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Die Pathogenese der Toxizitit der Ca-Chelate
des Athylendiamintetraazetats (ADTA) und
Diathylentriaminpentaazetats (DTPA) ist nicht
geklart. Klinische Erfahrungen und histopatho-
logische Tierversuche (Schrifttum bei [10, 11,
33]) schienen bisher auf die alleinige Bedeutung
nephrotischer Nierenschiden hinzuweisen,
denen ein funktionelles Korrelat allerdings
noch nicht zugeordnet werden konnte. Die
akute und chronische Letalitit zeigt keinen kla-
ren Zusammenhang mit dem Ausmafl der Nie-
renschiden [31, 33]; dariiber hinaus lassen auch
andere Uberlegungen Zweifel an der patho-
genetischen Relevanz der Nierenschidigung
aufkommen [11]. Dies um so mehr, als neuer-
dings degenerative Darmverinderungen be-
schrieben wurden, die den Unterschieden der
Letalititsraten besser zu entsprechen scheinen
[1, 2, 30]. Schlieflich wurde auch eine (nicht
niher definierte) ,systemic reaction” fiir einen
Teil der Todesfille verantwortlich gemacht [12].
Ziel vorliegender Arbeit war es, durch blut-
chemische und himatologische Untersuchungen
zusétzliche Information zu diesem Fragen-
komplex zu gewinnen. Durch Himoglobin- und
Himatokritbestimmungen erwarteten wir, die
von Weber [33] beschriebene Dehydratation
quantitativ zu erfassen. Im Hinblidk auf den
allgemeinen Charakter der Untersuchung schien
die Beobachtung des Differentialblutbildes ge-
boten. Nierenfunktionsstérungen kénnten sich
in einer Retention harnpflichtiger Verbindun-
gen wie Harnstoff, Kreatinin, 51Cr-ADTA und
‘#5]-Hippuran im Blutplasma duern. Das Ver-
halten des Plasmacholesterins wurde deswegen
untersucht, weil Na,-ADTA bei arterioskleroti-
schen Patienten den erhdhten Cholesterinspie-
gel senkt [22]. Die Bestimmung der Blutglu-
kose wurde durch die Untersuchungen von
Weber [30, 32] nahegelegt, der nach Chelatver-
abfolgung eine erhshte Glykogenablagerung
in der Niere, Abnahme des Leberglykogens
und eine (zahlenmifBig allerdings nicht belegte)
kurzfristige Hyperglykimie beobachtete. Dem-
gegeniiber wurde bei insulinbehandelten Dia-
betikern gelegentlich eine Abnahme der Blut-
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glukose gefunden [20]. Ausgesprochen patho-
logische Leberverinderungen wurden bisher
nur bei sehr jungen Ratten beobachtet [24].
Um eventuelle Leberschiden zu erfassen, be-
stimmten wir die Aktivitit der Glutamat-Pyru-
vat-Transaminase (GPT) im Serum, die sich als
zuverldssiges Kriterium einer Leberschadigung
erwiesen hat [3, 17]. -

Die von uns untersuchten Dosen, 2 bis
8 mmol- kg, sind bei einmaliger Verabreichung
noch nicht letal, beeintrichtigen jedoch in star-
kem Mafle das Allgemeinbefinden der Tiere
und fiihren auch zu eindeutigen histopathologi-
schen Verdanderungen der Nieren und des Darms
[31, 33].

Methodik

Versuchstiere waren Ratten des Heiligenberg-
Stamms beiderlei Geschlechts und unterschied-
lichen Alters. Wenn nicht anders angegeben, betrug
das Gewicht der zwei bis drei Monate alten Tiere
140 bis 180 g, das der fiinf bis sieben Monate alten
200 bis 240 g. Sie erhielten Altromin-Standardfutter
und Wasser ad libitum.

Die jeweils frisch hergestellten Ldsungen von
Na, [Ca-ADTA], Na,[Ca-DTPA] und Na,[Zn-
DTPA] injizierten wir intraperitoneal in Ather-
narkose. Na, [Ca-ADTA] bezogen wir von der
Firma Merck; Na; [Ca-DTPA] und Na, [Zn-DTPA]
wurden aus Ca(OH), bzw. ZnO, NaOH und freier
DTPA-Saure (Fluka) hergestellt. Die i.p. injizierte
Dosis betrug 2,4 oder 8 mmol-kg™, in 4ml Aqua
tridest. geldst (pro 200 g Kérpergewicht). Die Kon-
trolltiere erhielten das gleiche Volumen einer 0,9%
NaCl-Lésung, in einer speziellen Gruppe
8 mmol-kg*. Der pH-Wert aller Losungen war auf
7,4 eingestellt.

Das Serum gewannen wir aus dem Mischblut der
Bauch~- oder Halsgefifle. Blut zur Hamoglobin-
(Hb)- und Hiamatokrit (Htkr)-Bestimmung sowie
fiir das Differentialblutbild (May-Gritnwald-
Giemsa) entnahmen wir aus der Schwanzspitze.
Zur Hitkr-Bestimmung zentrifugierten wir das Blut
in heparinisierten Mikrohdmatokritréhrchen; Hb
bestimmten wir als Hb-Cyanid (Merckotest), die
Blutglukose durch den UV-Test mit NADP. Im
Serum . wurden Harnstoff-N (Urease-Methode),
Kreatinin (mit Pikrinsdure in alkalischer Losung),
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Tabelle 1. Mittelwerte * Standardfehler von unbe-
handelten und mit 0,9%0 NaCl injizierten Kontroll-
tieren. Die Zahl der untersuchten Tiere ist in der
mittleren Sdule angefiihrt.

Hb alt o 25 14,3 = 0,1
fung 18] 10 11,6 + 0,2
Himatokrit [*/0] 32 44,6 * 0,4
Neutr. [%o] 51 15 *+1
Lymph. [%0] 51 78 =+ 1
Eos. [%0] 47 1,7 * 0,2
GPT [1U/] 52 22 %1
Harnstoff-N [mg /o] 45 14,3 £ 04
Kreatinin [mg o] 51 1,34% 0,03
Cholesterin [mg?/o] 30 69 L3
Glukose [mg?/o] 57 94 * 2

Gesamtcholesterin (mit Essigsiureanhydrid und
konz. Schwefelsdure), GPT (UV-Test mit NADH)
mit Hilfe der Reagentiensidtze der Fa. Boehringer,
Mannheim, bestimmt; beziiglich der Einzelheiten
der Methodik sei auf die Vorschriften der Fa.Boeh-
ringer [29] verwiesen. An dem von einer Ratte
gewonnenen Serum konnten mittels des sogenann-
ten Eppendorf-Mikrolitersystems und -Photometers
alle Untersuchungen durchgefithrt werden. Durch
verschiedene Standard-Seren iiberpriiften wir bei
jeder Mefireihe die Zuverldssigkeit der Methodik.
Bei den verwendeten radioaktiven Priparaten han-
delte es sich um ADTA-2-4C-azetat (The Radio-
chemical Centre, Amersham) mit einer spezifischen
Aktivitit von 21,6 mCi-mmol?, Na [51Cr-ADTA]

