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Separatum EXPEIUE~TL\21,21 () (1965)
Bukll.llbCr \T('rla~, Ha",cl (SchweIz)

Vergleichende Untersuchungen über die
Toxizität der Ca- und Zn(II)-Chelate der

Diäthylentriaminpentaessigsäure

In fruheren 1:ntersuchungenl. 2 stellten WIr eme Im
Vergleich zum Ca-Chefat der Dlathylentnammpenta
essIgsäure (1)1'1)\) germgere ToxlZ1tat der Zn(II)-DT1)\
fest; :\ngaben uber das ,-erhältIlls der toxischen I losen
konnten Jedoch nicht gemacht werclen Bel der Dekor
poration von Haehonuchden ("Iy, IHCe) zeigten dagegen
belde Chelate keine wesentlicheren Effektlntätsunter
schIede 3. In der vorlIegenden l'ntersuchung sollten (lle
toxlsclwn ])osen der Ca- und Zn(II )-DTP.-\ bestImmt
\yerden, deren Eenntl1l~ fur ehe wegen des hoheren thera
peutischen Index m Frage kommende praktIsche Ver
wendung der Zn(II)-DTI':\ naturgemass von Intere'>se I,t.

Verschiedene Dosen der Chelate 4 \\ urden :\Iannchen
des ::\:\IIU-:\läuseinzuchtstammes (mittleres C;e\\'icht 27 gl
mtrapentoneal taghch m JlzlCrt, biS die LetalItilt 1(l()O 0

bzw. (Im Falle wemg tOXIscher ])osen) ca. 5()O~ betrug_
Das injIZIerte Volumen betrug 0,5--1 ml.

Bei .\uftragen des Probits der kumulatIven LetalItät
gegen den Logarithmus der zu verscllledenen ZCltpunkten
erreichten (;esamtdosen erhalt man llosls-Effekt-Eurven,
dil' m kemem Fall statistisch sigmflkante .\bwelChungen
von der Linearität auhyelsen. j hl' berechneten 5 LD 50

\Yerte verhalten Sich umgekehrt proportIOnal zur Hohe
der Emzcldosls (Tabelle). nIe somIt vorlIegende ::\Icht
adehtIntat emzelner Clwlatdosen Ist auf das \Yuksam
\\-erclen emes Erho]ungsprozesses zurückzufuhren, der
bereits fniher aufgrund anderer Befunde 2.6 postulIert
werden musste. In ehe gll'1che Iöchtung weIst auch die
Zunahme der ::\elgung der Dosis-Effekt-Eurn'l1 mIt
wachsender Ca-DTP:\-Emzeldosls (FIgur 1).

Die fruher 2 gefundene geringere ToxizItät des Zn (II)
Chelats konnte bestätigt \I-erden, jedoch \\ ar Ca-])T1'.\ 111

der vorliegenden 1-ntersuclmng \\,(~1llger tOXIsch als fruher
festgestellt . .-'IJs l'rsache für diese Ihskrepanz kam das Im

Vl'rglelch zur fruheren l'l1ter~uchung geringere I\:orper
gewicht der TIere insofern in Frage, als bE'i Hatten eme



ausgeprägte positive Korrelation zwischen Körpergewicht
und ChelattoxlzJtat vorliegtz. Diese Vermutung konnte
bestätigt werden: Bei 35 g sch\yeren l\Iausen betrug die
LD50 nach taghcher Verabreichung von 5 ml1i·kg-1 ·d-1

l~,R mJl·kg-1 1m Vergleich zu dem wesentlich höheren
Wert bei leichteren Tieren (vgl. Tabelle).

Die Abhänglgkeit der der LDso entsprechenden Zahl
der Einzeldosen von der Hohe der Einzeldosis kann bel
beiden Chelaten, zumindest in emem grbsseren Dosis
bereich, durch parallele Gerade wiedergegeben werden
(Figur 2). D1(' bel hoheren Ca-DTPA-J)osen unverkenn
bare AbweIchung von der linearen .\bhangigkeit wurde
bereits früher gefunden 2 und damlt erklärt, dass die durch
den Chelatblldner gesetzten Schäden eme ge\yisse Zelt
beanspruchen, ehe sie zum letalen Ausgang führen, so
dass dIe \yährend dieser Zeit appliZIerten Dosen zum Ef
fekt mchts mehr beltragen, wohl aber in die LDso-\Yerte
eingehen. Dass ein analoge~ Verhalten 1m Falle der
Zn(ll)-DTP.\ vermIsst \nrd, kann als HinweIS fur emen
anderen, eventuell nut der hohen KonzentratlOn der injI
zierten Losungen zusammenhängenden :\lortalitatsmecha
nismus höherer Zn(I I )-DTP.\-Dosen aufgefasst ,,'erden;
dafur sprächen auch die 1m Vergleich zu Ca-DTPA
grosseren EcgresslOnskoeffizIenten (FIgur 1).

