konzentration betridgt nach dem Hilger & Watts Manual
0,1 pg"ml-/l .

Als optimale Arbeitsbedingungen ermittelten wir folgende
Einstellung der Apparatur: Wellenlange: 2795 ﬁ, Strom-
starke zum Betrieb der Maﬁganhohlkathodenlampe: 23 mA,
Spaltbreite: 0,1 mm, VerhB8ltnis des PreBRluft-Acetylen-
gemisches der Flamme (lcmin—q): 7:1,1. Vor und nach Jjeder
Messung wurde zur Einstellung des Nullpunktes solange
tridestilliiertes Wasser zerstaubt, bis die Gelbfarbung der
Flamme durch das in den Probenldsungen enthaltene Natrium
verschwunden war. Vor den Bestimmungen stellten wir die
Empfindliichkeit des Geradts mit Hilfe der hochstkonzentrier-
ten Eichldsung so ein, daB sich (im Hinblick auf die nie-
drigste noch nachweisbare Mn-Konzentration) ein vorteil-
haftes Signal-zu-Rausch-Verhdltnis ergab.

Die Eichlosungen enthielten, entsprechend den in den Pro-
beldsungen zu erwartenden Mn-Konzentrationen, 5,4,3%,2,1
und 0,5 ug Mn-ml™7. Sie wurden, unter Bericksichtigung
der bei der Herstellung der Analysenldsungen erfolgten
Zugaben an freier HC1l und der Hilfssubstanz Na2H2ADTA

(s. weiter unten), aus Stammldsungen in der nachfolgend
beschriebenen Weise zubereitet: 3,0763 g Mh804 - HgO

(p.a. Merck) wurden gewogen und unter Zusatz von 5 ml

30 %iger HC1 (ultrarein, Merck) mit tridestilliertem Wasser
auf 1 1 geldst. Die Kongentration dieser Stammlosung I
betrug 1000 pg Mo.ml™. Die zweite Stammlésung IT mit
einer Mn-Konzentration von 10 ug Mn-ml~ ! stellten wir her,
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indem wir 10 ml der ILdsung I mit tridestilliertem Wasser
auf 1000 ml verdiinnten. Zur Beieitung der EichlOsungen
wurden 50, 40, 30, 20, 10 und 5 ml der Stammldsung IT mit
10 ml 30 %iger HCl und 10 ml einer 10 %igen wissrigen
L3sung von NaZHEADTA°H2O (Tifriplex I1I, Mefgk) versetzt
und mit tridestilliertem Wasser auf ein Volumen von 400
ml aufgefiillt. Der HCl-Zusatz sollte gewdhrleisten, daB
die Konzentration des ionogen geldsten Mn(II) sich nicht
gndert.Dies ergaben vergleichende Absorptionsmessungen
von Eichlosungen, die aus frisch zubereiteter und aus

1 Monat alter Stammlosung I hergestellt wurden. Die Stamm-
1osung II setzten wir zur Bereitung der Eichldsungen auf
die beschriebene Weise vorher aus Stammldosung I neu an.
Die Haltbarkeit der Eichldsungen betrug in der angegebe-
nen Zusammensetzung gleichfalls t

durch den Vergleich der Absorptionéwerte zwischen alteren
und unmittelbar vor der Messung hergestellten Eichlosungen
nachweisen konnten.

Wie bereits erwdhnt, ermitfelt man bei der gquantitativen
Bestimmung eines Elements durch AAS dessen Konzentration
in einem bestimmten Ldsungsvolumen. Zur serienmdBigen
Bestimmung der Mn-Konzentration in Urin und Organen miis-
sen deher aus dem zu analysierenden biologischen Material
zur Messung geeignete Losungen hergestellt werden. Bei

der Aufarbeitung der Proben ist zu berilicksichtigen, dall
die nachzuweisenden Mn-lMengen sehr gering, der Anteil an
Ballaststoffen (z.B. Kohlenhydrate, Fette und EiweiB)

aber sehr hoch ist. Zur Erzielung einer mdglichst hohen
Nachweisgenauigkeit ist es daher notwendig, das Konzentra-
tionsverhdltnis zwischen Mn und den Ballaststoffen zugunsten
des Spurenelements zu verdndern und Mn anzureichern. Den
sichersten Weg,die Ballaststoffe zu entfernen und die Ge-
fahr eines Mn-Verlusts oder einer Einschleppung durch ver-
wendete Reagentien auf ein MindestmaB zu beschrénken,
bietet die trockene Veraschung. Die nasse Veraschung ist
weniger glnstig, da sich die verschiedenen Gewebe aufgrund
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ihrer unterschiedlichen Zusammensetzung nicht unter An-
wendung einer Universalmethode mineralisieren lassen.

Es sind z.T. (besonders bei fettreichen Organen) mehrere
Arbeitsgange unter Zuhilfenahme verschiedener Oxidations-
mittel oder Oxidationsmittelgemische erforderlich, wodurch
die Gefahr einer Einschleppung von Mn-Spuren erhdht ist.
AuBerdem ist oftmals zur restlosen Entfernung schwer oxi-
dierbarer organischer Bestandteile eine zusadtzliche Ver-
aschung auf trockenem Wege oder ein Abrauchen mit oxidie-
renden SHuren unumginglich (Koch und Koch-Dedic 1964 ).
Dadurch besteht wiederum die Gefahr eines Mn-Verlusts.

Es kamen nur p.a. oder ultrareine Chemikalien und tri-
destilliertes Wasser zur Anwendung. Zur Entfernung von
Metallspuren wurden alle Glasgerite, PolyathylengefidlBe
und Pipetten mindestens 12 Stunden in einer wissrigen
RBS-L8sung mit einem Zusatz von 0,1 % CaNaEADTA gehalten
und dann wiederholt mit tridestilliertem Wasser gespilt.
Die Reinigung der Porzellangerdte erfolgte durch lBngeres
Erhitzen in halbkonzentrierter HCl und mehrmaliges Aus-
kochen in tridestilliertem Wasser. Die Porzellantiegel
wurden beim Glihen bis zur Gewichtskonstanz, beim Abkiih-
len im Exsikkator und bei den Veraschungsvorgingen der
Proben zur Verhiitung der Kontamination mit Metallsy -ren
aus der Luft mit Uhrgldsern bedeckt gehalten. Als Ver-
aschungsdfen dienten sog. Spiegelbrenner (d.h. elextri-
sche, regulierbare Heizquellen aus Leichtmetall), wobei
die Veraschungstemperatur 500 - 550 °¢ betrug. Sie wurde
unterhalb des Tiegelbodens mit Hilfe eines NiCr-Ni-Thermo-
elements gemessen. Die Thermospannung betrug bei 500 °¢
20,65 und bei 550 °C 22,8 mV.

Zur Herstellung der Probeldsungen modifizierten wir die
Methode von Dumahski (1967). Es wurden folgende Reagentien
verwendet: 30 %ige HC1 (ultrarein, Merck), 15 %ige HC1,

2 %ige wissrige NagHgﬁDTA°H20~Lésung (p.a. Merck), 20 %ige
wassrige MgCl,-6H,0-Losung (p.a. Merck).
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Bei Herstellung der Urinproben setzten wir dem Urin zur
Aufldsung des mineralischen Sediments 4 ml 30 %ige HC1

zu und Uberfiihrten ihn quantitativ durch wiederholtes
Nachspilen des SammelgefdBes mit tridestilliertem Wasser
in gewogene Porzellantiegel. Nach Zugabe von 1 ml 20 %iger
MgClg—Lésung dampften wir vorsichtig mit Hilfe eines Quarz-
oberflachenverdampfers bis zur Trockne ein. Darauf stellten
wir die Tiegel in die kalten Veraschungsdfen und steiger-~
ten die Temperatur langsam bis zur vollstdndigen Verkoh-
lung des RlUckstandes. Die Tiegel wurden dann mit Uhrgld-
sern bedeckt und bei einer Temperatur von 500 - 550 °¢
solange verascht, bis der Rickstand keine Kohlepartikel
mehr aufwies. Die MgClg-ougabe hatte die Aufgabe, den

Schmelzen der alkali- und phosphatreichen Asche zu ver—
hindern. AuBerdem sollte die salzsaure Magnesiumverbindung
zusammen mit der anfénglich dem Urin zugesetzten HC1l eine
Manganoxidbildung und damit einen Verlust an Mn durch
Reaktion mit dem Tiegelmaterial auf ein Mindestmall be-
schrénken. Nach dem Abkiihlen der veraschten Proben folgte
(zur Reduktion von evtl. wihrend des Veraschungsvorgangs
entstandenen Manganoxiden) Abdampfen des Rlckstands mit

2 ml 15 %iger HCl1 unter dem Oberflichenverdampfer. Die
kalten Proben wurden genau gewogen und ein aliquoter An-
teil in Iosung gebracht. In ein graduiertes Reagenzglas
wurden 2 ml 15 %ige HC1l gegeben, bis zur 5 ml-Marke mit
tridestilliertem Wasser aufgefiillt und mit 2 %iger NagHg"
ADTA-LSsung auf ein Endvolumen von 10 ml gebracht. Nach
jeder Zugabe der Losung schittelten wir die Proben ca. 1
Minute und zentrifugierten unldsliche Riickstande ab. Im
Uberstand bestimmten wir die Mn-Konzentration. Nach
Chakrabarti et al. (1966) und Ramakrishna et al. (1967)
werden durch den Zusatz von 1 % NagHQADTA zur Probeldsung
storende Einfliisse durch Anionen bei der Absorptionsmes-
sung verhindert.




- 1% -

Bel den Organen bestimmten wir sofort nach der Entnahme

in genau gewogenen Porzellantiegeln das Frischgewicht und
trockneten zuerst im Trockenschrank iiber Nacht bei 110 °C.
Danach wurden die Tiegel in die kalten Spiegelbrenner iiber-
fihrt und die Temperatur langsam gesteigert, bis sich das
Veraschungsgut nicht mehr aufblihte und keine dligen
Destillationsprodukte mehr entwichen. Nach vollstandiger
Verkohlung der Organe bedeckten wir die Tiegel mit Uhr-
glisern und glilhten bei 500 - 550 °C. Der veraschte Riick-
stand wurde nach Abkithlen in 2 ml 15 %iger HC1l aufgeldst,

1 ml 20 %ige MgCl,-Lésung zugesetzt und mit dem Oberfld-
chenverdampfer bis zur Trockne eingedampft. Auf “1-stindiges
erneutes Veraschen bei 500 - 550 °C folgte Abrauchen mit

2 ml 15 %iger HC1l. Die Probeldsungen zur Messung der Mn-
Konzentration in den Organen stellten wir auf demselben

Wege wie beim Urin her.