(Fa. Hoechst) mit einer spezifischen Aktivitit von -

20 mCi-mg™ Cr sowie 125]-Hippuran (Fa. Hoechst)
mit einer spezifischen Aktivitit von 70 bis 90 uCi
1#%5]-mg! J-Hippuran. Die Tiere erhielten ~ 1 uCi
UC-ADTA, das wir intraperitoneal injizierten.
51Cr-ADTA und ?%]-Hippuran wurden gleichzeitig
in die frei priparierte Schwanzvene injiziert, und
zwar ~ 0,5 uCi 5Cr und ~ 6 uCi %5]. Die 1C-
Aktivitdt des Serums wurde in einem Fliissigkeits-

szintillations-Spektrometer, die 5:Cr- und 125]-Akti-
vitit in einem Zweikanal-y-Spektrometer mit
NaJ(T1)-Bohrlochkristall gemessen.

Exgebnisse

Die Kontrollwerte, die mit den Literaturangaben
[6, 18, 19, 27] befriedigend iibereinstimmen,
sind in Tabelle 1 zusammengestellt; hierbei
konnten die Werte von jungen und alten Tieren
beiderlei Geschlechts, die vier oder 24 Stunden
néch der Injektion von 0,996 NaCl getstet wur-
den, wie auch von unbehandelten Kontrolltie-
ren vereinigt werden, da keine signifikanten
Unterschiede vorlagen. Die einzige Ausnahme
stellt das Differentialblutbild vier Stunden nach
0,9%0 NaCl dar, das in einem spiteren Zusam-
menhang angefithrt wird. :

Bei den Versuchen machten wir regelmiflig die
Beobachtung, daff vier Stunden nach Chelat-
verabfolgung in der Bauchhohle reichlich Fliis-
sigkeit vorhanden ist, deren pH-Wert ~8 ist
und die Leukozyten, Erythrozyten und Eiweif§
enthidlt. Es stellt sich hier natiirlich die Frage
nach der Resorption der Chelate. Ein in Ta-
belle 2 wiedergegebener orientierender Versuch
zeigt, dafl 90 Minuten nach Injektion die Fliis-
sigkeitsmenge in der Bauchhohle groler als die
injizierte Menge sein Kann und mit steigender
Chelatdosis zunimmt, wobei die Art des Chelats
offenbar ohne Einfluf ist. Die Fliissigkeits-
menge ist nach 24 Stunden (in der Tab. 2 nicht
angefiithrt) nicht mehr nachweisbar. Nach Ver-
abfolgung der beiden NaCl-Dosen war dagegen
nach vier Stunden keine Fliissigkeit (oder nur
Spuren) vorhanden. Die Bestimmung der C-
Aktivitit in der Fliissigkeit ergab, daf trotz der
groflen Fliissigkeitsmenge bereits nach 90 Mi-
nuten ein beachtlich hoher Bruchteil resorbiert

Tabelle 2. Fliissigkeitsmenge und 4C-Aktivitit in der Bauchhdhle nach 90 Minuten und vier Stunden.

Mittelwerte von zwei bis sechs Tieren pro Gruppe.

Chelat Dosis Mittl. Gewicht [ml] /0 der 1*C-Dosis
[mmol-kg-1] [g] 90 Min. 45td. 90 Min. 45td.
Na,[Ca-ADTA] 4 93 — 2 — —
2 228 6 4 19 3
4 236 11 8 30 10
8 231 15 8 20 4
4 275 — 12 —_ —_
Na,[Ca-DTPA] 2 219 6 6 — —
4 218 12 13 — —
8 222 11 11 — —
Nag[Zn-DTPA] 8 214 14 16 — —
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Tabelle 3. Kationengehalt der intraperitonealen
Fliissigkeit nach i:p. Injektion von Nay,[Zn-DTPA]
(8 mmol-kg*). N = Zahl der Tiere (Q).

Toxikologisches Screening von Chelaten

‘Tabelle 5. Differentialblutbild nach 24 Stunden bei
jungen Tieren () mit einem mittl. Kérpergewicht
von 102 g. Je fiinf Tiere pro Gruppe.

90 Min. 4 Std.
N 5 4
Korpergewicht [g] 209 222
Na (mmol-ml-1) 2,26+ 0,53 2,50t 0,30
K (aumol-ml1) 68,7 % 5.2 641 * 8,7
Mg (umol-ml™?) 26,7 X 1,1 28,8 t 3,8
Ca (umol-ml-Y) 9,17% 0,68 11,98% 1,81
Zn (mmol-ml?) 0,55+ 0,051 0,24% 0,043
Zn /o d.Zn-Dosis 33,0 13,3

Eos.

(*0)

1,01 0,6
1,0+ 0,6
0,81+0,4

Neutr. Lymph.
(%) (%)

18t1 68%3
18t2 73%+3
23+6 697
14+3 79+2 0,4%0,2
21+3 71+4 0,2%0,2
28+5 64t5 0

24+2 68%+3 08+04

Chelat
Na,[Ca-ADTA]

mmol-kg1

BN

Na,[Ca-DTPA]

D N

0,9%6 NaCl

ist. Die relativ schnelle Resorption bestitigte
sich auch in einem weiteren Versuch, in dem
Zn-DTPA (8 mmol-kg™) injiziert und der Zn-
Gehalt der Fliissigkeit in der Bauchhshle be-
stimmt wurden (Tab. 3). Gleichzeitig wurden
die Konzentrationen von Na, K, Mg und Ca
gemessen, die (natiirlich mit Ausnahme der
Na-Werte) weitgehend identisch mit den Kon-
zentrationen des Blutserums sind [13].

