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Vergleichende Untersuchungen iiber die
Toxizitidt der Ca- und Zn(II)-Chelate der
Didthylentriaminpentaessigsiure

In fruheren Untersuchungen?®:? stellten wir cimme im
Vergleich zum Ca-Chelat der Diathylentriaminpenta-
essigsiure (DTPA) geringere Toxwzitat der Zn(I1)-DTPA
fest; Angaben uber das Verhiltms der toxischen Dosen
konnten jedoch nicht gemacht werden Beir der Dekor-
poration von Radionuchden (MY, #Ce) zeigten dagegen
beide Chelate keine wesentlicheren Effektivitdtsunter-
schiede®. In der vorhiegenden Untersuchung sollten die
toxischen Dosen der Ca- und Zn(II)-DTPA bestimmt
werden, deren Kenntnis fur die wegen des hoheren thera-
peutischen Index i Irage kommende praktische Ver-
wendung der Zn(11)-DTPA naturgemass von Interesse ist.

Verschiedene Dosen der Chelate? wurden Mannchen
des NIMRI-Mduseinzuchtstammes (mittleres Gewicht 27 g)
intrapernitoneal taghch imjiziert, bis die Letalitat 100°,
bzw. (im Falle wemg toxischer Dosen) ca. 509, betrug.
Das injizierte Volumen betrug 0,5-1 mkL

Bei Auftragen des Probits der kumulativen Letalitdt
gegen den Logarithmus der zu verschiedenen Zeitpunkten
erreichten Gesamtdosen erhalt man Dosis-Effekt-RKurven,
die 1 kemem Fall statistisch sigmfikante Abweichungen
von der Linearitat aufweisen. Die berechneten® LI~
Werte verhalten sich umgekehrt proportional zur Hohe
der Emzeldosis (Tabelle). Ihe somit vorliegende Nicht-
additivitat emzelner Chelatdosen 1st auf das \Wirksam-
werden emes Erholungsprozesses zuriickzufuhren, der
bereits friher aufgrund anderer Befunde2® postuliert
werden musste. In die gleiche Richtung werst auch die
Zunahime der Neigung der Dosis-Effekt-Kurven mt
wachsender Ca-DTPA-Emzeldosis (Figur 1),

Die fruher? gefundene geringerc Toxizitdt des Zn (11)-
Chelats konnte bestatigt werden, jedoch war Ca-DTP.A
der vorliegenden Untersuchung weniger toxisch als fruher
festgestellt. Als Ursache fur diese Diskrepanz kam das im
Vergleich zur fruheren Untersuchung geringere Korper-
gewicht der Tiere insotern in Frage, als bei Ratten eme



ausgepragte positive Korrelation zwischen Korpergewicht
und Chelattoxizitat vorliegt2. Diese Vermutung konnte
bestiitigt werden: Bei 35 g schweren Mausen betrug die
LD;, nach taglicher Verabreichung von 5 mi/-kg-1-d-1
14,8 mad7-kg-! 1im Vergleich zu dem wesentlich hoheren
Wert bei leichteren Tieren (vgl. Tabelle).

Die Abhédngigkeit der der LD,, entsprechenden Zahl
der Einzeldosen von der Hohe der Einzeldosis kann bet
beiden Chelaten, zumindest in cinem grosseren Daosis-
bereich, durch parallele Gerade wiedergegeben werden
(Figur Z). Iie be1 hoheren Ca-DTPA-Dosen unverkenn-
bare Abweichung von der linearen Abhangigkeit wurde
bereits frither gefunden ? und damuit erkldrt, dass die durch
den Chelatbildner gesetzten Schiden emne gewisse Zeit
beanspruchen, ehe sie zum letalen Ausgang fithren, so
dass die wihrend dieser Zeit applizierten Dosen zum Ef-
fekt mchts mehr beitragen, wohl aber in die LD;,-Werte
cingehen. Dass ein analoges Verhalten imm Falle der
Zn(11)-DTPA vermisst wird, kann als Hinweis fur emnen
anderen, eventuell mit der hohen Konzentration der inji-
zierten Losungen zusammenhdngenden Mortalitatsmecha-
nismus hoherer Zn(11)-DTPA-Dosen aunfgefasst werden;
dafir sprachen auch die mm Vergleich zu Ca-DTPA
grosseren Regressionskoeffizienten (ligur 1).