Die Anwendbarkeit des Analysenverfahrens zur serienmiBi-
gen Bestimmung der Mangankonzentration in Urin und Knochen-
proben wurde durch den sog. Bilanz-Test gepruft. Hierzu
setzten wir zu dem 24 Stunden-Urin von 5 Ratten 5 ml

30 %ige HC1 und 5 ml 20’%iéé'Mg012;L65uﬁg und verdiinnten
mit tridestilliertem Wasser auf ein Volumen von 50 ml.

Jde 10 ml wurden abpipettiert und ohne bzw. mit Zugabe

eines wassrigen MﬁSOq—Standards verascht. In 10 ml Probe-
18sung bestimmten wir die Mn-Bilanz. Uber die Ergebnisse
gibt Tabelle 41 Auskunft.
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Ein analoger Versuch wurde durchgefiihrt, um die Bilanz
fiir das im Knochen enthaltene Mn zu bestimmen. Hierzu
trockneten wir 9 Rattenfemora von 230 g schweren und

10 Wochen alten Tieren zuerst bei 110 °C und dann bei

ca. 250 - 300 °c im Trockenschrank und pulverisierten

sie anschlieBend in einem Porzellanmérser. 250 mg Knochen-
pulver versetzten wir mit IMn-Standardldosungen und be-
stimmten nach dem Veraschen in 5 ml Probeldsung die !Mn-
Konzentrationen. Die Werte der Mn-Bilanz sind aus der
Tabelle 2 zu ersehen. Wahrend beim Mn-Nachweis im Knochen
die Bilanz als befriedigend angesehen werden kann, be-
trigt die Bilanz im Urin nur 80 %. Es ist wahrscheinlich,
daB der Verlust von 20 % Mn auf eine Reaktion mit dem
Porzellan des Tiegels zurlickzufihren ist. Es ist hier
darauf hinzuweisen, daB zur vollkommenen Veraschung des
Urins mindestens 24 Stunden bendtigt werden, wihrend

die Veraschung des Knochens wesentlich schneller verlauft.
Tab. 1 ist zu entnehmen, dal die prozentuale Bilanz im
Falle des Urins unabhingig von der IMn-Konzentration ist;
wir hielten es deswegen filir gerechtfertigt, den systema-~
tischen Fehler dadurch zu korrigieren, daB wir die in .
den Versuchen gefundenen Mn-Werte des Urins mit 1,25

(= 100/80) multiplizierten. Obwohl nicht explizit Dbe-
stimmt, wurde - mit Ausnahme des Skeletts -~ auch die
gleiche Korrektur bei den Organen vorgenommen, da aller
Wahrscheinlichkeit nach auch hier eine unvollstandige
Bilanz vorliegt.
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2.2. Tierexperimentelle Methodik

Als Versuchstiere dienten m8nnliche Albinoratten des Hei-
ligenberg~-Inzuchtstammes. Alter und Gewicht der Tiere wer-
den bel den einzelnen Versuchen angegeben. Die Ernahrung
der Ratten bestand vor und wdhrend der Versuche aus Stan-
dardfutter (Altromin) mit einem Mn-Gehalt von 42 mgokgmq
und Leitungswasser ad libitum. Wir injizierten die Chelat-
bildner, bei Kontrolltieren die &quimolare Dosis NaCl, aus-
nahmslos intraperitoneal, 54mn dagegen intravenods in die
freipraparierte Schwanzvene.

Nach jeder Injektion befanden sich die Tiere zur gquantita-
tiven Sammlung des Urins bzw. zur Trennung der Ausschei-
dungen fur 24 Stunden in Stoffwechselkafigen, die Jje nach
Versuchsanordnung verschieden konstruiert waren. In der
ersten und zweiten Versuchsserie bestimmbten wir die Aus-
scheidung von stabilem Mn mit dem Urin und verwendeten bel
einmaliger Chelatapplikation Stoffwechselkafige, modifi-
ziert nach der Xonstruktion von Volf und Mohr (1970); die
Tiere sind im Kafig immobilisiert. Bei wiederholter Chelat-
injektion benutzten wir die Restrainer Racks, Model "BR"
(Aerospace Industries, Inc. Garneville, N.Y., USA); auch
hier sind die Tiere immobilisiert. In den erstgenannten
Kafigen hatten die Tiere wihrend des Versuchs nur Zugang
zu Trinkwasser, in den Restrainer Racks Zugang zu Futter
und Trinkwasser. Beide K&8fige haben den Vorteil, daB der
Urin quantitativ in PolyathylengefalBen gesammelt werden
konnte, ohne mit den Faeces in Berihrung zu kommen. Der
Nachteil bestand darin, daB durch die Immobilisierung auf
die Tiere ein Stress ausgelibt wurde. Zur Bestlmmung von
54Mh in Urin und Faeces verwendeten wir die Stoffwechsel-
kdfige nach Nigrovié und Mohr (1966), in denen die Tiere
sich frei bewegen kOnnen und freien Zugang zu Futter und
Trinkwasser haben. Eine Kontamination der Ausscheidungen
mit stabilem Mn watr in diesem Falle ohne Belang, da nur die
M- Axtivitat bestimmt wurde.
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Zur Bestimmung des IMn- bzw. ot Mn-Gehalts des Bluts und ver-
schiedener Organe t0teten wir die Tiere 24 Stunden nach der
letzten Injekxtion durch Ausbluten in Athernarkose, aspirier-—
ten zverst 2 ml Blut aus der Vena cava inf. mit einer In-
Jjektionsspritze und entnahmen dann'Leber, beide Nieren,
Dunndarm und die Femora. Des Blutvolumen wurde nach Cart-
land und Xoch (1928) mit 6,7 ml - 100 g =1 Kdrpvergewicht
angenommen und auf das Gesambgewicht einer Ratte umgerech-
net. Den Ma-Gehalt und die 2 Mn-Axtivitit des Skeletts er-
hielten wir, indem wir nach Donaldson (1924) die Mn-Menge
bzw. die in einem Femur gefundene Aktivitat mit 20 multi-
plizierten.

Zur Bestimmung des Mn-Gehalts wurden die Organe zur Reini-

gung von Blutspuren und der Darm nach Aufschneiden zur Ent-
fernung des Darminhalts mehrmals in Ringer-Ldsung gespult.

Anhaftende Fliissigkeit entfernten wir vor der Bestimmung

des Frischgewichts mit Filterpapier.
) pap

2.%, Chelatbildner

Den Versuchstieren wurden die Chelatbildner als Calcium-

Natrium-Verbindungen in wissriger Lésung mit einem pH-Wert
von 7,4 injiziert. Bei der Dosierung der Chelatbildner be-
ricksichtigten wir das Kdrpergewicht (mmolekg"q)a Das In-
Jektionsvolumen betrug in der Regel 2 ml fir eine 300 g

schwere Ratte. Den Versuchstieren mit niedrigerem Korper-
gewicht injizierten wir ein entsprechend geringeres Volu-
men. Nur die hdchste DTPA-Dosis von 8 mmolvkg_/l applizier-

.

-y 3 o O TOt It Ay ,..1‘,..-“....\ ~ede TR e
ten wir in 4 ml 5clubuo Die In 1 CLONSLO8uUngen sTellven

wir aus nachstehenden Substanzen folgendermalen her:
1) ADTA (Athylendiamintetraacetat) asus NagﬂCa-ADTA} (Merck)

2) CDTA (trans-Cyclohexan-1,2-diamintetraacetat) aus freier
Siure (Fluka)

3) DTPA (Distkhylentriaminpentaacetat) aus freier SHure
(Fluka)
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Nag[Ca—ADTA] wurde nur in tridestilliertem Wasser,die freien
Sauren des CDTA und DTPA in dem entsprechenden Volumen

2 n-NaOH (Merck) geldst und mit der &quimolaren Menge

CaCl, (Merck) versetzt. Die Ldsungen stellten wir durch
Titration mit verdiinnter HC1 (41 und 0,1 n) bzw. verdunnter
NaOH (1 und 0,1 n) auf den pH-Wert von 7,4 ein. Die Lds~
lichkeitder fiir 8 mmol-kg | Na,[Ca-DIPA] errechneten Sub-
stanzmengen in der fir 2 ml Injektionsldsung bestimmben
Flissigkeitsmenge wurde offensichtlich bei der Herstellung
der Chelatldsung iiberschritten; denn sowohl die Ausgangs-
substanzen als auch die als Calcium-Natrium-Salz vorliegen-
de Verbindung (Geigy) waren erst bei der Verdopplung der
ILosungsmittelmenge und damit auch des Injektionsvolumens

gut in Losung zu bringen.

2.4. Radiomangan

"M wurde uns tréagerfrei als 54Nﬁ612 (1 mCi geldst in

1 ml 0,1 n HC1l) geliefert (The Radiochemical Centre
Amershem, U.K.). Die Stammlsung verdiinnten wir zur Injek-
tion mit tridestilliertem Wasser und stellten mit verdiinn-
ter HC1 auf einen pH-Wert von 2-3% ein. Das Injektionsvolu-
men betrug 0,5 ml und die einem Tier verabreilchte Aktivitat
10 uCi.

- as

>"Mn emittiert eine energiereiche y-Strahlung (EmaX =
0,84 MeV). Die Bestimmung des 54Mn—Gehalts in den Ausschei-
dungen, im Blut und in den Organen erfolgte mit Hilfe

eines NaJd(Tl)-Bohrlochkristalls und eines y-Spektrometers

(Firma Baird Aftomic, Model 707). Die in den Proben gemessene
RS S . . N 4
Radioaktivitdt wurde in % der insgesamt injizierten > M-

Dosis ausgedriickt. Hierzu verdlinnten wir das einem Tier
applizierte Injektionsvolumen von 0,5 ml mit 0,1 %iger
ADTA-ISsung auf 100 ml und bestimmten die Aktivitat in

1 ml (=1 % der 54Mn—Dosis) parallel zur Messung der Faeces-,
Urin~-, Blut- und Organproben. Dadurch erfolgte automatisch
eine Korrektur auf den radioaktiven Zerfall (HWZ = 291 Tage).
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2.5, Statistische Auswertung

Bei der statistischen Analyse erfolgten die Berechnungen
iberall dann, wenn exponentielle Zusammenhidnge angenommen
werden konnten, mit logarithmisch transformierten Einzel-
werten. Dieses Verfahren bietet den Vorteil, dal die bei
Versuchen dieser Art hdufig anzutreffende Varianzhetero-
genitdt verschwindet. Die logarithmischen Mittelwerte
wurden zuricktransformiert. Im einzelnen kamen die Metho-
den der Varianz- und Regressionsanalyse (Quenouille 1953)
zur Anwendung. Als statistisch signifikant betrachteten
wir in der Regel Ergebnisse, fir die sich bei der Varianz-
analyse eine Signifikanzwahrscheinlichkeit von P £ 0,05
ergab.