Tabelle 4 zeigt den Einflufl einmaliger Chelat-
“dosen auf Hb, Htkr und Differentialblutbild bei
..alten Tieren. Nach vier Stunden ist ein dosis-
- proportionaler, jedoch von der Art des Chelats
_unabhingiger Anstieg von Hb und Hitkr fest-
_zustellen, wihrend nach 24 Stunden beide
. Werte wieder normalisiert sind. Das Differen-
tialblutbild nach vier Stunden ist durch eine
ausgeprigte relative Lymphopenie gekennzeich-
net. Hervorzuheben ist, daff eine Lymphopenie

auch bei den mit NaCl injizierten Tieren nach-
zuweisen ist. Nach 24 Stunden sind die Verin-
derungen gleichsinnig, jedoch schwicher ausge-
prigt, und — im Gegensatz zu den Verhiltnissen
nach vier Stunden ~ die grolere Wirkung von
DTPA unverkennbar. Zn-DTPA verhilt sich
insofern exzeptionell, als nach 24 Stunden die
fir die Ca-Chelate charakteristische relative
Lymphopenie vermifit wird. Der Tabelle 5 ist
zu entnehmen, daf3 das Differentialblutbild
nach 24 Stunden bei jungen Tieren praktisch
normal ist. ,

Harnstoff-N und Kreatinin sind bei alten Tie-
ren nach vier Stunden dosisproportional erhoht,
zeigen nach 24 Stunden jedoch — mit Aus-
nahme der Dosis von 8 mmol-kg! DTPA —
wieder normale Werte (Tab. 6). Die Choleste-
rinkonzentration ist nach vier Stunden gering-
fiigig und ohne eindeutige Dosisabhingigkeit

Tabelle 4. Hb, Htkr und Differentialblutbild bei alten Tieren. Je fiinf Tiere pro Gruppe. Vier Stunden

nach 0,9%/0 NaCl: 38 & 2% Neutr., 54 & 3%0 Lymph.,

1,6 X 0,4% Eos.

Eos.

Chelat mmol- Std. Ge- Hb Htkr Neutr. Lymph.
kg1 schlecht (%) (%/0) (/o) (°/0) (°/0)
Na,[Ca-ADTA] 2 4. Q 16,4 £ 0,2 49104 573 35+ 3 1,8 £ 0,4
4 4 Q 17,3+ 0,3 50X 0,5 64+ 2 209+ 3 1,4%0,5
8 4 Q 17,6 £ 0,8 55+ 2 72+ 3 18t 3 0,4+04
2 24 & 14,8+ 0,3 48 +1 15+4 75+ 4 1,4%0,5
4 24 & 14,5+ 0,3 44 11 22%5 69+ 5 1,6 0,5
8 24 1) 14,4 0,2 47+ 1 50+ 8 45+ 7 0,41 0,2
Nay[Ca-DTPA] 2 4 Q 15,9+ 0,2 50+ 0,4 50t 4 43+ 3 2,86+04
4 4 Q 16,2 % 0,3 52+1 7212 22+ 2 0,6+04
8 4 Q 18,9 = 0,5 60 X 2 62t 2 303 0,4+04
2 24 1) 14,7 + 0,3 44+ 1 23+3 71+ 2 1,6 1,1
4 24 ) 15,0+ 0,1 45+1 49 ts6 47t 0,8 0,6
8 24 3 14,7 £ 0,1 44 +1 775 20+ 4 0
Na,[Zn-DTPA] 8 24 Q 14,3+ 0,4 45+ 2 19+1 73+ 2 1,2+0,4
NaCl 8 4 Q 14,21+ 0,3 48 +1 4+3 4914 1,0+0,3
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Tabelle 6. Blutchemische Werte bei alten Tieren. Je fiinf Tiere pro Gruppe.

Chelat mmol- Std. Ge- Harnstoff-N Kreatinin  Cholesterin GPT Glukose
kgt schlecht  (mg %o) (mg /o) (mg %) (Iu/) (mg /o)
Na,[Ca-ADTA] 2 4 Q 169t 0,7 1,7 0,05 92+10 20+ 1 65+ 8
4 4 Q 18,0+ 1,0 1,8 = 0,09 81t 8 25F 2 78+ 8
8 4 Q 240+ 11 2,2+ 0,06 71t 6 38t 8 115+ 13
2 24 & 13,8+ 0,6 21+0,1 80+ 2 30% 2 92+ 15
4 24 ) 107t 04 1,8 £0,2 72+ 3 18t 1 71t 10
8 24 a 13,7+ 1,2 1,5 £ 0,07 76 & 2 33t 4 92 9
8 24 Q 201 % 1,3 1,91+ 0,2 — 121 + 18* —
Na,[Ca-DTPA] 2 4 Q 148 0,6 1,4 £ 0,06 104+ 3 231 2 91k 2
4 4 Q 184+ 1,5 1,6 0,06 o7+ 2 31t 2 136 + 16
8 4 Q 270+ 1,7 2,5+ 0,15 111+ 6 41+ 1 107+ 3
2 24 & 11,0+ 0,9 1,3+ 0,02 55+ 5 18t 2 65+ 10
4 24 & 12,3+ 0,9 1,4 + 0,08 64t 2 21+ 2 74t 6
8 24 ) 282% 6,6 1,81+0,2 88t 5 451 7E* 9% 3
8 24 Q 32,4+13,3 2,9%0,5 — 83 &+ gru —
Na,[Zn-DTPA] 8 24 Q 135+ 0,6 2,2+ 0,07 — 29t 3 —
NaCl 8 4 Q 12,3+ 1,1 1,3 + 0,09 64t 5 19+ 2 —
* 18 Tiere  ** 14 Tiere *#*% 12 Tiere

erh6ht. Die GPT-Aktivitit bleibt bei den niedri-
geren Dosen praktisch unbeeinfluffit, Im Falle
der hchsten Dosis fillt nach 24 Stunden die
gesichert stirkere Reaktion der Weibchen auf.
Die Erhéhung der GPT-Aktivitit findet sich
nicht bei Zn-DTPA. Die Glukosewerte liegen

wraleficoh i Narmhoral s
YL CAINLIDULL llll ANULLNIVCTLTIUL.

Da wir ausgeprigtere Effekte in dieser Ver-
suchsreihe nur bei der Dosis von 8 mmol-kg™
fanden, beschrinkten wir uns in der Versuchs-
reihe an jungen Tieren auf diese Dosis. Ta-
belle 7 zeigt iiberraschenderweise, daff die GPT-
Aktivitdt im Gegensatz zu den &lteren Tieren
kaum beeinflult wird.

In einer weiteren Versuchsreihe erhielten die
Tiere an drei bzw. vier aufeinanderfolgen-
den Tagen Chelate in unterschiedlicher Dosis,
und 24 Stunden hach der letzten Injektion
wurde das Differentialblutbild bestimmt
(Tab. 8). Eine relative Lymphopenie konnte nur
nach den hochsten Gesamtdosen von
24mmol-kg? ADTA und 12 mmol-kg™t DTPA
nachgewiesen werden.

Tabelle 7. Blutchemische Werte bei jungen Tieren.