\Yas das Verhältms der tOXIschen Dosen beider Chelate
betrifft, so smd, WIe dle Figur 2 zeigt, Z\\'el grundsätzlich

l~uIllulatly(' Ll\o und ~Iutungsgrcllzell fur P =-""" 0,05 111 Abhanglg
k'-lt \011 der .\rt d,,_ Chclat- und der Hohe der Elllzeldo_l_. Je 25

:\Iau...:;(' pro Gruppe

CheJat

:\a,ZII-DTPA
:\a,Zn-DTI',\
:\a,Zn·DTP.\
:\a3la·DTl'A
:\<1aCa-DTI'.\
~a"Ca·DTl'A

:\a,Ca-DTPA
XaaCa·DTI'Aa

a 20 TIere.

2

ElIlZ(·}do~l.,

(mJI·kg,l·d ')

10
14,1
20

2,5
3,55
4
5
i

L])."
(mJI'kg ')

111 (85-1+5)
48 (39- 59)
~3 (19- 28)

114 H7-27o)
81 (()7- 98)
43 (30- 51)
37 (30- 47)
32 (29- 37)
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verschiedene Vergleichsmoglichkeiten gegeben:' (a) Bei
einer vorgegebenen Zahl von Chclatapplikationen muss
zur ErreIchung des gleichen toxIschen Effekts die Einzel
dOSIS der Zn(lI)-DTPA 2,Smal grosser als bei Ca-DTl'"\
sem, (b) Bei gleIcher Hohe der E111zeldosen dagegen muss
dIe Zahl der Zn(lI)-DTPA-AppllkatlOnen um rund das
30fache erhoht werden, DIe 111 (a) und (b) angegebenen
Quotlenten mussen msofern als :\hndestwerte angesehen
\\'erden, als nach dem oben Gesagten die :'\löglichkelt
besteht, dass dIe Toxizitat der Zn(Il)-DTPA in dem
untersuchten Dosisbereich z, T, unspezlflscher Art 1St.

DIe Erhöhung des therapeutIschen Index ist somit nur
im Falle (b) ausreichend gross, um ehe Verwendung der
Zn(II)-DTP"\ in Erwägung ziehen zu können. Anders aus
gedruckt, \Ylrd das Zn(II)-Chelat nur dann Vorteile
bieten, wenn eme uber langen> Zeit fortgesetzte Chelat
medlkation mellziert 1St.

Summary, Thc lcthal effect of claily 111trapentollcal ad
ministrattons of Ca-DTPA and Zn(Il)-DTPc\ was stucliecl
m mice. Due to recovery processes, smgle chelate doscs
are non-addItIve and the cumulative L1\0 lI1creascs \\'1th
decrcasmg daily dosagc..\t a glvcn numbcr of adm1111stra
tlOns, Zn(II)-DTl'.\ is 2,5 tlmcs less toxlC than Ca-DTPA.
Ho\\'Cver, If thc clally dosage IS kept constant ancl the
number of admil1lstratiolls vanable, Zn(ll)-DTPA IS 30
tlmes less tOXIc'
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'/, der Kontrolle
Chelat

oder weniger starkem Maße überlegen. Auffallend ist
weiterhin die im Vergleich zu den aliphatischen Che
latbildnern stärkere Beeinflu8sung der sUFe-Retention
durcll Substanzen mit cyclischer Struktur, insbeson
dere durch ACATA und DCTA. Die hohe Effektivität

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

Die vorliegende Untersuchung stellt sich die Auf
gabe, die Wirksamkeit einer größeren Zahl von Che
latbildnern unter dem Gesichtspunkt ihrer evt. prak
tischen Verwendung zu prüfen. Da die experimentelle
Auslösung einer Hämosiderose bei Versuchstieren be
kanntlich überaus schwierig ist, wurde die Chelat
Effektivität in folgenden Versuchsanordnungen ge
prüft.
1. Trägerfreies s9FeCl3 wurde gleichzeitig mit 81iM

Chelatbildner (pH 7-8) erwachsenen Ratten des
I-Ieiligenberg-Stammes iv. injiziert, die nacll 48 h
im Körper verbliebene Aktivität mittels eines Ganz
körper-Zählers bestimmt und in % des s9Fe-Gehalts
von Kontrolltieren ausgedrückt.