3, Versuchsergebnisse

%.1. Ausscheldung von Mn in Abh3ngigkeit von der Art
und der Dosis des Chelatbildners

In der ersten Versuchsserie wurde der EinfluB verschiede-
ner Dosen von ADTA, CDTA und DTPA auf die Ausscheidung
von Mn mit dem Urin geprift. Wir injizierten 0,0625, 0,125,
0,25, 0,5, 1, 2, 4 bzw. 8 mmol°kg_qu Das Alter der Tiere
betrug 10 bis 12 Wochen und das mittlere Korpergewicht

220 bis 230 g. Jede Versuchsgruppe umfaBte 6 Ratten. Eine
Ausnahme bildete die Gruppe bei der hdchsten und bereits
toxischen DTPA-Dosis; es ilberlebten nur 3 von 36 Versuchs-
tieren. Die anderen Ratten starben innerhaldb von 24 Stun-
den nach Injektion. Je 2 Kontrolltiere erhielten 1, 2, 4
bzw. 8 mmol=kg°4 NaCl. In Tab. 3 sind die Versuchsergeb-
nisse zusammengestellt.

In allen Versuchsgruppen ist die Mn-Ausscheidung hdher als
bei den Kontrolltieren, und es sind daruber hinaus deut-
liche Unterschiede in der Wirksamkeit der drei Chelat-
bildner: ADTA < CDTA < DTPA vorhanden. Die Dosisabhingig-
keit der Effertivitit ist noch einmal der besseren Uber-
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sichtlichkeit halber in den Abb. 1 - 3 wiedergegeben,und
zwar einmal fir die tatsgchlich festgestellte Mn-Ausschei-
dung (Mng)a Zum anderen ist die zusatzlich zur spontanen
Mn-Ausscheidung bei den Kontrolltieren (Mhs ) durch die
Chelate mobilisierte ln-Menge (Mhm) angefihrt, die man
dadurch erhalt, daB von jedem individuellen MntAWert der
Mittelwert von Mhs abgezogen wird.

Mittels Regressionsanalyse berechneten wir die Kurven,

die die Dosisabhingigkeit von Mn, (Kurven 1)) und von

Mo, (Kurven 2)) wiedergeben. Wie aus den Ergebnissen der
Varianzganalyse fir Mﬁt (Tab. 4) zu entnehmen ist, sind

im Falle von ADTA und CDTA sowohl der quadratische als
auch der xubische Term der Regressionsgleichungen sta-
tistisch nicht signifikant, so daR die Punkte im doppelt-
logarithmischen Raster befriedigend durch die Geraden 1)
wiedergegeben werden konnen. Im Falle von DTPA dagegen ist
auch der quadratische Term mit P = 0,02 - 0,01 hoch sig-
nifikant, d.h. die DosisabhBngigkeit flacht sich im héheren
Dosisbereich ab. Im Falle von Mnm ist der quadratische
Term fir DTPA und CDTA signifikant (vgl. Tab. 5), und nur
fiir ADTA ergibt sich eine rein lineare Regression. Die
berechneten Regressionsgleichungen sind fur Mﬁg und Mnm
in Tab. 6 zusammengestellt. In den Abb. 1 -~ 3 sind schlieB-
lich die Kurven 3) wiedergegeben, die wir dadurch erhiel-
ten, daB wir von den berechneten Kurven 1) den Mittelwert
von Mhs subtrahierten. Die Kurven %) sind erwartungsgemidl
den Kurven 2) schr 8hnlich, im Falle von DTPA sogar iden-
tisch mit 2).

Was die bereits erwihnten Effektivitidtsunterschiede der
Chelatbildner betrifft, die auBler Zweifel stehen, so
interessierte uns im Hinblick auf die der Arbeit zugrunde
gelegte Problemstellung in erster Linie die Bestimmung

der sog. relativen Potenz (p), die als das Verhdltnis gleich-
wirksamer Dosen definiert ist. Als Referenzsubstanz ist

der am schwichsten wirksame Chelatbildner, d.h. ADTA zu
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wdhlen. Eine Berechnung von p~Werten ist nur dann sinnvoll,
wenn sle dosisunabhingig sind, was flir unseren Fall bedeu-
tet, daB die Dosis-Effekt-Kurven parallel verlaufen. Aus
methodischen Griinden ist der statistische Test auf Paral-
lelitadt nur fiir lineare Regressionen ohne Schwierigkeiten
durchfithrbar. Wir legten den Berechnungen somit die Mnt-
Werte zugrunde; fur die DTPA-Serie muBten iliberdies die
Dosen > 0,5 mmolokg-q ausgeschlossen werden, da in diesem
Bereich sich die statistisch signifikante quadratische
Komponente - deutlich manifestiert. Wie die Ergebnisse der
Varianzanalyse in Tab. 7 zeigen, ist die der Nichtparalle-~
litat entsprechende Varianz praktisch mit der Fehlervarianz
identisch, und es ist somit gerechtfertigt, die Dosisab-

héngigkeit der drei Chelate durch parallele Gerade wieder-
zugeben (Abb. 4). Bezogen auf ADTA (p = 1) betrigt p fiir
CDTA: 2,56 (2,00 - 3,28)
DTPA: 5,91 (4,42 - 8,00).

Die in Klammern angefiihrten Werte sind die Mutungsbereiche
von p fiir P = 0,05.
In Abb. 5 ist die Dosisabhingigkeit noch einmal dargestellt,

und zwar durch eine gemeinsame Gerade, die dadurch erhal-
ten wurde, daBl die injizierten CDTA- und DTPA-Dosen mit
den oben angefiihrten p-Werten multipliziert wurden.

3.2. EinfluB von DTPA auf den Mn-Gehalt von Organen

In der zweiten Versuchsreihe sollte gepriift werden, ob bei
wiederholter DTPA-Verabfolgung die Mn-Ausscheidung mit dem
Urin konstant bleibt und aus welchen Organen das durch DIPA
mobilisierte Mn stammt. 6 Tieren mit einem mittleren KoSr-
pergewicht von 190 g und einem Alter von 9 bis 10 Wochen
injizierten wir im Abstand von 24 Stunden an 4 aufeinander-
folgenden Tagen 2 mmolckg—q DTPA. Die Kontrollgruppe er-
hielt die équimolare Dosis NaCl. Wie aus Tab. 8 und Abb. 6
zu entnehmen ist, nimmt die Ausscheidung von Mn mit der
Zeit progredient ab und ist nach der 4. Injektion mit dem
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Kontrollwert fast identisch. Bemerkenswert ist, daB die
spontane Mn-Ausscheidung in der Kontrolle um einen Fektor
von etwa 2 hoher als in der ersten Versuchsserie war. Dies
héngt aller Wahrscheinlichkeit nach damit zusammen, daB

die Tiere - im Gegensatz zur 1. Versuchsreihe - Zugang

zum Futter hatten, das, wie in 2.2. erwdhnt, eine relativ
hohe Mn-Konzentration besitzt. Auffallend war weiterhin
der starke Gewichtsverlust um rund 37 % des Anfangsgewichts
bei den mit DTPA behandelten Tieren; bei der Kontroll-
gruppe dagegen betrug die Gewichtsabnhame nur 15 %. Nach
der 2. Chelatinjektion zeigte sich bei 2 der 6 Versuchs-
tiere Durchfall, nach der 3. Injektion bereits bei 4 Ratten.
4 Tiere starben innerhalb von 24 Stunden nach der 4. DTPA-
Dosis, die restlichen 2 waren nach Ablauf des letzten Ver-
suchstages moribund.

Tab. 9 orientiert ilber den Mn-Gehalt und -Konzentration
der Organe. Die Werte sind gegeniber der Kontrolle ein-
deutig vermindert. Unverkennbar ist, daB die von uns
untersuchten Gewebe auf DTPA unterschiedlich ansprechen.
Wehrend der Mn-Gehalt im Skelett und in den Nieren um
rund 30 % gesenkt wird, vermindert er sich in der Leber
um 57 % und im Dinndarm um 80 %. Dabei ist zu bemerken,
daB die Mn-Bestimmung in den Nieren durch die Empfindlich-
keit der Nachweismethode (0,1 ugoml'q) mit einem groBeren
methodischen Fehler behaftet sein konnte.

3.3. Versuche mit M

Wie in der Einleitung erwZhnt wurde, wird !Mn in erster
Iinie mit den Faeces ausgeschieden. In den vorangehenden
Versuchen bestimmten wir nur die renale Mn-Ausscheidung,

da die Mn-Bestimmung in den Faeces im Hinblick auf das in
der Nshrung enthaltene Mn nicht sinnvoll ist, da zwischen
ausgeschiedenem und nicht resorbiertem Mn nicht differen-
ziert werden kann. Andererseits wire es zur Bestimmung

der Mn-Bilanz unter dem EinfluB der Chelatbildner notwendig,
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auch die fascale Ausscheidung zu beriicksichtigen. Zur Be-

antwortung dieser Frage wurde die Wirksamkeit von DTPA

(2 mmolokg°q) auf die faecale und renale Ausscheidung und

die Organretention von 54Mn gepriuft, und zwar in Abhingig-
kelt vom Zeitpunkt der Chelatverabfolgung und von der Zahl
der Injektionen, d.h. der Gesamtdosis von DTPA. Das Alter

der Tiere betrug 11 bis 12 Wochen und das mittlere Kdrper-
gewicht 210 g. 54Mh wurde 35 Tieren tragerfrel injiziert.

6 Ratbten dienten als Kontrollgruppe und 4 mal 6 und 4 mal

5 Tiere als Versuchsgruppen I - V. Uber die Versuchsstruk-
tur orientiert Tab. 0. '

Tab. 11 gibt die 54Mn—Ausscheidung mit dem Urin und den

Faeces wieder. Daraus ist - in Ubereinstimmung mit der
Literatur (e.g. Bersin 1963, Cotzias 1962) - ersichtlich,
daB Mn bei den Kontrolltieren vorwiegend mit den Faeces
ausgeschieden wird. Die graphische Darstellung der Kon-
trollwerte (Abb. 7) zeigt, daB die Zeitabhdngigkeit der
Ausscheidung von 54Nn weder im Urin noch in den Faeces
einer einfachen Exponentialfunktion folgt, da die Exkre-~
tionsrate bei den Versuchs-~ und Kontrolltieren mit fort-
schreitender Zeit kleiner wird. Nach ﬁ@?A~fnjektion ist
eine starke Intensivierung der renalen Ausscheidung fest-
gustellen, wihrend die Exkretion mit den Faeces schwach
erniedrigt ist (Tab. 1, Abb. 8 und 9). Die insgesamt
ausgeschiedene 54Mn—Menge bleibt gegeniiber der Kontrolle
eindeutig erhdht und das Verh&ltnis Urin/Faeces > 1.