Abbildung 1 gibt die Plasmaclearance von 5Cr-
ADTA und 1%]-Hippuran bei Kontrolltieren
wieder. Um den Einfluf der Chelate auf die
Clearance zu priifen, wurden die markierten
Substanzen 24 Stunden nach der Chelatverab-
folgung i.v. injiziert und die Aktivitéit im Plasma
nach 30 Minuten bestimmt; jede Gruppe war
mit fiinf Tieren besetzt. Die einmalige Ver-
abfolgung von Ca-ADTA wund -DTPA
(4 mmol-kg™) ergab Werte, die mit denen der
Kontrolle sehr gut iibereinstimmen; dies gilt
auch fiir die Verabreichung von Ca-ADTA
an  vier  aufeinanderfolgenden  Tagen
(4 mmol-kg™-d™). Von den fiinf Tieren, die
dreimal 4 mmol-kg1-d1 Ca-DTPA erhielten,
iiberlebten nur zwei, und diese wiesen mit 2,1
bzw. 2,5%051Cr-ADTA pro 1ml Plasma und
1,8 bzw. 1,3%0 '?5]-Hippuran eine gegeniiber
der Kontrolle stark erlihte Retention auf. Der
Plasmaspiegel von 5'Cr-ADTA ist nach drei-
maliger Verabfolgung von Ca-DTPA in einer
Dosis von 2 mmol-kg™-d™! mit 1,05%0 signifi-
kant (P = 0,04) erhht, wobei die Htkr-Werte

Je fiinf Tiere pro Gruppe.

Chelat mmol-kg Std. Geschlecht Harnstoff-N Kreatinin GPT
(mg %0) (mg %) Iu/n
Na,[Ca-ADTA] 8 24 Q 12,5+ 1,0 1,81+01 21+ 3
8 24 & 12,2+ 0,6 1,4+ 0,04 22+ 2
Na,[Ca-DTPA] 8 24 Q 171 t1,4 28+04 42+ 11
8 24 & 21,2+ 4,4 25+01 " 25+ 1
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Tabelle 8. Differentialblutbild bei alten Tieren. Je fiinf Tiere pro Gruppe.

Chelat Dosis Geschlecht Neutr. Lymph. Eos.
(mmol-kg1) (%/o) (%/9) (*/0)
Na,[Ca-ADTA] 4X4 Q 23+ 7 66+ 7 28109
4X4 & 15f1 8L+ 2 1,204
3X8 Q 55t 5 36+5 1,0+0,7
Na,[Ca-DTPA] 3X2 3 2613 68 =4 1,0+0,6
3X4 8 5s7t+6 40=*5 0
0,9%/p NaCl* 4 X 3 Q 1i7t2 79+ 1 1,7 0,2
* 25 Tiere

normal sind. Die mit 0,16 & 0,054%0 erhdhte
Konzentration ven 12J-Hippuran erreicht mit
P = 0,26 keine statistische Signifikanz. Aller-
dings ist die Streuung in dieser Gruppe unge-
wohnlich hoch (bei einem Tier betrug die Kon-
zentration z.B. 0,36%0), was offenbar Aus-
drudk einer ausgeprigten biologischen Variabili-
tit im Falle hoher Dosen ist (vgl. hierzu auch

[33]).

Diskussion

Die akute LD 50%0 des Ca-DTPA bei Miusen
betrigt -nach +einmaliger ip. Injektion
12,5 mmol-kg™1-[9]; Ca~-DTPA hat damit eine
1,4mal hohere Toxizitit als Ca-ADTA, dessen

LD 50%0 17,4 muiol-kg™ ist [14]. Auch beziig-

oNaPler-ADTAl
™ 3-Higpuran

il

%der e -bzw ™ 3-pasis in Il Plasima

0n - - . - T

g 8 120 160 200 min
Igjt ———m

Abb. 1. Plasmaclearance von Na[*Cr-ADTA] und »J-Hippu-

ran bei Kontrolltieren.
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lich der chronischen Toxizitit, d. h. bei wieder-
holter Verabfolgung, ist Ca-DTPA etwa zwei-
mal toxischer als Ca-ADTA [7]. Demgegeniiber
besitzen die Zn-Chelate eine im Vergleich zu
den Ca-Chelaten erheblich geringere Toxizitit
[7, 8]. Es erhebt sich nun die Frage, welche der
von uns gefundenen Effekte als ,chelatspezi-
fisch” und welche als ,chelatunspezifisch” an-
zusehen sind. Als chelatunspezifisch sind jene
Reaktionen zu bezeichnen, die bei allen drei
Chelaten gleich stark ausgeprigt sind, wihrend
fiir chelatspezifische Reaktionen zu fordern ist,
daB sie die eingangs angefiihrten Unterschiede
in der Toxizitdt anndhernd widerspiegeln.

Fir die Bildung der Fliissigkeit im Peritoneal-
raum muf ein unspezifischer Mechanismus an-
genommen werden, da die Fliissigkeitsmenge
bei allen Chelaten praktisch gleich ist und nur
von der injizierten Konzentration abhingt. Dies
legt die Annahme nahe, die Fliissigkeitsabson-
derung als osmotisch bedingt aufzufassen, da
die isotonische Konzentration von Nay[Ca-
DTPA] 0,095 M betrigt und die injizierten
Chelatlosungen hypertonisch sind; im Falle der
niedrigsten Dosis von 2 mmol-kg™ entspricht
die Konzentration 0,125 M. Gegen diese Deu-
tung sprechen jedoch der exsudatdhnliche Cha-
rakter der Fliissigkeit (Protein, zahlreiche
Erythrozyten, erhohter pH-Wert), das Fehlen
der Fliissigkeit im Fall einer hypertonischen
NaCl-Lsung und schlieflich der Umstand, da8
die nach 90 Minuteri und vier Stunden gefun-
dene Fliissigkeit in beztg auf das Chelatanion
hypotonisch ist (vgl. hierzu die prozentuale Re-
sorption in Tab. 2 und 3). Eine toxische Schidi-
gung des Peritoneums ist somit wahrschein-
lich, iiber deren Natur allerdings nichts ausge-
sagt werden kann. Die gleichstarke Wirksam-
keit der Zn- und Ca-Chelate scheint dafiir zu
sprechen, daf# die Chelierung eines Spuren-
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Abb. 2. Abhingigkeit der Exsudatbildung vom XKorper-

gewicht (g).