Was das Verhdltms der toxischen Dosen beider Chelate
betrifft, so sind, wie die Figur 2 zeigt, zwe1 grundsdtzlich

Kumulative LDy, und Mutungsgrenzen fur P = 0,05 in Abhangig-
ket von der Art de~ Chelats und der Hohe der Emzeldoas. Je 25
Mause pro Gruppe

Chelat Emzeldosis LDg,
(mdM -kg1-d-Y (M -kgY

Na,Zn-DTPA 10 111 {85-145)
Na,Zu-DTPA 14,1 48 {39- 59)
NayZn-DTPA 20 23 (19— 28)
Na,Ca-DTPA 2,5 114 (47-270)
Na,Ca-DTPA 3,53 81 (67— 98)
Na,Ca-DTPA 4 43 (36- 51)
NayCa-DTPA 5 37 (30— 47)
NazCa-DTPAs 7 32 (29— 37)

2 20 Thiere.
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verschiedene Vergleichsmoglichkeiten gegeben: (a) Bei
einer vorgegebenen Zahl von Chelatapplikationen muss
zur Erreichung des gleichen toxischen Effekts dic Einzel-
dosis der Zn(11)-DTPA 2,5mal grosser als bei Ca-DTPA
sein. (b) Bei gleicher Hohe der Einzeldosen dagegen muss
die Zahl der Zn(I1)-DTPA-Applhikationen um rund das
30fache erhoht werden. Die 1 (a) und (b) angegebenen
Quotienten mussen 1nsofern als Mindestwerte angesehen
werden, als nach dem oben Gesagten die Moglichkert
besteht, dass die Toxizitat der Zn(I1}-DTPA in dem
untersuchten Dosisbereich z. T. unspezifischer Art 1st.

Die Erhéhung des therapeutischen Index ist somit nur
im Falle (b) ausreichend gross, um die Verwendung der
Zn(I1)-DTP. in Erwigung ziehen zu konnen. Anders aus-
gedruckt, wird das Zn(lI)-Chelat nur dann Vorteile
bieten, wenn eme uber langere Zeit fortgesetzte Chelat-
medikation indiziert 1st.

Summary. The lethal effect of daily mtraperitoneal ad-
ministrations of Ca-DTPA and Zn(I1)-DTPA was studied
n mice. Due to recovery processes, single chelate doses
are non-additive and the cumnulative 1.1y, mcreases with
decreasing daily dosage. At a given number of admimstra-
tions, Zn(I1)-DTPA is 2.5 times less toxic than Ca-DTPA.
However, f the daily dosage 1s kept constant and the
number of admimstrations vanable, Zn(11)-DTPA 15 30
times less toxic.
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Aus dem Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe
Neue Moglichkeiten der Chelat-Therapie der Himosiderose
Von Du Khuong Lé

Bei der Chelat-Therapie der Eisenspeicherkrankheit
konnten durch die Entwicklung und Einfithrung be-
stimmter Substanzen in letzter Zeit wesentliche Fort-
schritte erzielt werden. Es handelt sich dabei um die
Diithylentriaminpentaessigsdure {e.g.4] und Desfer-
rioxamin |e.g. 6, 10], die nach den bisherigen Erfahrun-
gen, denen allerdings eine nur verhiltnismifBig kleine
Zahl untersuchter Chelatbildner zugrunde liegt, als
Mittel der Wahl angesehen werden.

Die vorliegende Untersuchung stellt sich die Auf-
gabe, die Wirksamkeit einer groferen Zahl von Che-
latbildnern unter dem Gesichtspuukt ihrer evt. prak-
tischen Verwendung zu priifen. Da die experimentelle
Auslosung einer Himosiderose bei Versuchstieren be-
kanntlich iiberaus schwierig ist, wurde die Chelat-
Effefktivitéit in folgenden Versuchsanordnungen ge-
priiit.

1. Trdgerfreics %FcCl; wurde gleichzeitig mit 8 uM
Chelatbildner (pH 7—8) erwachsenen Ratten des
Heiligenberg-Stammes iv. injiziert, die nach 48h
im Korper verbliebene Aktivitdt mittels eines Ganz-
korper-Ziahlers bestimmt und in % des 5¢Fe-Gehalis
von Kontrolltieren ausgedriickt.