Die in den Organen verbliebene Aktivitat bestimmten wir
flir alle Versuchsgruppen am 65. Tag. Wie aus Tab. 12 und

Abb. 10 zu ersehen, ist bei den mit DTPA behandelten Tieren
eine im Vergleich zur Kontrolle deutliche Senkung des 54Mn—
Gehalts in den untersuchten Geweben festzustellen.Im Blut wird

die Mn-Axtivitit zwar durch Chelatinjektion erniedrigt,

doch sind die Unterschiede bel den einzelnen Versuchsgrup-
pen, wie aus den Ergebnissen der Varianzanalyse (Tab.13)

zu entnehmen ist, statistisch nicht signifikant, so daB
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eine Mittelung 1Uber alle Versuchsgruppen berechtigt ist.
Beim Dinndarm liegt eine statistisch gesicherte lineare
54Mn—Abnahme bei steigender Zahl der Chelatdosen vor. Bei
Leber, Nieren und Skelett f3allt der unterschiedliche Ver-
lauf der Kurven auf. So bewirken in der Leber und in den
Nieren 5 Chelatinjektionen im Verhdltnis zu den Versuchs-
gruppen, die nur 4,3 oder 2 Dosen erhalten haben, eine
deutliche Verminderung des 54Mn—Gehalts° Nach 4-, 3— und

2 maliger DITPA-Applikation scheint die Zahl der Injektio-
nen keinen EinfluR auf die Verminderung des 54Mh—Geha1ts
in den Organen auszuiiben; es stellt sich im Kurvenverlauf
ein angedeutetes Plateau ein. Wird jedoch nur eine Chelat-
dosis injiziert, so zeigt diese, im Vergleich zu 2 - 4-
maliger DTPA-Applikation eine erkennbar niedrigere Wirl
keit. Die Varianzanalyse ergibt fir die Leber e
tistisch eindeutig gesicherten, fiir die Nieren mit P <0,1
einen nicht voll signifikenten -kubischen Term.Beim Ske-
lett zeigt die Mobilisierung von 54mn in Abhangigkeit von
der Gesambtdosis des Chelats mit zunehmender Zahl der In-
Jjektionen einen signifikanten quadratischen und linearen

Term.

4, Diskussion

Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe zeigen, daB ADTA,
CDTA und DTPA bei der Mobilisierung von endogenem Mangan
deutliche Effektivitatsunterschiede aufweisen. Die Dosis-
abhingigkeit der Effektivitat der 3 Chelatbildner 1&8%

sich durch eine gemeinsame Kurve (Abb. 5) wiedergeben,

wenn man die Dosen von CDTA und DTPA mit den entsprechen~
den Faktor p (s.8. 20) multipliziert. Die experimentell
ermittelten p-Werte betragen filir CDTA ~ 2,6 und flir DTPA

~ 6, d.h. zur Erzielung einer gleich starken Mobilisations-
wirkung muB ADTA 2,6 mal hoher als CDTA und 6 mal hdher als
DTPA dosiert werden.
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Nach Heller und Catsch (1959) sollte die Wirksamkeit eines
Chelatbildners in erster Niherung und unter den verein-
fachenden Annahmen, daB der Chelatbildner im Verh&ltnis

zu dem zu mobilisierenden Metall in groBem UberschuB vor-
liegt und im physiologischen pH-Bereich nur 1:1-Chelate
gebildet werden, proportional zur sog. effektiven Stabili-~
tatskonstante E sein:

M
Ky, [L]t
[ca®t] K

E = Ca >

@ Cal

1 *
wobei Kﬁi die Stabilitdtskonstanten des Metall(M)-Ligand (L)-
Chelats und [L]t die gesamte Konzentration des Chelatbild-

o
den Anteil der freien Anionen L an der Summe aller_nicht-
komplexierten Protonierungsstufen der Sdure H L(b'y>
fir einen gegebenen pH-Wert wieder und errechnet sich aus
den Aziditatskonstanten der SZure nach:

iwH B B 2 H H CH o3
op=1+Ki [Hl 4K KHeLLH] +K KHQL KHBLLH] Foeeeenn ..
c

Die Einfﬁhrung der Stabilitdtskonstante KC?L und der im
biologischen Milieu mit ~ 1072 M praktisch konstant gehal-
tenen Konzentration [Ca2+3 wird dadurch bedingt, daB Ca2+
das wichtigste konkurrierende endogene Kation darstellt.
Die Konkurrenz anderer Kationen ist zu vernachliassigen,
well sie entweder (wie die Alkalimetalle) keine nennens-
werte Koordinationstendenz zeigen, oder (wie die Spuren-
metalle) nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorliegen.
Im physiologischen pH-Bereich von 7,4 kann o fir die von
uns untersuchten Chelatbildner als additives Glied ver-
nachléssigt werden, da o << ngL[Ca2+] igst. Dies bedeutet,
daB filir diese Komplexbildner die Konkurrenz zwischen Metall
und Protonen viel kleiner ist, als die Konkurrenz zwischen

Metall und Calcium.
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Die Berechnung von E 148t sich fiir die von uns untersuch-
ten Chelatbildner durchfiihren, da die in die effektive
Stabilitatskonstante eingehenden Acidit8ts- und Stabili-
t8tskonstanten bekannt sind (Zusammenstellung bei Catsch
1968a); die Ca2+-Konzentration im physiologischen Milieu
ist mit 40"5 M als konstant anzunehmen. Die Dosis der
Chelatbildner, d.h. [L]t, ist in diesem Zusammenhang
irrelevant, da ein Vergleich der Effektivitdt von Zqui-
molaren Dosen der einzelnen Chelatbildner durchgefilhrt
wird. Nachstehend sind die Logarithmen der effektiven
Stabilit8tskonstanten der Mn(II)~-Chelate von ADTA, CDTA

und DTPA angefiihrt. Die zugrunde gelegbten Annahmen sind:
pH = 7,4, [Ca®*] = 1072 M und [I], = 1 I

i3 "3

LpTA CDTA DTPA
6,34 7,70 7,77

Da somit der Quotient der effektiven Stabilitatskonstan-
ton A - iPTPA i} i?DTA
ADTA ADTA
zu KDTA eine 24 mal hohere Wirksamkeit der beiden anderen
Chelatbildner zu erwarten gewesen. Die experimentell er-
mittelten p-Werte von ~ 6 bzw. ~ 2,6 zeigen Jedoch, daB
die Mobilisationswirkung von DTPA und CDTA eindeutig
niedriger als erwartet ist. Eine &hnliche Diskrepanz
zwischen dem p-Wert von DTPA und dem Verhdltnis der effek-
tiven Stabilitstskonstanten von DTPA und ADTA wurde
ibrigens auch von Dvorék (1970) bei der Mobilisierung von
endogenem Zink festgestellt. DITPA war inEdiesem Fall nur

20 mal wirksamer als ADTA, wihrend nach ?TPA eine 89 mal
ADTA

~ 24 ist, wdre im Vergleich

hohere Effextivitat zu erwarten war.

Es erhebt sich nun die Frage, was dieser Diskrepanz ur-
sdchlich zugrunde liegt. Eine mdgliche Erklarung ware, daB
die Chelatbildner ein unterschiedliches metabolisches Ver-
halten, wie physiologisches Verdiinnungsvolumen, unterschied-
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liche Ausscheidungsgeschwindigkeit und Ausscheidungswege
und/oder Abbau zu Metaboliten, aufweisen. Diese Annahme
kenn, jedenfalls fiir ADTA und DTPA, mit Sicherheit ausge-
schlossen werden, denn die Untersuchungen von Bohne et al.
(1968), Havlilek et al. (1968) und Volf et al. (1970)
haben den Nachweis erbracht, daB diese Chelatbildner den-
selben physiologischen Verdiinnungsraum (20% des Korperge-
wichts), gleiche Ausscheidungsgeschwindigkeit (HWZ ~ 20
Min.) und denselben Ausscheidungsweg (95 % in 24 Stunden
mit dem Urin) besitzen und im Korper keine Metabolisie~-
rung stattfindet (Zorn 1970). Was CDTA betrifft, so konnten,
bedingt durch die cyclische Konfiguration, andere Ver-
haltnisse im metabolischen Verhalten vorliegen, wie dies
von Rubin et al. (19€0) vermutet wurde, Jjedoch aufgrund
der Mobilisierung von 5%e (Glinther 1969), S Mn (Kuhn 1969)
wenig wahrscheinlich ist. Eine weitere Deutung konnte von
der Annahme ausgehen, daf die Chelatbildner andere Spuren-

metalle in sehr hohen Konzentrationen und mit unterschied-
licher Effextivitat mobilisieren, so daB die wichtigste
Voraussetzung fiir die Glltigkeit der effektiven Stabili-
tétskonstanten, ndmlich ein hoher Uberschull an freiem
Chelat, nicht mehr gegeben ist. Diese Erklarung scheidet
aber insofern aus, als nach allen bisher gemachten Erfah-
rungen sich die Mobilisierung von Spurenmetallen durch
ADTA hauptsdchlich auf Zink beschrinkt (Candura et al.
(1960), Millar et al. (1954), Perry und Perry (1959),
Perry und Schroeder (41957), Tarui (1960), Teisinger und
FiSerova-Bergerovhk (1958)). Die quantitativen Untersu-

rhiinoon Iran
U“Mb\/‘.l. V W

EinfluBR von ADTA und DTPA auf die Ausscheidung von endo-.
genem Zink haben gezeigt, daB die ausgeschiedene Zink-
menge im Verh8ltnis zum freien Chelat sehr klein ist und
aus diesem Grund vernachl8ssigt werden kann.

T'\Trn-nglr fﬂOqﬁ\ und T—Ig-vlﬁ cm'ir (/IQﬁQ\ 1‘iuer den

n Uverak (A W) ‘/\JV/

Nachdem die vorangehenden Uberlegungen keine plausible und
begriindete Beantwortung der zur Diskussion stehenden Frage
geben konnten, erscheint es notwendig, die Mobilisierung
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eines endogenen Spurenmetalls in einer allgemeinen semi-
gquantitativen Form zu diskutieren.

Bezeichnen wir mit [Nﬂt und [LLC die Konzentrationen aller
Metall- und Chelatspecies. Die Konzentration des Metall-
chelats [ML] hi#ngt von der Stabilitdtskonstanten

_ {Mpl
K = T3 o )

sowie von [Pﬂt und [L], ab. Die Konzentrationen haben

g
die Dimension mol-17'. [M] und [L] sind gleich [M -ML]
bzw. [Lt—ML], so daB
LML)
K = 2 2
(M -ML] [L,-ML] (2

wird. Diese Schreibweise hat den Vorteil, dafl sie den
Verhiltnissen in einem biologischen System gerecht wird,
indem [Mt - ML] nicht nur die Konzentration freier Metall-
ionen [M] allein, sondern auch die aller anderer Species,
z.B. der Verbindungen mit biologischen ILiganden, wieder-
gibt. SinngemdB gilt dies auch fiir [Lt~ML}a

kannte aus (2) errecﬁhén:
1/2
(M) = % - (%2 - [1M,[1],) (3),

worin 1

ist.