metalls hierbei keine entscheidende Rolle spielt.
Auffallend ist die ausgesprochene Altersabhin-
gigkeit der Exsudatbildung. Bezieht man das
Volumen des Exsudats auf 100 g Kérpergewicht,
wie dies in Abbildung 2 geschehen ist, so nimmt
die Fliissigkeitsabsonderung mit steigendem
Kérpergewicht stark zu. In diesem Zusammen-
hang ist von Interesse, daf die Chelattoxizitit
bei dlteren Tieren ebenfalls erheblich gréBer als
bei jungen Tieren ist [7, 23, 25]. Ob hier ein
ursichlicher Zusammenhang vorliegt, kann na-
tiirlich nicht ohne weiteres entschieden werden.
Die Bildung des Exsudats in der Bauchhdhle
erklirt auch befriedigend die ausgeprigte und
dosisproportionale Erthshung des Hb und Hitkr,
die somit ebenfalls als chelatunspezifisch auf-
zufassen ist. Die Dehydratation wihrend der
ersten Stunden nach Chelatverabfolgung er-
laubt weiterhin zwangslos, die nach vier Stun-
den zu beobachtende ErhShung von Harn-
stoff-N und Kreatinin im Serum zu erkldren.
Die Verminderung der renalen Durchblutung
infolge der Dehydratation fithrt zu einer Be-
eintrichtigung der glomeruldren Filtrations-
leistung im Sinne einer ,extrarenalen” Azot-
dmie [16]. Eine renal bedingte ErhShung der
Retention der harnpflichtigen Substanzen kann
wohl ausgeschlossen werden, da die Glomeruli
zudiésen frithen Zeitpunkten histologisch keine
Schiden zeigen [33] und da die glomerulidre
Filtration von 51Cr-ADTA auch bei wiederhol-
ter Verabreichung relativ hohet Chelatdosen
normal verliuft. Eine eindeutig verlangsamte
Clearance von %'Cr-ADTA und von 125]-Hip-
puran (als Anzeichen einer Schidigung der
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tubuldren Funktion) findet sich erst bei wie-
derholter Injektion hoher Dosen, wobei die im
Vergleich zu ADTA héhere Toxizitit des DTPA
unverkennbar ist. Hier scheint somit ein chelat-
spezifischer Effekt vorzuliegen. Bohne et al. [5]
fanden bei einem analogen Versuch ebenfalls
eine verminderte Clearance von ADTA-1C.

Die von uns gefundene Reaktion des Differen-
tialblutbilds, die prozentuale Abnahme der
Lymphozyten und der Eosinophilen, ist charak-
teristisch fiir das sogenannte Stre8-Syndrom bei
Ratten [28]. In die gleiche Richtung weist auch
die von Weber [31] beschriebene Vergrofierung
der Nebennierenrinde und die Milzinvolution.
Die Stref-Reaktion in unserem Fall mufl als
chelatspezifisch angesehen werden, da Zn-
DTPA sich diesbeziiglich inert verhdlt und die
Reaktion (genauer gesagt die Dauer der
Reaktion) auf Ca-DTPA ausgeprigter als nach
Ca-ADTA ist. Multipliziert man die DTPA-
Dosen mit dem Faktor 1,4, der dem eingangs
erwihnten Verhiltnis der LD50%0-Werte ent-
spricht, kann die Dosisabhingigkeit der rela-
tiven Lymphopenie nach 24 Stunden befriedi-
gend durch eine gemeinsame Dosis-Effekt-
Kurve approximiert werden (Abb. 3). Die
Spezifitit der StreS-Reaktion macht es un-
wahrscheinlich, daf die Exsudatbildung den

wahrscheinlich, daf die Exsudatbildun den
allein verantwortlichen Faktor darstellt, da diese
chelatunspezifisch ist. Hervorzuheben ist, da8
die Stref3-Reaktion ebenfalls eine ausgespro-
chene Altersabhingigkeit zeigt, und zwar in der
gleichen Richtung wie bei der Letalitat.

Die Erhshung der GPT-Aktivitit im Serum, die
allerdings nur bei der héchsten Chelatdosis

100
%[
s |
S
S | oNag [Ca-AITA]
s * Na, [Ca-DTPA]
m ! 1 1 ! 1 1o

1 10 mmorkg
Chelat-Dosis —— ‘

Abb. 3. Dosisabhingigkeit der relativen Lymphopenie. Die
Dosis ist mit dem Faktor ¢ multipliziert, der bei ADTA und
DTPA 1 bzw. 1,4 betrégt (vgl. Text).
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auftritt, scheint ebenfalls altersabhingig zu
sein, indem sie bei alten Tieren ein hoheres
Ausmaf erreicht; die Reaktion zeigt aulerdem
eine deutliche Geschlechtsabhingigkeit, iiber
deren Ursache noch keine Aussagen gemacht
werden konnen. Es ist zwar denkbar, daf8 die
Ischimie der Leber, wie sie im Gefolge einer
Dehydratation auftritt [26], zu einer Enzym-
freisetzung aus anoxisch geschidigten Leber-
zellen fiithren kénnte [15]. Diese Erkldrung fiir
die erhshte GPT-Aktivitit scheidet jedoch
insofern aus, als die Dehydratation chelat-
unspezifisch und geschlechtsunabhingig ist,
wihrend die GPT-Aktivitdt nach Verabfolgung
von Zn-DTPA unbeeinflult bleibt. Anderer-
seits kann es beim Stref-Syndrom zu einer
Hyperfermentamie kommen [21]; ohne weitere
Versuche muf8 aber die Frage offen bleiben, ob
die erhohte GPT-Aktivitit als Stre-Reaktion
oder als Ausdrudk einer hepatotoxischen Chelat-
wirkung zu erkliren ist. Wie bereits in der Ein-
leitung erwihnt wurde, zeigt die Leber — mit
Ausnahme von sehr jungen Tieren, bei denen
wir aber keine eththte GPT-Aktivitdt finden —
keine eindeutigen histopathologischen Ver-
dnderungen.

Eine Beeinflussung der Blutglukose konnten wir
nicht feststellen. Da unsere Versuche an Tieren
durchgefiihrt wurden, die vor und wihrend des
Versuchs freien Zugang zu Futter hatten, kann
ein gewisser, allerdings kaum sehr ausgeprag-
ter Einfluf nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden. .

Unsere Untersuchung lieferte trotz ihres orien-
tierenden Charakters einige wichtige Beitrige
zum Problem der Chelat-Toxizitit:

1. Es ergaben sich bei einmaliger Chelatver-
abfolgung keine eindeutigen Hinweise fiir eine
Beeintrichtigung der Nierenfunktionen. Dies
stellt erneut und in Ubereinstimmung mit ande-
ren Befunden [31] und Uberlegungen [11] die
pathogenetische Relevanz der histophatologi-

Zusammenfassung

" 2. Demgegeniiber

Toxikologisches Screening von Chelaten

schen Nierenverinderungen fiir die akute
Toxizitit in Frage. Bei der chronischen Toxizi-
tat allerdings wird sowohl die Funktion der
Glomeruli als auch der Tubuli eindeutig beein-
trichtigt.

fanden wir Allgemein-
reaktionen, wie die starke Dehydratation sowie
das StreS-Syndrom, die sowohl fiir sich allein
betrachtet als auch im Zusammenwirken mit
anderen (von uns evil. nicht erfaliten) Schiden
sich letal auswirken kdnnten.