2. Humanserum, dessen Gehalt an freiem Transferrin
wir bestimmten [9], wurde mit 3¥FeCl; und nach 10
min mit einer dem freien Transferrin dquivalenten
Menge von (NH,).Fe(SO,), versetzt. Nach weiteren
10 min erfolgie die Zugabe des Chelatbildners in
einem molaren Verhiilinis zum Gesamttransferrin
von 1000:1. Nach 6 h Inkubation bei 37°C und pH
7.4 (Barbital-Puffer) fiihrten wir eine Féllung mit
abs. Athanol durch und bestimmien im Prizipitat.
das quantitativ das Transferrin enthilt, die 5Fe-
Aktivitit mittels eines TJ (T1)-Szintillationskristalls
und driickten sie in % von Kontrollprizipitaten aus.
Untersucht wurden folgende Chelathildner: Athylen-

diamintetraessigsiiure (ADTA), Didthylentriaminpenta-

essigsiure (DTPA), 2:2"-Bis-[di(carboxymethyl)amino]-
didthyldther (BADA), Hydroxyithyldthylendiamintr:-
essigsdaure (HADTA), 1:2-Diaminocyclohexanteiraessig-
siure (DCTA). Bis(2-hydroxyevlohexvl)dthvlendiamin-
diessigsiiure (BHCADA), 2-(f-aminoiithoxy)cyclohexyl-
amintetraessigsdure (ACATA), Athylendiamindi-(o-hy-
droxyphenylessigsdure) (ADDHA) und Desferrioxamin

(DFOA). Alle Substanzen mit Ausnahme von DFOA

wurden als Calcium-Natrium-Chelate verabfolgt.

Bei dem Versuch in vivo (vgl. Tab.) erwies sich
DFOA allen aliphatischen Polyaminoséiuren in mehr
Tah.: ®Fe-Aktivitat der Ratten (in vive)
und des Transferrins (in vitro),
ausgedriuckt 1n % der Kontrolle
(Mittelwert + Standardfchler). Der
Kontrollwert betrug 94,4 * 5% der
injizierten Aktivitat (in vivo) bzw.

99,6 = 0,24% {in vitro).

¢/s der Kontrolle
Chelat o

in vivo in vitro
ADTA 80,5+ 0.8  g56+0,3
DTPA 60,6 1.2 g5 404
BADX 38,9% 1,2 o1 840,6
HADTA 68,0504 445407
DCTA 41202 ggr04
BHCADA 08216 4g9440
ACATA 79206 . 07402
ADDHA 50,9526 554407
DFOA 28616 517405

oder weniger starkem MafBle iiberlegen. Auffallend ist
weiterhin die im Vergleich zu den aliphatischen Che-
latbildnern stdrkere Beeinflussung der 5°Fe-Retention
durch Substanzen mit cyclischer Struktur, insbeson-

dere durch ACATA und DCTA. Die hohe Effektivitét

der DCTA wurde bereits durch Rubin u. Prin-
ciotto [8] festgestellt. Wir sind uns dessen bewult,
daf die gewihlte Versuchsanordnung, d.h. die
gleichzeitige YVerabreichung von Fe und Che-
latbildner, nicht als Modell fiir die Mobilisierung
pathologischer Eisenablagerungen durch Chelatbildner
gelten kann; gleidiwohl kann sie gewisse Aufschliisse
iiber die Stabilitit der Fe(II)-Chelate bei Anwesen-
heit konkurrierender endogener Liganden vermitteln.
So besteht im Falle der ADTA, DTPA, ADDHA und
DFOA die theoretisch erwartete {5] positive Korrela-
tion zwischen Effektivitit und dem Quotienten der
Stabilititskonstanten

- Fest - Ca
IXFe""’L/ 1\CaL
Fiir die anderen Substanzen sind dic entsprechenden
Konstanten noch nicht bekannt.

Der Versuch in vitro zeigt beim Vergleich mit der
Seriec in vivo mechrere Abweichungen: Die meisten
Chelate sind weniger wirksam. als der Versuch in
vivo erwarten lief}; am stdrksten ausgeprigt ist dies
im Falle der DCTA, deren Mobilisationseffektivitit
sehr gering und der von ADTA und DTDA vergleich-
bar ist. Nur HADTA, ADDHA und BADXA sind in
vitro wirksamer. Hervorzuheben ist schlieflich die
im Vergleich zu DFOA bessere Wirksamkeit des
BADA und vor allem der ACATA.