2. Humanserum, dessen Gehalt an freiem Transferrin
wir bestimmten 19], wurde mit s9FeCl3 und nacl1 10
min mit einer dem freien Transferrin äquivalenten
Menge von (NH4hFe(S04)Z versetzt. l'\acll weiteren
10 min erfolgte die Zugabe des Chelatbildners in
einem molaren Verhältnis zum Gesamttransferrin
von 1000:1. Nacll 6 h Inkubation bei 370 C und pH
7,4 (Barbital-Puffer) führten wir eine Fällung mit
abs. Äthanol durch und bestimmten im Präzipitat.
das quantitativ das Transferrin enthält, die 59Fe_
Aktivität mittels eines TI (Tl)-Szintillationskristalls
und drückten sie in % von Kontrollpräzipitaten aus.
Untersucht wurden folgende Chelatbildner: Äthylen-

diamintetraessig5äure U\DTA), Diäthylentriaminpellta
essigsäure (DTPAl. 2:2'-Bis- [di (carboxymeth y1) aminoJ
diäthyläther (BADÄ), Hydroxyäthyläthylendiamilltri
essigsäure (HÄDTA), 1:2-Diaminocyclohexantetraessig
säure (DCTA), Bis(2-hydroxycylohexyl)äthylendiamin
diessigsäure (BHCADA), 2-(ß-aminoäthoxy}cyclohexyl
amintetraessigsäure (ACAl'A), Äthylendiamindi- (o-hy
droxyphenylessigsäure) (ADDHA) und Desferrioxamin
(DFOA). Alle Substanzen mit Ausnahme von DFOA
wurden als Calcium-Natrium-Chelate verabfolgt.

Bei dem Versuch in vivo (vgl. Tab.) erwies sicll
DFOA allen aliphatischen Polyaminosäuren in mehr

Tab.: "Fe-Aktivitat der Ratten (in vivo)
und des Tran:,ferrlIh (111 ntrol,
ausgedruckt III '/, der Kontrolle
(1httelwert ± Standardfchlcrl. Der
Koutrollwert betrug 94,4 ± 5'/, der
injIzierten AktrYltat (in YIYO) bzw.
99.b ± 0,24'/, (in vitro).

der DCTA wurde bereits durch Ru bin u. Pr i n
ci 0 t t 0 [8] festgestellt. Wir sind uns dessen bewußt,
daß die gewählte Versuchsanordnung, d. h. die
g lei eh z e i t i g e Verabreiclmng von 5uFe und ehe
latbildner, nicltt als Modell für die Mobilisierung
pathologiscller Eisenablagerungen durch Chelatbildner
gelten kann; gleichwohl kann sie gewisse Aufschlüsse
über die Stabilität der Fe(III)-Chelate bei Anwesen
heit konkurrierender endog-ener Lig-anden ,ermitteln.
So besteht im Falle der ADTA, DTPA, ÄDDHA und
DFOA die theoretisch erwartete 15] positive Korrela
tion zwiscllen Effektivität und dem Quotienten der
Stabili tä tskon stanten

rFe3+ I r CaK Fe3+L K CaL
Für die anderen Sub5tanzen sind die entsprecl1Cnden
Konstanten nocll nicht bekannt.

Der Yersucll in ,itro zeigt beim Vergleicll mit der
Serie in vivo mehrere Abweichungen: Die meisten
Chelate sind weniger wirksam. als der Versuch in
vivo erwarten ließ; am stärksten ausgeprägt ist dies
im Falle der DCTA, deren Mobili8ationseffekti"vität
sehr gering und der von ADTA und DTDA vergleicll
bar 1St. Nur HÄDTA. ADDHA und BADÄ sind in
vitro wirksamer. Hervorzuheben ist schließlich die
im Vergleicll zu DFOA bessere Wirksamkeit des
BADA und vor allem der ACATA.