3. Es muf zwischen chelatspezifischen und -un-
spezifischen Toxizitdtsmechanismen unterschie-
den werden. Fiir die ersteren ist die Wechsel-
wirkung mit essentiellen Spurenmetallen nach
wie vor die plausibelste Erklirung, wihrend fiir
die chelatunspezifischen Reaktionen das Che-
latanion als solches verantwortlich wire. Ge-
wisse experimentelle Hinweise in dieser Rich-
tung liegen vor [4]. Die Existenz unspezifischer
Reaktionen wiirde auch befriedigend den Wi-
derspruch beseitigen, der zwischen den groBen
Unterschieden in den Affinititen von ADTA
und DTPA zu Spurenmetallen einerseits und
den im Vergleich hierzu nur geringfiigigen
Toxizitidtsunterschieden auf der anderen Seite
besteht.

4. Um MiBverstindnissen vorzubeugen, ist zu
unterstreichen, daff die in der Humanmedizin
iiblichen Chelatdosen <C0,1 mmol-kg™ betra-
gen und iiberdies in der Regel langsam und
verdiinnt iv. infundiert werden, so daff mit
Reaktionen, wie wir sie nach ip. Injektionen
von mindestens 20mal hsheren Dosen beobach-
teten, nicht zu rechnen ist.

Fiir die Bestimmung der Kationen mittels Atom-
absorptionsspekirometrie danken wir Herrn Ing.
P. Dvotik; fiir die technische Hilfe danken wir
Fraulein R. Huber und Frau L. Braun.

Akut toxische Dosen von Ca-ADTA und Ca-DTPA bewirken bei der Ratte nach intra-
peritonealer Injektion eine Exsudatbildung in der Bauchhshle, Dehydratation, Verinderun-
gen des Differentialblutbilds im Sinne einer StreS-Reaktion und eine geschlechts- und
altersabhingige Erhéhung der Aktivitdt der Glutamat-Pyruvat-Transaminase. Eine Beein-
trichtigung der glomeruldren und tubuldren Funktionen findet sich erst nach wiederholter
Verabfolgung der Chelate. Zn-DTPA hat keinen Einfluf auf das Differentialblutbild und
die Glutamat-Pyruvat-Transaminase. Die theoretischen Folgerungen werden diskutiert.
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A. Seidel

Summary

Intraperitoneal injection of acute toxic doses of Ca-EDTA and Ca-DTPA leads in the rat
to an exsudation into the abdominal cavity, dehydration, a stress-response of the differ-
ential leucocyte count, and a raise of the glutamate-pyruvate-transaminase activity of the
serum (dependent on sex and age). Impaired glomerular and tubular functions are found
with repeated dosages only. Zn-DTPA does not influence the differential count and the
glutamate-pyruvate-transaminase. The theoretical implications of the findings are dis-
cussed.

Résumé

L’injection intrapéritonéale de doses toxiques aigues de Ca-EDTA et Ca-DTPA provoque
chez le rat une exsudation.vers la cavité abdominale, une déshydratation, une perturbation
de la formule leucocytaire et, selon le sexe et 'age de 1’animal, une élévation de l'activité
de la transaminase glutamique-pyruvique. Une modification des fonctions glomérulaires et
tubulaires n’a lieu qu'aprés répétition de l'injection. Le Zn-DTPA n’influe pas la formule
leucocytaire ni l'activité de la transaminase. On discute les conséquences théoriques de

ces observations.
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P. Dvotdk

Tabelle 1. Methodik der Bestimmung mittels Atomabsorptions-Spektrometrie. Zur Eichung verwendete
Standards: NaCl, KCl, MgSQ,, ZnCl,, CaCl,. Die Methodik wurde mittels des sogenannten Recovery-

Tests iiberpriift.

Spek-
trallinie Luft Acetylen Probe Stammldsung Gemessene Losung
d. Elem. (I-min™1) Verdiinnung der Proben Milieu
(A) ;
Na 4,5+3,0 0,9 Urin 0,1 ml + 0,1 ml 30%0 HCI + 1:250, 1:500, 1:1000 0,1 —0,15%0 HCl
4,8 ml H,O
5890 Serum 0,1 ml + 0,1 ml 30% HCl +  1:500, 1:1000 0,1 — 0,15% HCl
0,8 ml H,O
K 80+30 08 Urin 0,1ml+ 0,1ml30% HCl+  1:250, 1:500, 1:1000 0,1 — 0,150 HC]
4,8 ml H,O
7450 Serum 0,1 ml!+ 0,1 ml30% HCl+  1:50, 1:100 0,3—0,6 % HCI
0,8 ml H,O
Mg 77430 09 Urin 01ml+ 01ml30%HCI+ 1:250, 1:500, 1:1000 0,1 —0,15%0 HCI
4,8 ml H,O
2852 Serum 0,1 ml-+ 0,1 ml30% HCl-+  1:50, 1:100 0,3 —0,6 % HCl
0,86 ml H,O
Zn 9,0+3,0 1,1 Urin 2,0ml-+ 0,5ml5% Na, — 1:1,25, 1:2,5, 1% Na,-ADTA
‘ ADTA 1:10000, 1:25000
2139 Serum 0,2ml + 0,2 ml 5°/0 Na, — 1:5 1% Na,-ADTA
ADTA + 0,6 ml H,0O
Ca 6,0+3,0 0,95 Urin 0,5ml-+ 0,3ml30% HCl 1:20, 1:50, 1:100, 1%/ HCL +
4227 1:500, 1:1000 1%/0 LaCl,
Ergebnisse vierten Versuchstages eine befriedigende Kon-

Da eine 24stiindige Immobilisierung der Tiere
im Stoffwechselkifig zweifelsohne einen Stref}
darstellt, war in einem Vorversuch zu kldren,
ob die Prozedur als solche das Ausscheidungs-
muster der Metallionen beeinfluflt. Die Tiere
wurden jeden zweiten oder dritten Tag und ins-
gesamt viermal in Stoffwechselkiifige gesetzt
und — wie auch bei den folgenden Versuchen —
Futter und Wasser ihnen an den Versuchstagen
entzogen., Tabelle 2 zeigt, da am ersten Tag
die Na-Ausscheidung deutlich herabgesetzt ist,
die Tiere sich aber schnell adaptierten und die
Ausscheidungsrate wihrend des zweiten bis

stanz erreichte.