Dic Diskrepanzen zwisdien den Ergebnissen beider
Versuchsserien knnen kaum durch die Annahme cines
unterschiedlidien metabolischen Verhaltens bestimm-
ter Chelatbildner, wie dies von Rubin u. Prin-
ciotto [8] diskutiert wird, befriedigend erklirt wer-
den. Wir sind vielmehr geneigt, beispielsweise die
selir hohe Effektivitit der DCTA in vivo auf die Ro-
bustheit der Fe(IIl)-DCTA zuriickzufiihren, d.h. auf
die (unabhingig von der Chelatstabilitit) iiberaus
trdge verlaufenden Austauschreaktionen. Dal Fe(IlI)
bevorzugt robuste Coordinationsverbindungen bildet,
geht aus den Untersuchungen von Rubin et al. 7]
hervor.

Der Versuch in vitro kann mit einer gewissen Be-
rechtigung als Modell fiir die Chelat-Therapie patho-
logischer Eisenablagerungen angesehen werden. Dies
gilt um so mechr. als in letzterem Fall im Vergleich zu
dem Modellversuch eine hohere Effektivitit erwartet
werden kann: Wir untersuchien nur die Mobilisierung
des Fe(lIl} aus dem Transferrin-Komplex, der nach
Davis etal [3] iiberaus stabil ist (log K ~ 30), wih-
rend das durch andere endogene Liganden gebundene
.Speicher“eisen wesentlich leichter mobilisierbar ist [2].
Im Hinblick auf die von uns festzestellte deutliche
Cherlegenheit von BADA und ACATA erscheint uns
die klinische Priifung beider Substanzen. vor allem der
ACATA, und ihr Vergleich mit DFOA gerechtfertigt
und wiinschenswert. Die Vertraglidhkeit der BADXA bei
ciner Dosierung von < 80 uM X kg™t X d™! ist der von
ADTA und DTPA durchaus vergleichbar [t]; toxikolo-
gische Untersuchungen mit ACATA wurden bisher
noch nicht durchgefiihrt. doch ist im Vergleich zu den
anderen Polvaminosiiuren ein exceptionelles Verhal-
ten wenig warscheinlich.

Zusammenfassung

Es wurden die Beeinflussug der Retention von Radio-
eisen im Organismus der Ratte und die Mobilisie-
rung von Eisen aus dem Fe(lll)-Transferrin-Komplex
durch verschiedene Polyvaminosiduren und Desferri-
oxamin (DFOA) untersucht. Zwei Verbindungen, 2:2'-
Bis|di{carboxymethvl)amino|didthyldther (BADA) und
insbesondere 2-(f-aminoithoxy)-cyclohexvylamintetra-
essigsiiure (ACATA) erwiesen sich dabei als wesentlich
wirksamer als DFOA und Didthylentriaminpentaessig-
siure (DTPA). Es wird auf die Bedcutung der cycli-



schen Struktur des Liganden bei der Komplexierung
von Fe(lll) hingewiesen.

Fiir die Uberlassung des Desferrioxamins (Desferal®) danken wir
der Ciba AG, Basel, der Polyaminosiduren der J. R, Geigy AG, Basel.

Summary

Nemw possibilities in the cdelation therapy of hemo-
siderasis

The cfficacy of several polyamino acids in prevent-
ing the retention of radioiron in the rat as well as in
mobilizing iron from Fe(lll)-transferrin has been
studied. Two compounds, 2:2-Bis[di{carboxymethyl)-
amino]diethyl ether (BADA) and, in particular, 2-(4-
aminoethoxy)cyclohexylaminetetraaceticacid (ACATA)
were found to be markedly superior to diethylamine-
pentaacetic acid (DTPA) and desferrioxamine (DFOA).
The influence of the cyclic structure (e.g. ACATA and
DCTA) on the complex-forming ability in the par-
ticular cabse of Fe(IIl) must be stressed.

Véraﬂwortlidl fiir die Redaktion: Dr. W. Saen greirrz Veﬁrlraig:VEditio Cantor, 796 7A71171;1;d0rf i. Wﬁ;tt.;7E71;f7:7;;171;1d0rf7(707?:525) 431
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