.

AN AA S L 2 . [P VY 4 G T VPPN RN SN v AN
HAHDDo [ %.LUU S.LLLJ.%B 11aCil (D) berecClliecve AUulveoel

be | —

wieder, die
die Abhangigkeit der chelierten Metallfraktion.%%%g- von
[L}t und K zeigen. Aus &duBeren Grinden sind in derCAbb. 11
nicht die Stebilititskonstanten K, sondern g (d.h. die
sog. Instabilitdtskonstanten) bei den einzelnen Kurven an-
gefiihrt. Die dquimolare Konzentration [L}t = [Ml, ist

durch die gestrichelte Vertikale hervorgehoben. Die Dar-
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stellung ist in bezug auf n, den Exponenten in [L}t,
[Hﬂt und %normiert= ‘

Beim Vergleich von zwei Chelatbildnern Lq und L2 mit den
Stabilitatskonstanten Kq und Ké ist p als das Verhdltnis
gleichwirksamer Kongentrationen [Lﬂjt und [Lz]t definiert,
wihrend A das Verh#ltnis Kﬂ/KE ist.

Analysieren wir den speiiellen von zweli Chelatbildnern,
fiir die A = 10 betrégt, wobei der Chelatbildner mit der
hoheren Stabilitétskonsgante L, und der andere mit Ly
bezeidimet wird; A ist g~ . Aus Abb. 11 ist zu ertnehmen,
dad riir log [T,], > n+1 ° und bei relativ niedrigen Sta-
bilit&atskonstanten (%-2 40n+2) das Verh#ltnis gleichwirk-
samer Chelatkonzentrationen p = A ist und mit wachsendem
[L]t gleich 1 wird. Ist log [Lﬂjt £ n, so ist bei relativ
hohen Stabilitdtskonstanten (%us 1On—2) ebenfalls p = 1,
und nur im Bereich von % = 10871 - 40™*7 15t 1<p<d, d.h.
es liegt die Situation, die wir im Falle von Mn und den
von uns untersuchten Chelatbildnern haben. Priifen wir,

fiir welches Modell die obigen Rgndbed@ggqnggn gutref{ep?

Es wird angenommen, daR der physiologische Verdiinnungs—
raum der Ca-Chelate des ADTA und DIPA rund 20 % des Kor-
pergewichts ausmacht, d.h. dem extracelluldren Wasser
gleichkommt (Bohne et al. 1968, Foreman et al.1953, 1960,
Volf et al. 1970). Die Mn-Konzentration im Blutplasma
([M1,) wird mit ~ 107 M (Miller und Yoe 1962) baw.

~ 107 M (Cotzias und Papavasili ou 1962) angegeben. In

s

dem von uns untersuchten Chelatdosisbereich (0,1 - 10
mmolakg~ﬂ) wiirde die maximale Konzentration ([L]t) bei
einer 250 g schweren Ratte im Bereich von etwa 5-10° & -
5°’IO"2 M liegen und mit einer Halbwertszeit von ~ 20 Min.
abnehmen. Damit ist bereits eine der Randbedingungen
nicht erfillt, und die Hypothese, daB die Chelierung des
Mn ausschlieBlich im Plasmawasser stattfindet, kann ver-

worfen werden. Die Tatsache, daB die mit dem Urin ausge-
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schiedene Mn-Mengen weit hoher als der Mn-Gehalt des
Plasmas ist und daB eine Verafmung der Gewebe an Mn re-
sultiert, ist - flir sich allein betrachtet - kein Argu-
ment gegen die Hypothese, da es infolge des gestdrten

———Gleichgewichts zu einem "Einstromen™ von Mn aus den Ge=
weben in das extracellulidre Kompartiment kommen mii3te.

Eine mogliche Erweiterung der urspriinglichen Hypothese
konnte davon ausgehen, daB zum extracelluldren Komparti-
ment auch der Knochen gehdrt; eine Annahme, die physiolo-
gisch durchaus sinnvoll ist. Da die Mn-Konzentration des
Knochenmarks 100 mal niedriger als die des Knochengewebes
ist (Cotzias 1962), kenn sie bei den folgenden Uberlegun-
gen vernachlassigt werden. Geht man von den mittels AAS
bestimmten und mit den Angaben anderer Autoren iiberein-
stimmenden Werten aus, betragt die Konzentration maximal
10™" M. Wenn auch die Mn-Konzentration im Knochen hiher als
im Blutplasma ist, ist die Randbedingung [Lth £ Eﬁﬂt

immer noch nicht erfiullt.

ein kleiner Bruchteil der Chelatdosis, beispielsweise

1 %, in den intracellulédren Raum gelangt, wirde sich die
Chelat-Konzentration hier auf 5°1O"6 - 5.107F M ernie-
drigen und die erste Randbedingung erfillt sein. Ist
(rd, ~ 1072 M, so miiBten, entsprechend der zweiten Rand-
bedingung, die K-Werte fiir die Chelatbildner in der
GrdBenordnung von 406 - ’!O4 liegen. Die Stabilitdtskon~
stanten von Mn(II)-ADTA und ~DTPA betragen 101 0% pau.
4015’60 und erniedrigen sich, wenn man der pH-Abhingig-
keit sowie der Konkurrenz von Ca2+ durch die sog. effexti-
ve Stabilit&tskonstante (vgl. S. 25) Rechnung tragt, auf
10%:3% piir ADTA und 4107077 riir DTPA, d.h. Werte, die um
rund 2 GroBenordnungen hbher als die aufgrund der Rand-
bedingungen postulierten K liegen. Ein Widerspruch besteht
Jjedoch insofern nicht, als die effektiven Stabilitatskon-
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stanten die Konkurrenz endogener lLiganden nicht beriick-
sichtigen und somit durch die Stabilitatskonstante fir

die endogenen Mn-Assoziate zu dividieren wiren, die aus
den obigen Werten sich somit zu etwa 402 ergibt. Diese
Stabilitdt ist allerdings relativ niedrig; die Stabilitidts-
konstante des Ca-Albumin ist beispielsweise 10°. Ein zwin-
gendes Argument gegen die vorstehend entwickelte Arbeits-
hypothese ist der niedrige K~-Wert allerdings nicht: Die
effektiven Stabilitatskonstanten wurden fiir die relativ
hohe Ca2+—Konzentration im Blutplasma berechnet, wiahrend
sie im intracelluld@ren Raum niedriger ist und damit auch
die effektive Stabilitatskonstante und die Stabilitat der
endogenen Mn-Verbindung sich um den entsprechenden Betrag
erhohen.

Die Annahme, daB ein kleiner Bruchteil der Chelatdosis

in den intracelluldren Raum gelangt, steht nicht im Wider-
spruch zu der weiter oben erwdhnten Feststellung, daB die
Chelate sich im extracelluldren Raum verteilen; sie basiert
auf dem durch Extrapolation der Plasmaclearence nach t = O
erhaltenen Chelatkonzentration im Blutplasma. Diese lMethode
ist jedoch relativ unempfindlich, und die Ungenauigkeit der
Anfangskonzentration lidsst die Annahme einer intracellu-
l&ren Permeation bis zu 10 % der Dosis ohne weiteres zu.
AuBerdem liegen auch andere Befunde vor, die einen direkten
Hinweis dafiir geben, daR ein kleinerer Bruchteil der Chelate
die Zellmembran zu passieren imstande ist (Ballcu u. Palotay
1966, Slouka 1969).

DaB im Falle hoher DTPA-Dosen (>OJ5mmolokg—1) die Dosis-
Effekt-Kurve nicht, wie bei den anderen Chelatbildnern,
linear verlduft, sondern sich abflacht, kOnnte verschiedene
Grinde haben: Die Menge des grundsdtzlich mobilisierbaren
Mn ist beschrdnkt, so daB eine weitere Erhdhung der Dosis
wirkungslos bleibt. Gegen diese - an sich durchaus plau-
sible und in einem hdheren Dosisbereich sicherlich reali-
sierte - Vorstellung spricht in unserem speziellen Fall
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allerdings der Umstand, daB pDTPA/CDTA im Dosisbereich
;.0,5mmolt’lcg"/t
Dosen<0, 5 mmol-kg ™

zunehmend kleiner wird, wdhrend er bei

1 mit einem Wert von gf%% = 2,31 annd-
hernd konstant bleibt. Begriindeter erscheint somit die
Erkladrung, die wir weiter oben erwdhnten und demzufolge
mit wachsendem [L3t o0 kleiner wird und dem Grenzwert
zustrebt. Dafilir spricht auch der Umstand, daB die Stei-
gung der experimentellen Dosis-Effekt-Kurven durchgehend

< 41 ist.

Unerwartet ist die im Vergleich zu DTPA gesichert gerin-
gere Wirksamkeit des CDTA; unerwartet deswegen, weil die
effektiven Stabilitdtskonstanten fiir beide Chelatbildner
praktisch identisch sind (vgl. S. 25). Die Ursache fiir
die geringere Effektivitdt des CDTA muR aller Wahrschein-
lichkeit darin gesehen werden, daBR es sich um einen
Chelatbildner handelt, der - im Gegensatz zu den anderen
Polyaminopolycarboxylsduren - eine ausgesprochene Tendenz
zur Bildung sog. robuster (oder inerter) Chelate aufweist,
die durch trige ablaufende Austauschreaktionen gekenn-
zeichnet sind. Ein robustes Verhalten von CDTA konnte so-

1954, Margerum et al. 19€3) als auch im biologischen
Milieu (Glnther 1969, Harmuth-Hoene et al. 1970), speziell
fiir Mo (Kuhn 1969), nachgewiesen werden.

Die Beurteilung der Versuchsreihe, in der die Tiere an

4 aufeinanderfolgenden Tagen DTPA erhielten (vgl. Tab. 8),
ist aus mehreren Griinden erschwert. Zun#chst kOnnen keine
Aussagen Uber die faecale Mn-Ausscheidung gemacht werden,
da ~ wie weiter oben bereits erwdhnt - die Trennung von
ausgeschiedenem und nicht resorbiertem, aus der Nahrung
stammendem Mn nicht mdglich ist. Es konnte zwar daran
gedacht werden, die faecale Ausscheidung unter Heranzie-
hung der spezifischen Aktivit8t des Urins (die aus Ver-
suchsreihe 2) und 3) zu berechnen ware) zu bestimmen.
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Wir nahmen davon Jedoch Abstand, da dieses Vorgehen von
der Annahme ausgeht, daB die spezifische Aktivitat des
Urins mit der der Faeces identisch ist. Unter Berlick-
sichtigung des Mn-Stoffwechsels erscheint Jedoch eine
solche Annahme als wenig wahrscheinlich, zumindest aber
experimentell nicht verifizierbar. Weiterhin wire.fiir _die
vorliegende Frage die Bestimmung der sog. Bilanz erforder-
lich. Diese ist Jjedoch nicht mdglich, da die aus dem Darm
resorbierte Mn~-Menge nicht bekannt ist. Es ist zu vermu-
ten, daB die Mn-Aufnahme bei den Kontrolltieren und erst
recht bei den unter dem toxischen EinfluB des DTPA ste-
henden Tieren stark reduziert ist. Die Tiere nehmen kaum
Futter und Wasser zu sich, was sich auch in einer relativ
starken Gewichtsabnahme (S. 21) widerspiegelt.