Unter Beriicksichtigung dieses Ergebnisses wihl-
ten wir folgende Versuchsanordnung: Der am
ersten Tag gewonnene Urin wurde verworfen,
der des dritten Tages diente als Kontrolle, wah-
rend am fiinften Tag die Chelatbildner injiziert
wurden. Am zweiten und vierten Tag befanden
sich die Tiere in normalen Kifigen und hatten
Zugang zu Futter und Wasser. Zwei Versuchs-
gruppen erhielten i.p. 12 bzw. 24 mmol
NaCl kg, d. h. die 4 und 8 mmol DTPA -kg™
dquivalenten Na-Mengen. Die Urinvolumina
und die wihrend der ersten vier Stunden und

Tabelle 2. Kationenausscheidung im 24-Stunden-Urin und Urinmenge in Abhingigkeit von der Adaptation
(vgl. Text). Mittelwerte & Standardfehler. Je sechs Tiere pro Gruppe.

Nr. des Versuchs

1. 2. 3. 4,
Na pmol 80+ 12 393 + 24 324 + 20 379 + 41
K umol 1054 + 110 849 + 107 1061 + 87 859 = 51
Mg umol 76 * 10 159 + 21 209 + 19 127 + 10
Zn umol 0,029 £ 0,003 0,038 * 0,004 0,040 * 0,003 0,032 1 0,004
Urinmenge ml 57+1,0 7,7 £ 0,8 6,21 0,6 7,2%+1,7
612 Strahlentherapie 139 5 (1970) 611—618




der darauf folgenden 20 Stunden ausgeschiede-
nen Metallmengen sind in Tabelle 3 zusammen-
gestellt. Die Ausscheidung von Na, K und Mg
ist in allen Versuchsgruppen, die beiden NaCl-
Dosen eingeschlossen, in mehr oder weniger
starkem Mafle erhoht. Die in den Abbildungen 1
bis 3 wiedergegebenen Kurven (normiert auf
200 g Kdrpergewicht) wurden mittels der Re-
gressionsanalyse berechnet, und zwar fiir die
Gruppen, die Ca-Chelate erhielten. Sie zeigen,
dafl der bestimmende Faktor die Na-Dosis und
nicht die Dosis des Chelatanions ist. Weiterhin
fallen die Mittelwerte der Zn-Chelat- und der
NaCl-Gruppen ausnahmslos in den Mutungs-
bereich (P = 0,05) der berechneten Kurven,
was die obige Feststellung noch einmal besti-
tigt. In Abbildung 1 entspricht Gerade 1 der
Annahme, daf die verabfolgte Na-Menge inner-
halb von 24 Stunden vollstindig ausgeschieden
wird; addiert man dazu die normalerweise,d. h.
am zweiten Versuchstag ausgeschiedene Na-
Menge, erhilt man Gerade 2. Die experimentell

Chelate und Ausscheidung von Na, K, Mg und Zn

7

mme!

oNagla-A0) o Ny [0 L)
o Nag[a0TRA] s Nagln-DTRA] 7o %) ]
o NaCl S
./,/ |
1 I
= ]
5
5 |
[] ’ L )y I I I
o 1 2 3 & smuml

Na-Dosis ———=
Abb. 1. Natriumausscheidung (y) mit dem Urin nach Chelat-
injektion in Abhingigkeit von der Na-Dosis (x), normiert
auf ein Korpergewicht von 200 g. Berechnete Kurven: Vier
Stunden: y = 0,90+0,524 (x—1,88)+0,023 (x*—5,53); 24 Stun-
den: y = 1,751,198 (x—1,88) —0,094 (x*>—5,53). Beziiglich der
Geraden 1 und 2 s. Text.

Tabelle 3. Kationenausscheidung mit dem Urin und Urinmenge nach einmaliger Injektion der Chelate.
Mittelwerte * Standardfehler. Je sechs Tiere pro Gruppe.

Kérper- Gruppe Na (mmol) K (mmol) Mg (umol) Zn (umol) Urinmenge (ml)
gew.(g) mmol - kg™ 0-4 4-24 0-4 4-24 0-4 424 0-4 4-24 0-4 4-24

223%+3 Kontrolle 007 037 018 09 21,1 1053 0,01 0,03 1,3 6,5
- +0,003 0,013 +0,009 +0,045 *1,9 =+ 32 0,001 0,002 0,07 0,35

218%6 Nay[Ca-ADTA]1 0,10 0,50 0,15 0,70 23,4 1234 064 1,03 1,8 7,7
+0,013 10,062 *0,026 £0,068 *31 =+ 9,3 0,114 0,087 *+0,54 70,60

243%5 2 0,30 0,68 039 058 44,8 97,9 1,12 095 1,7 7,7
+0,040 0,099 10,052 +0,067 *6,8 16,7 0,151 £0,138 *+0,32 0,81

22017 4 062 1,40 049 0,85 424 99,5 1,16 1,12 2,5 10,3
+0,058 +0,111 0,048 $0,103 *56 14,0 0,093 0,121 *0,20 0,50

213+4 8 208 09 062 073 699 1160 1,28 1,37 6,1 5,4
+0,106 0,123 +0,036 *+0,061 *7,2 +14,8 10,067 0,087 0,25 0,57

23573 Nay[Ca-DTPA] 1 0,12 0,86 0,30 091 296 98,3 1,62 1,21 1,0 11,6
+0,015 +0,125 +0,033 £0,065 *+4,7 = 8,6 0,252 10,148 0,09 0,62

225+3 2 048 078 0,46 0,59 415 761 1,61 081 14 6,8

+0,048 0,270 *0,040 +0,133 *2,3 =154 0,164 10,129 *fo,19 *1,6

202+5 4 099 1,36 057 077 56,8 89,7 206 1,61 26 9,9
+0,072 0,130 +0,064 0,054 *3,5 11,4 0,160 *0,091 0,25 0,96

208+3 8 286 087 069 100 954 1263 1,85 1,63 6,8 5,3
+0,084 0,102 +0,039 0,068 2,8 * 54 0,032 0,114 +0,20 0,69

243%6 Na,[Zn-ADTA] 4 0,81 1,68 0,46 121 452 122,6 475 475 2,6 9,2
. +0,113 0,137 0,089 £0,062 9,3 =* 7,6 63,6 F67,3 *0,40 10,85

23619 Nay[Zn-DTPA) 4 0,92 1,61 0,43 1,16 44,8 2110 507 382 2,1 8,5
+0,077 *0,267 +0,062 £0,151 *7,6 *31,0 £65,0 1442 £0,19 =*1,22

243+10 NaCl 12 1,51 1,06, 0,53 0,60 621 87,6 0,04 0,03 34 3,4
+0,153 0,085 +0,034 +0,039 *7,4 =+ 9,9 0,006 0,002 +0,32 0,41