Die Di"krcpanzell zwi~chen den Ergebnissen beider
Yersuchsserien können kaum durcll die Annahme eines
un terschiedlichen metaboliscllen Verhaltens bestimm
ter Chelatbildner. wie dies von Ru bin u. Pr i n 
ci 0 t t 0 [8] diskutiert wird, befriedigend erklärt wer
den. Wir sind vielmehr geneigt, beispielsweise die
sehr hohe Effektivität der DCTA in vivo auf die Ro
bustheit der Fe(III)-DCTA zurückzuführen, d. h. auf
die (unabhängig von der Chelatstabilität) überaus
trage verlaufenden Austauschreaktionen. Daß Fe(HT)
bevorzugt robuste Coordinationsverbindungen bildet.
geht aus den Untersuchungen von Hub i n et al. [7]
hervor.

Der Yersuch in vitro kann mit einer gewissen Be
rechtigung als Modell für die Chelat-Therapie patho
logischer Eisenablagerungen angesehen werden. Dies
g-ilt um so mehr. als in letzterem Fall im Yerglcicll zu
dem Modellversudl eine höhere Effektivität prwartet
werden kann: \Yir untersucllten nur die Mobilisierung
des Fe(III) aus dem Transferrin-Komplex, der nach
Da, i s et al. [3J überaus stabil ist (log K ~ 30), wäh
rend das durch andere endogene Liganden gebundene
,.Speicher"eisen wesentlicll leichter mOobilisierbar ist [2].
Im Hinblick auf die von uns festg-estellte deutliche
Cberlegenheit von BADA und ACATA ersdwint uns
die klinische Prüfung beider Substanzen. vor allem der
ACATA, und ihr Yergleich mit DFOA gerechtfertigt
und wünschenswert. Die Verträglicllkeit der BADA bei
cinpr Dosierung von :s: 80 !iM X kg- I X d- I ist der von
ADTA und DTPA du rcllaus verg'leichbar !1]; toxikolo
gisclle Untersuchungen mit ACATA wurden bisher
noch nicht durchgeführt. doch ist im Vergleich zu deu
anderen Polyamlllosüuren ein exeeptionelles Verhal
ten wenig warscheinliclL

Zusammenfassung
Es wurden die Beeinflussug der Retention von Hadio

eisen im Organismus der Ratte und die Mobilisie
rung von Eisen aus dem Fe(III)-Transferrin-Komplex
du reh verschiedene Polvaminosäuren und Desferri
oxamin (DFOAl untersucht. Zwei Verbindungen, 2:2'
Bis[di(earboxymethyllaminoldiäthyläther (BADA) und
insbesondere 2-(ß-aminoäthoxy)-cyclohexylamintetra
essigsäure (ACATA) erwiesen sich dabei als wesentlicll
wirksamer als DFOA und Diäthylentriaminpentaessip;
säure (DTPA). Es wird auf die Bedeutung der cycli-

in, ltro

83,8 ± 0;;
83,7 ± 0'41
21,8 ± O,b
46,3:: 0,7
82,8 ± 0,4
48,9 ± t,O
12,7 ± 0,2
33,4 ± 0,7
5t,7 ± 0,5

80,3 ± 0.8
60,6 ± 1,2
38,Q ± 1,2
68,0 ± 0,4

4,1 ± 0,2

40,8 ± l,b
7,Q ± 0,6

50,9:: 2.6
28,b :: l,b

ADTA
DTPA
BADX
HXDTA
DCTA
BHCADA
ACATA
ADDHA
DFOA



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

Für die überlassung des Desferrioxamins (Desfernl'") danken wir
der Ciba AG, Basel, der Polyaminosäuren der J. R. Geigy AG, Basel.

Summary
Nerv possibilities in the dwlation therapy 01 hemo
siderosis

The efficacy of several polyamino acids in prevent
ing the retention of radioiron in thc rat as wen as in
mobilizing iron hom Fe(III)-transferrin has been
studied. Two compounds, 2:2'-Bis[di(carboxymethyl)
amino]diethyl ether (BADa) and, in particular, 2-(ß
aminoethoxy) cyclohexylaminetetraacetic acid (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 case of Fe(III) must be stressed.
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