Es ist somit nur der Vergleich der Differenz zwischen
dem IMn-Gehalt der Organe bei den Kontrolltieren und
denen der DTPA-Gruppe mit der unter dem EinfluBl von DTPA
mit dem Urin ausgeschiedenen Mn-lMenge moglich. Die fae-
cale Ausscheidung bei den DTPA-Tieren ist, wie aus den
Versuchen mit 54mn,hervorgeht, in diesem Zusammenhang
als additives Glied vernachlédssigbar. Die DTPA-Tiere
schieden innerhalb von 4 Tagen insgesamt rund 31 ug Mn

" mit dem Urin aus, wdhrend die Differenz des Organgehalts
nach Tab. 8 28 ~ 35 ug betridgt. Es liegt auf den ersten
Blick eine recht gute Ubereinstimmung vor. Tatsichlich
jedoch miilte eine etwas héhere Ausscheidung vorliegen,
da wir die Mobilisierung von Mn aus dem Dickdarm, dem
Pankreas und der Muskulatur nicht bestimmt haben, d.h.
Organen, deren lMn-Gehalt durch DTPA sicherlich gesenkt
wird, wie aus den Versuchen von Kuhu (1969) hervorgeht.

Die Versuche mit 54Mn bestatigen zunachst die auch von
anderen Autoren (Literatur bei Cotzias 1962) gemachte
Beobachtung, daB die Ausscheidung des Mn in erster Linie
mit den Faeces erfolgt; die Ausscheidungsraten liegen
in unserem Versuch bis zum ©64. Tag um rund 2 GréBenord-
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nungen héher als die im Urin. In Ubereinstimmung mit dem
Schrifttum ist auch die nichtexponentielle Zeitabhingigkeit,
zumindest was die faecale Ausscheidung betrifft. Im Falle
des Urins ist eine gesicherte Aussage nicht mdglich, da

der fir die Bewertung wichtige 64 Tage-Punkt wegen Unter-
schreitens der Nachweisgrenze fehlt. Der 54Mh—Versuch sollte
vor allem die Frage beantworten, ob die Intensivierung. der
Mn~-Ausscheidung mit dem Urin einen stirkeren Effekt im Sinne
einer positiven Bilanz nicht nur vort8uscht. Dies kodnnte
nédmlich dann der Fall sein, wenn der Chelatbildner nur eine
"Umschaltung” der Ausscheidungswege bedingt, d.h. eine dem
erhohten Mn-Gehalt im Urin entsprechende Verminderung der
faecalen Ausscheidung. Dies ist, wie den Daten in Tab. 11
und Abb.9 zu entnehmen ist, in nur geringem Male der
Fall: Die 54Mh~Ausscheidung mit den Faeces ist nur gering-
figig gegeniiber der Kontrolle gesenkt, obwohl die renale
Ausscheidung von 54Mn um rund 2 - 3 GrofBenordnungen er-
hoht wird. Dies bedeutet offenbar, daBl eine bestimmbte Frak-
tion des Mn-Pools zwar in einer ausscheidungsfiZhigen, aber
durch Chelatbildner nicht mobilisierbaren Form vorliegt.
Diese Annahme entspricht dem spdter von uns vorgeschlagenen
Kompartiment-Modell der Leber. Was die mobilisierbare !Mn-
Fraktion betrifft, so zeigen unsere Versuchsergebnisse,

dall die Effektivitidt der Jeweils ersten Chelatdosis zeit-
unabhdngig ist: Zum Beispiel fihrt DTPA erstmalig am 8. Tag
verabfolgt zu einer 1,33 mal héheren IMn-Ausscheidung, als
wenn der Verabfolgung am 8. Tageiné Dosis am 2. Tag voran-
geht. Auch flir die anderen Zeitpunkte ergeben sich ver-
gleichbar hohe Quotienten von 1,36, 1,28 bzw. 1,52. Aufl

der anderen Seite ist eine Chelatdosis, wenn sie zu einem
beliebigen Zeitpunkt, aber erstmalig verabfolgt wird,
wirksamer als wenn ihr eine Chelatverabfolgung vorangeht.
Dies ist nicht unerwartet, da die mobilisierbare 54Nh—
Fraktion in letzterem Fall vermindert ist. Es ist Jedoch
nicht statthaft, auf eine echte Verarmung des Mn-Pools

zu schlieBen, da in der vorliegenden Versuchsanordnung
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>

die spezifische Aktivitdt des 4Mn in den Ausscheidungen

nicht bestimmt wurde,

Auf den ersten Blick unerwartet ist die in Abb. 10 wieder-
gegebene Abhingigkeit des 54Mn—Gehalts der verschiedenen
Organe von der Zahl der Chelatdosen. Wdahrend im Skelett
und im Darm der 54Mh—Gehalt sich umgekehrt proportional
zur Chelatgesamtdosis verhdlt, zeigen im Falle der Nieren
und vor allem (hier auch statistisch signifikant) deér
Leber die Kurven im Bereich von 2 - 4 Chelatdosen ein
Plateau, d.h. keine oder eine nur schwach ausgeprigte
Dosisabhingigkeit.

Fassen wir die Leber als ein aus nur einem Kompartiment
bestehendes Organ auf und nehmen weiterhin an, daf
Chelateffekxtivitat zeitunabhiangig ist, miiBte eine lineare
Beziehung zwischen 54Mn—Gehalt und der Zahl der Chelat-
dosen resultieren, wie z.B. im Falle des Darms. Nahme die
Chelateffektivitat mit fortschreitender Zeit ab, ist eine
Beziehung wie im Falle des Skeletts zu erwarten. Fassen
wir die Leber als ein 2-Kompartiment-System auf und nehmen
an, dafl das in einem der beiden Kompartimente retenierte
54Mh sich gegeniliber dem Chelatbildner refraktir verhalt,
zumindest sich aber in erheblich geringem MaBe als aus

dem zweiten Kompartiment mobilisieren 1aBt, ist - wie

sich rechnerisch zeigen 18Bt - eine andere Dosisabhingig-
keit zu erwarten, auf Jjeden Fall aber kein signifikanter
kubischer Term. Nur ein Kompartiment-System ist in der
Lage, eine anndhernd befriedigende Erkldrung zu geben:
Nehmen wir an, daR die Leber aus drei Kompartimenten A, B
und C besteht, von denen A mit dem zentralen Kompartiment
des extracelluldren Wassers kommuniziert und den parallel
geschalteten und miteinander nicht in Austausch stehenden
Kompartimenten B und C vorgeschaltet ist. Der Transfer von
Mn aus A nach B und C soll relativ schnell erfolgen, wah-
rend die Ausscheidung aus den Kompartimenten B und C, die
etwa gleich groB ist und wesentlich langsamer, Jjedoch mit

die

i
¥
4
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nicht wesentlich verschiedenen Halbwertszeiten verliuft.
Eine Mobilisierung von Mn durch Chelatbildner soll aus

A und B, dagegen nicht aus C méglich sein, und es soll
keine Zeitabhingigkeit der Chelateffektivitédt vorliegen.
Die geschilderten Verh#ltnisse sind schematisch in Abb.q2
wiedergegeben. Die unter diesen Annahmen resultierende
Dosisabhingigkeit zeigt im Prinzip den gleichen Verlauf
wie die experimentelle Kurve in Abb. 10 ; die Tatsache,
daBl im hypothetischen Modell der Mn-Gehalt nach 5 Dosen
wesentlich niedriger als im Experiment liegt, ist kein
entscheidendes Argument gegen das von uns vorgeschlagene
Modell. Die bestehende Diskrepanz 18Rt sich beseitigen,
wenn man eine kiirzere Verweilzeit des Mn im Kompartiment
A annimmt. Eine physiologische und biochemische Konkreti-
sierung des Modells ist ohne zusidtzliche Untersuchungen
im Moment noch nicht méglich. Das Modell k&Snnte jedoch
fir die Frage des !Mn-Stoffwechsels von heuristischem Wert

sein.

Exzeptionell verhidlt sich der Mn-Gehalt des Bluts, indem
die Chelateffektivitat relativ klein ist und keilne ausge-
prégte Abhangigkeit von der Gesamtdosis vorzuliegen
scheint. Es ist nun bekannt, daBl der Mn-Gehalt der Erythro-
cyten den des Plasmas um einen Faktor ~ 2 ibersteigt
(Cotzias 1962) und daB das Mn in den Erythrocyten in einer
sehr stabilen und nichtmobilisierbaren Verbindung vorliegt;
dies wirde die geringe Effextivitdt erkliren. Die Konstanz
des 54Mh—Gehalts andererseits kann als Hinweis fir die in
einem fritheren Zusammenhang gefuBerte Vorstellung sein,

daB die durch Chelatbildner induzierte Verarmung der Plas-
maproteine an Mn relativ schnell durch Freisetzung von IMn
aus den Geweben kompensiert wird, das in dem vorliegenden

Versuch mit 54Mn marxiert ist.

Stellen wir uns abschlieBend die Frage, ob und welchen Bei-
trag die Ergebnisse unserer Untersuchung zu den der Arbeit
zugrunde gelegten Fragen liefern. Was zunachst die Patho-
genese der Chelat-Toxizitat betrifft, so kann der von uns
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gefliihrte Nachweis, daB die Ca-Chelate zu einer dosispro-
portionalen Erhchung der Mn-Ausscheidung mit dem Urin und
einer entsprechenden Verarmung der Organe und Gewebe fuh-
ren, naturgemdB von entscheidender Bedeutung sein. Im Hin-
blick auf den relativ starken Effekt und die in der Ein-
leitung angedeutete wichtige Fﬁnktion von Mn bei enzyma-
tischen Reaktionen ist es nicht statthaft, sich - wie in
den bisherigen Diskussionen des Schrifttums - ausschlieB-
lich auf die Beeinflussung des Zn-Stoffwechsels durch die
Ca-Chelate zu beschrénken. Entscheidend fiir die eventuelle
Beteiligung des Mn bei der Pathogenese der Chelattoxizitidt
ist, ob die Unterschiede in der Wirksamkeit und Toxizitit
verschiedener Chelate gleichsinnig sihd. Dies ist tat-
sichlich der Fall, indem die relative Potenz von DTPA im
Vergleich zu ADTA bei der Mn-Mobilisierung ~ 6 und bei

der Toxizit#t ~ 2 (Catsch 1968a)betragt Der Umstand, daB
der Unterschied in der Toxizit#dt 3 mal schwicher ausge-
prégt ist (im Falle von Zn sogar 10 mal schwdcher), steht
zu der Hypothese nicht im Widerspruch. Seidel (1970)
konnte némlich zeigen, daB neben den sog. chelatspezifi-
schen (d.h. auf Wechselwirkung mit endogenen Spurenmetal-
len beruhenden) Effekten auch eine "chelatunspezifische”
Toxizitdt besteht, d.h. Wirkungen des Chelat-Anions per

S€.

Im Zusammenhang mit der Frage nach der pathogenetischen
Relevanz der Mn-~Ausscheidung ist die besonders stark aus-
gepragte Verarmung des Darms an Mn hervorzuheben, da nach
neuveren und in der Einleitung zitierten Untersuchungen der
Darmschddigung im Rahmen der Chelat-Toxizitdt eine grdfere
Bedeutung als den nephrotischen Verdnderungen zuzukommen
scheint. Eine endgiltige Analyse des Toxizitdtsmechanismus
kxann und sollte auch nicht durch die vorliegende Unter-
suchung gegehen werden, die sich auf nur einen Aspekt

des gesamten Fragenkomplexes beschrankte.




...5’7..

Die Konseguenzen, die sich aus unseren Befunden fiir die
Therapie der Mn-Vergiftung ergeben, liegen auf der Hand:
Dem DTPA ist als dem wirksamsten Chelatbildner der Vorzug
zu geben. Die im Vergleich zu ADTA und anderen Verbindungen
groBere Effektivitidt des DTPA wurde zwar auch von friheren
Autoren (s. Einleitung) hervorgehoben; allerdings unter
Versuchsbedingungen (Verwendung von trigerfreiem Radio-
mangan und/oder sehr frilhzeitige Verabfolgung der Chelat-
bildner), so daB unsere Ergébnisse nicht nur eine Bestati-
gung von bereits bekannten Tatsachen angesehen werden
diurfen.

5. Zusammenfassung

An Ratten wurde der EinfluB der Ca-Chelate des ADTA,

CDTA und DITPA in einem Dosisbereich von 0,065 bis 8 mmol-

Kg_1 auf die Ausscheidung von IMn mit dem Urin untersucht.

]

ie Ausscheidung von Mn nimmt mit wachsender Chelatdosis und
die Effektivitat der Chelatbildner in der Reihenfolge:

ADTA < CDTA < DTPA zu. Die relative Potenz des CDTA und
DIPA im Vergleich zu ADTA betrigt 2,6 bzw. 6,0.

o=

Wiederholte Verabfolgung von DTPA fihrt zu einer Verar-
mung der Organe an Mn, wobel Leber und Dinndarm den hoch-
sten Mn-Verlust aufweisen. Die Mn-Ausscheidung mit den

Urin nimmt mit fortschreitender Zahl der Chelatdosen.ab, was
darauf hinweist, daB die mobilisierbare Fraktion des lMn-
Pools beschrankt ist.

In einem Versuch mit triagerfreiem Radiomangan (54Mh) wurde
der EinfluB wiederholter DTPA-Dosen auf die Ausscheidung
von "My mit Urin und Faeces und die Organretention in
Abhingigkeit vom Beginn der Behandlung und von der Zahl
der Injektionen, d.h. der Chelatgesamtdosis, untersucht.
DTPA bewirkt eine stark erhohte Ausscheidung von 54Mh mit
dem Urin, wdhrend die faecale Exkretion nur wenig vermin-
dert wird, so daB eine positive Ausscheidungsbilanz resul-
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tiert. Die Wirksamkeit einer Chelatdosis hangt vom Zeit-
punkt ab und davon, ob sie erstmalig verabfolgt wird.

Was die Mobil}sierung von 54Mn aus den Organen betrifft,
so nimmt der 74Mh—Gehalt in Abhingigkeit von der Zahl der
Chelatinjektionen ab, wobeli speziell die Leber ein beson-
deres Verhalten zeigt. Beim Blut ist die Chelateffektivi-
tat relativ klein, und es scheint keine ausgeprigte Ab-
héngigkelt von der Chelatgesamtdosis vorzuliegen.

Bei der Diskussion der Versuchsergebnisse wird die Tat-
sache, daB die relative Potenz von CDTA und DTPA im Ver-
gleich zu ADTA kleiner ist, als nach dem Quotienten aus
den effektiven Stabilitd@tskonstanten der Chelatbildner
zu erwarten wire, dadurch gedeutet, daB die Chelierung
von Mn nicht nur im extrezellularen Wasser, sondern auch
intrazellular stattfindet. Die im Vergleich zu DITPA nie-
drigere Effektivitdt des CDTA wird mit der Tendenz von

CDTA,sog. robuste Chelate zu bilden, erklart.

Es wird versucht, den bei der Leber beobachteten Effekt
der 54Mn~Mobilisierung unter der Annahme zu deuten, dall
dieses Organ aus 3 Kompartimenten besteht, die in beson-
derer Weise geschaltet sind. Das exzeptionelle Verhalten
des Bluts wird dadurch erklart, daBl die durch den Chelat-~
bildner induzierte Verarmung der Plasmaproteine an IMn
relativ schnell durchﬁFreisetzung von Mn aus den Geweben
kompensiert wird, das mit 54Mh markiert ist.

Die Bedeutung der Versuchsergebnisse fiir die Chelattoxi-

zitdt und die praktisch-therapeutische Anwendung von DTP

bei der Mn-Vergiftung werden diskutiert.
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Tabellen und Abbildungen







Tabelle 1: Mn-Bilanz im veraschten Rattenurin
Zahl der | In-Zugabe Fetndeney T Bilanz
alysen (v8) Konzentration in %
(ug)
2 0 1,16 -
5 5 5,24 81,6
2 0 1,11 -
3 10 9,64 85,3
2 0 1,17 -
3 10 8,53 73,6
2 0 1,26 -
3 20 16,94 78 4

Mittelwert der Mn-Bilanz

79,6




Teabelle 2: DIMn-Bilanz im veraschten Knochenpulver

—
(ng) Konzentrationen in %
(pg) »

0 2,38 -
1 3,25 87,0
2 4,33 97,5
3 5,50 104,0
4 6,45 101,3
5 6,81 89,0




Tabelle 3

Mittelwerte der Ausscheidung von Mn mit denm
24-Stunden~Urin in Abhangigkeit von der Art
und Dosis des Chelatbildners. In Klammern

ist der logarithmische Mittelwert I Standerd-
fehler angegeben. N = Zahl der Ratten.

Chelat-Dosis pg Mn
[mmol - kg™ ]
KpTA
2,63
0,125 (0,42 = 0,039)
4,37
0,25 (0,64 = 0,032)
3,72
0,5 (0,57 £ 0,012)
, 6,92
(0,84 = 0,028)
3 11,00
2 (1,04 £ 0,015)
| 17,80
4 (1,25 £ 0,013)
5 21,38
(1,33 = 0,028)
DTA
2,75
0,0625 (0,44 + 0,029)
5,25
0,125 (0,72 £ 0,037)
5,89
0,25 (0,77 £ 0,052)
8,32
0,5 (0,92 £ 0,046)
. 15,49
(1,19 £ 0,039)
5 15,49
(1,19 £ 0,017)
. 26,92
(1,43 £ 0,017)
5 30,91
(1,49 = 0,0%6)

Fortsetzung nachste Selte




Fortsetzung Tabelle 3

DTPA
4,17

0,0625 4 (0,62 £ 0,026)
6,31

0,125 5 (0,80 % 0,044)
9,13

0,25 5 (0,96 % 0,021)
12,30

0,5 4 (1,09 £ 0,035)
14,13

4 u (1,15 = 0,051)
17,38

2 “ (1,24 +'0,005)
22,39

2 4 (1,35 £ 0,019)
28,85

8 3 (1,46 £ 0,012)

NaCl

1 2 | 1,70
2 2 0,97
4 2 1,64
8 > 1,53
Mittelwert: 1,46




Tabelle 4 : Varianzanalyse der in Tab. 3 zusammengestellten Versuchsergebnisse,
S.Q.A. = Summe der Quadrat-Abweichungen. n = Zahl der Freiheitsgrade. s~ = Varianasz,
t = Priffunkticn. P = Signifikanzwahrscheinlichkeit.

Art der Varianﬁ | S.Q.A. n 32 t P
Gesamt 4,2871 36 - - -
. Regression, linear 3,9209 1 33,9209 19,1 << 0,001
ADTA Regression, quadratisch 0,0001 1 0,0001 0,0964 0,95 - 0,9
Fehler 0,3661 34 0,0107 - -
Gesamt | 4,3218 32 - - -
CDTA Regression, linear 3,8597 1 3,8597 16,1 << 0,001
Regression, quadratisch 0,0153 1 0,0153 1,0167 0,4 = 0,3
Fehler 0,4468 30 0,0148 - -
Gesamt | 2,2642 32 - - -
DTPA Regression, linear 2,1055 1 2,1055 22,4 << 0,001
Regression, quadratisch 0,0308 1 i 0,0308 2,7080 0,02 - 0,01
Fehler 0,1279 30 0,0042 - -
Gesamt ‘ 0,5847 17 - - -
DTPA . .
(0,0625 - Regression, linear 0,5104 1 0,5104 10,5 << 0,001
0,5 mmol~kg"1) Regressicn, quadratisch 0,0041 1 0,0041 0,9441 § 0,4 =~ 0,3
Fehler 0,0702 15 0,0046 - -




Tabelle 53

Kontrolle), Abkiirzungen s. Tab. 4.

Varianzanalyse der Mn-Ausscheidung (Gesamtausscheidung minus Spontanausscheidung in

Art der Varianz S.Q.4, n sz t P
Gesamt 7,6514 36 - - -
ADTA Regregsion, linear 6,9110 1 6,9110 17,8 << 0,001
Regression, quadratisch 0,0021 1 0,0021 0,3109 0,8 - 0,7
Fehler 0,7404 34 0,0217 - -
Gesamt 6,5825 32 - - -
CDTA Regression, linear 6,0297 1 6,0297 20,6 << 0,001
Regression, quadratisch 0,1297 1 0,1297 3,03%29 ¢,005
Fehler ,0’4231 30 0,0141 - -
Gesamt 3,2214 32 - - -
DTPA Regression, linear 2,9426 1 2,9426 21,3 << 0,001
Regression, quadratisch 0,0836 1 0,0836 3,5835 0,005-0,002
Fehler 0,1952 30 0,00651 - -




Tabelle 6: Berechnete Dosis-Effekt-Kurven fiir Mn-Ausscheidung: y =y + a(x - X) + b(x2 - x2)
y = log Mng bzw, log Mn ; x = log (mmol. kg~1)

y a X b 72
ADTA Mn 0,854 0,164 3,95 - -
Mnm 0,702 0,218 3,95 - -
CDTA lin,, 1,033 0,180 3,61 - -

Mnm 0,932 0,279 3,67 ~-0,0134 18,45

DTPA Mn 1,060 0,162 3,27 ~0,0069 15,64




Tabelle 7T: Test auf Parallelitdt der Geraden in Abb, 4 , erhalten durch

S.Q.A, und n aus Tab, 4.

Summieren der

Art der Varianz n ‘S.Q.A. 82 t bzw.F P

I
Gesamt €5 9,1936 - - -
Regression, linear 1 8,2664 8,2664 27,4 << 0,001
Parallelitdt 2 0,0246 0,0123 1,12 >> 0,2
Fehler 82 0,9026 0,0110 - -

ir
Gesanmt 87 9,8233 - - -
Regression, linear 1 8,2664 8,2664 21,2 << 0,001
Fehler 86 1,5569 0,0182 - -




Tabelle 8: Mittelwerte der Mn-Ausscheidung (pg im 24-
Stunden~-Urin nach 4-maliger Injektion von

DTPA bzw. NaCl an 4 aufeinanderfolgenden
Tagen. N = Zahl der Ratten

Tag | W DTPA » N NaCl .
2 mmol-kg 2 mmol- kg
1. 6 12,30 £ 1,15 5 2,82 £ 1,12
2. 5 8,13 = 1,07 5 3,39 £ 1,20
3.1 5 25,89 £ 1,12 > 3,55 £ 1,12
4,1 5 4,37 £ 1,10 6 4,07 £ 14,20

Mittelwert: 3,54 £ 1,07




Tabhelle

_ Mittelwerte des Mn-Gehalts ven Organen nach 4 DTPA.Desen, Je € Ratten pre Gruppe.

pg ¥Mn in pg Mn in
Organ 1g Organ 1 g
Skelett 37563 4+ 1,07 2,45 4 0,12 53,38 £ 1,74 4,07 £ 0,25
Leber | 6,65 % »04,56 1,10 % o,oé 15,30 + 1,09 2,51 + 0,16
Nieren .1,.,78:;():,,20 1,10 4 0,11 2,44 % 0,09 1,77 £ 0,13
Diimndarm 1466 4 0426 Cyd8 & 0,08 8,17 % 0,52 1,95 & 0,22




Tabelle 10: Struktur der 54Mh-Versuchsreihec In Gruppe V
5 Tiere, sonst Je 6 Tiere.

Vgiigggs— Tag der DTPA-Verabfolgung

K?ﬁgg%le 2. 8. 16. 32. o4
I 2. 8. 6. 32, 64
T - 8. 16. 32 6.
TTT - - 16. 32 64,
v | - - - 32, 64 .
v - _ - - 64 .




Tabelle 11: Mittelwerte des 54Mn—Gehaltz im Urin und PFdeces, In der 2, Zeile ist der logarithmische

Mittelwert & Standardfehler angefiihrt. Je 6 Tiere pro Gruppe. Gruppe V 5 Tiere,

% der Y4 yn-Dosis

Versuchsgruppe Tag
grupp der Injektion Faeces Urin
2. 11,44 0,0215
(1,0583 + 0,0176) (-1,6680 + 0,0935)
8. 2,78 0,00938
(0,4433 + 0,0273) (-2,0280 + 0,0527)
16, 1,06 0,00514
NaCl (0,0250 + 0,0187) (..2,12966,& 0,0790)
32. 0,307 0,00121
(- 04,5133+ 0,0261) (-2,918 £ 0,0309)
64, 0,142 unterhald der
(-0,8483+ 0,0195) Nachweisgrenze
2, 11,27 13,04
(1,0520 + 0,0349) ( 1,1150 £ 0,0163)
8. 2,27 ) 4,30
(0,3566 + 0,0115) ( 0,6333 % 0,0071)
16, 0,881 1,91
DTPA I (-0,0550+ 0,0178) ( 0,2816’i 0,0212)
32, 0,206 0,728
(~0,6866+ 0,0261) (~0,1380 + 0,0134)
64. 0,0594 0,207

(-1,2266+ 0,0658)

(~0,6850 + 0,0191)

Fortsetzung nichste Seite




Fortsetzung Tabelle 11

&, 2,25 5,69
(10,3516 + 0,0495) ( 0,7550 £ 0,0173)
16. 0,888 2,26
(40,0516 & 0,0513) ( 0,3550 4 0,0529)
DTPA II 32, | 0,214 0,790
(‘o 6700 + 0,0693) (-0,1025 &+ 0,0050)
64. 0,0773 0,226
(4 1 ,1116 + 0,0678) (-0,6450 + 0,0115)
16. | 0,981 2,59
(qo 0083 + 0,0493) ( 0,4133 £ 0,0182)
32, | 0,283 0,802
DTPA III (40,5483 + 0,0684) (-.0,0960 + 0,0190)
64. | 0,0951 0,244
(- 1,0216 + 0,0420) (-0,6133 + 0,0182)
52. | 0,288 0,929
: (<0,54 & 0,0503) (-0,0320 + 0,0205)
DTPA IV 64. | 0,0919 0,262
( 1 ,0366 4 0,0329) (~0,5816 + 0,0163)

‘(_10,9860 ﬂ: 0’0349)

(-0,5020 + 0,0237)




Tabelle 12: Mittelwerte des 54Mn«-Gehalts der Organe am 65. Tag in Abhingigkeit von der Zahl der

Chelatdosen, N = Zahl der Ratten
. 54 s
Versuchsgruppe biz?;tgizen i % der Mn-Dosis in
Blut Skelett Lever Nieren Diinndarm
0,0152 14,40 0,286 0,0946 0,0631
Kontrolle 0 £0,00712 £0,080 £0,017 +0,0082 +0,0076
T 5 0,0109 1,03 0,135 0,0549 0,0423
+0,0015 +0,046 +0,004 +0,0023 +0,0041
+0,0012 +0,054 +0,006 +0,003%6 +0,0031
ITI 3 0,0129 1,28 0,165 0,0670 0,0463
+0,0014 i0;062 +0,008 +0,0031 +0,0028
IV > 0,0126 1,34 0,171 0,0700 0,0506
+0,0015 +0,029 +0,008 +0,0034 40,0022
v ; 0,0132 1,28 0,211 0,0805 0,0608
40,0012 iO‘rOGT 0,014 +0,0045 *£0,0025

1




Tabelle 13: Varianzanalyse der in Tab.12 zusammengestellten Versuchsergebnisse. Abkiirzungen s. Tab. 4.
|
Organ Art der Varianz S.Q.Ao n 52 t P

Skelett | Gesamt 956,83 | 28
Regregsion, linear 158,71 1 158,71 2,79 0,01 - 0,005
Regression, quadratisch 286,90 1 286,90 3,75 < 0,001
Regression, kubisch 2,07 1 2,07 0,32 0,8 =« 0,7
Fehler 509,15 25 20,36

Leber Gesamt 1671,17 28
Regressien, linear 906,44 1 906,44 5,97 < 0,001
Regression, guadratisch 2,32 1 2,32 0,30 0,8 =~ 0,7
Regression, kubisch 127,45 1 127445 2,24 0,05 - 0,025
Fehler 654,96 25 25,40

Nieren Gesamt 159é,24 28
Regressicn, linear 652,70 1 652,70 5,09 < 0,001
Regression, quadratisch 16,55 1 10,55 0,64 0,6 - 0,5
Regression, kubisch 87,83 1 87,83 1,85 0,1 = 0,05
Fehler 644y16 25 25,76

Diinndarm | Gesamt 196&,55 28
Regression, linear 727,71 1 727,71 3,99 < 0,001
Regression, quadratisch 42,91 1 42,91 0,97 0,4 =~ 0,3
Regression, kubisch 56, 70 1 56,70 1,11 0,3 - 0,2
Fehler 1141,23 25 45,65

Fortsetzung nidchste Seite




Fortsetzung Tabelle 13

Blut

Gesanmt

Regression, linear
Regression, quadratisch
Regression, kubisch
Fehler

41é1,29
171,58
€5,77
129,76
3734,18

27

24

171,58

85,77
129,76
155,59

1,05
0,74
10,91

074 - 023
0,5 -~ 0,4
0,4 - 0,3




Abb. 1: Abhdngigkeit der Mn-Ausscheidung im Urin von
der ADTA-Dosis (D)

Kurve 1) Mng = aD
2) My = Mo -Mng = bD - cD?
3) Mo = &D - Mn,

Erkxlarung s. Text.
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Abb. 2: Abhingigkeit der Mn-~Ausscheidung im Urin von
der CDTA-Dosis (D)

Kurve 1) Mn_ = aD

g 2
2) M = Mng-—Mns = bD - D
3) Mo = 8D - Mng

Erklarung s. Text.
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Abb. 3: Abhangigkeit der Mn-Ausscheidung im Urin von
der DTPA-Dosis (D)
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Abb. 4: Darstellung der Dosisabhingigkeit durch
paralliele Geraden.
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Abb. 5: Abhingigkeit der Mn-Ausscheidung (Mzzg) von der
relativen Chelatdosis (s. Text).
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Abb. 6: DMn-Ausscheidung mit dem Urin (Nr. 1) nach
4-maliger Verabfolgung von DTPA. Nr. 2 = Aus-
scheidung in der Xontrollgruppe. Nr. 3 = Nr. 1 -
Nr. 2
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Abb. 7: 541"Ln-Aussoheidung bei Kontrolltieren (NaCl)
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Abb. 8: 54Mn-—Ausscheidung mit den Faeces bei DTPA-
behandelten Tieren.
Gruppe I : o

n IT

" IIT @ o
n Iv : o
" V : A
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Abb. 9: *Mn-Ausscheidung mit dem Urin bei DIPA-
behandelten Tieren.
Gruppe I : o

" IT : e
" IIT 1)
"IV : e
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Abb. 10: 5LLI“Im—Grehalt der Organe in der Kontrolle und
in den DTPA-Gruppen. Die Kurven sind mittels
der Regressionsanalyse berechnet,
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Abb. 11: Theoretisch berechnete Dosis-Effekt-Kurven.
Einzelheiten s. Text.






Abb. 12: EinfluB eines Chelatbildners auf den 541"[11—-
Gehalt in einem hypothetischen 2-Kompartiment-
System. Einzelheiten s. Text.
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