217+3 24 319 1,39 064 049 57,6 82,7 0,04 002 92 3,8
+0,264 0,263 0,077 10,092 *57 16,7 0,005 £0,002 0,71 0,73
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Abb. 2. Kaliumausscheidung (y) mit dem Urin nach Chelat-
injektion in Abhingigkeit von der Na-Dosis (x), normiert
auf ein Korpergewicht von 200 g. Berechnete Kurve: Vier
Stunden: y = 0,43+0,281 (x—1,88) 0,034 (x2—5,53).

erhaltene 24-Stunden-Kurve weist — wenn man
von den héchsten Dosen absieht — einen Stei-
gungskoeffizienten von 1 auf, die itberwiegende
Zah] der Punkte liegt jedoch unterhalb der
Geraden 2. Der quadratische Term, d.h. die
eben erwihnte Abnahme der relativen Na-Aus-
scheidung bei den héchsten Dosen, ist statistisch
signifikant. Nicht signifikant ist der Unterschied
zwischen der héchsten DTPA- und NaCl-Dosis.

mmol
w2y

oNa [a-A0TA] = Nay [n-ADTA]
*Na, [Ca-DTPA]  =Na,[Zn-DTPA] i
oNa!

010} ]

008 -

Mg im Urin

0 1 2 3 5 mmol

Na-Dos§is —=
Abb. 3. Magnesiumausscheidung (y) mit dem Urin nach
Chelatinjektion in Abhidngigkeit von der Na-Dosis (x), nor-
miert auf ein Kdérpergewicht von 200 g. Berechnete Kurve:
Vier Stunden: y = 0,047-+0,016 (x—1,88).
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Abb. 4. Vier-Stunden-Urinmenge nach Chelatinjektion in
Abhingigkeit von der Chelatdosis, normiert auf ein Kérper-
gewicht von 200 g.

Aus Abbildung 1 und Tabelle 3 ist ersichtlich,
dafl das Maximum der Ausscheidung niedrige-
rer Na-Dosen spiter als bei hohen Dosen auf-
tritt. Die K-Ausscheidung nimmt mit steigender
Na-Dosis offensichtlich nicht stetig zu, und es
scheint sich ein Plateau einzustellen. Die gerin-
gere Ausscheidung im Falle von Zn-DTPA und
12 mmol NaCl-kg™ ist statistisch nicht ge-
sichert. Andere Verhiltnisse liegen bei der stark
erhdhten Zn-Ausscheidung vor, die nicht nur
eine Funktion der Chelatdosis, sondern auch der
Chelatart ist; eine genauere Analyse ist der Dis-
kussion vorbehalten. Abbildung 4 zeigt, da das
Urinvolumen mit wachsender Dosis, jedoch
nicht als Funktion der Na-Dosis zunimmt.

Tabelle 4 gibt die Metallionenkonzentration
des Serums 24 Stunden nach Verabfolgung der
Chelate wieder. Wihrend die Na-Konzentration
mit dem Kontrollwert praktisch identisch ist,
sind die Konzentrationén von K und Mg ge-
sichert niedriger, ohne jedoch, daf eine Dosis-
abhingigkeit erkennbar ist. Stark gesenkt, um
rund 60%, ist die Zn-Konzentration, wobei der
extrem niedrige Wert nach 8 mmol Ca-
DTPA kg™ im Vergleich zu den anderen Grup-
pen statistisch gesichert ist. Die leicht erhohte
Na-Konzentration nach Verabfolgung der Zn-
Chelate ist zwar statistisch gesichert, eine be-
griindete Erklirung hierfiir kann jedoch nicht
gegeben werden. Werden die Chelate mehrfach
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Tabelle 4. Kationenkonzentration im Serum 24 Stunden nach Chelatinjektion. Mittelwerte * Standard-

fehler. Je sechs Tiere pro Gruppe.

Gruppe Konzentration im Serum

mmol-kg? Na gmol-ml™? K gmol-ml™ Mg pmol- mli™ Zn nmol-ml™?

Kontrolle* 141 £ 3,5 5,70 £ 0,13 1,16 = 0,042 23,7+ 2,33

Na,[Ca-ADTA] 1 140 + 4,0 5,09 0,18 0,77 + 0,025 10,2 + 1,38

2 144 * 3,5 4,81 £ 0,12 0,73 £ 0,033 10,7 £ 0,79

4 141 * 3,6 4,99 + 0,25 0,64 * 0,026 8,1+ 0,98

- 8 139+ 11 4,45 + 0,40 0,99 * 0,089 7,0 0,85

Na,[Ca-DTPA] 1 147 + 1,8 4,71 + 0,08 0,77 £ 0,055 13,4 £ 1,26

2 148 + 2,6 478 £ 0,12 0,86 = 0,021 7,2+ 1,27

4 142 £ 2,6 4,27 + 0,35 0,82 + 0,068 7,7 % 0,75

8 140+ 3,3 4,37 £ 0,16 0,98 + 0,061 2,5+ 0,21

Na,[Zn-ADTA] 4 155+ 3,9 512+ 0,19 0,94 £ 0,040 20,8 £ 0,43

Na,[Zn-DTPA] 4 157 + 1,7 5,06 * 0,24 1,09 + 0,057 41,8 + 4,45

NaCl 12 141 *+ 3,7 5,17 + 0,13 0,85 T 0,030 25,9 + 4,19

24 146 1,1 4,81 + 0,19 0,73 £ 0,030 18,7 & 1,31

Na,[Ca-ADTA] 3X4 127 1,9 5,57 4 0,14 1,06 & 0,067 12,9 + 0,83

Na,[Ca-DTPA] 3X4 126 £ 1,5 5,311+ 0,18 1,28 * 0,077 7,4 * 0,66

* Mit Ausnahme von Na je zwdlf Tiere.

an drei aufeinanderfolgenden Tagen i.p. inji-
ziert und die Konzentrationen 24 Stunden nach
der letzien Dosis bestimmt, erhilt man prak-
tisch die gleichen Verhiltnisse wie nach einer
einmaligen Dosis; eine Ausnahme ist nur die
etwas niedrigere Na-Konzentration.

In einem letzten Versuch bestimmten wir die
Ausscheidung des C-markierten Chelatanions
und von Ca nach Verabfolgung der Chelate in
einer Dosis von 4 mmol-kg™ und einer Aktivi-
tdt von 8 uCi-kg™L. Die Ergebnisse sind in Ta-
belle 5 zusammengestellt und werden weiter
unten diskutiert. Hier sei nur erwihnt, dafl
60 bis 70% der 14C-Dosis innerhalb von vier
Stunden ausgeschieden werden. Im Falle der
Zn-Chelate erfolgt die Zn-Ausscheidung an-
nihernd mit der gleichen Geschwindigkeit
(Tab. 3). Die gleiche Ausscheidungsrate fan-

den Harmuth-Hoene [14] und Havlicek et al.'
[16] fiir wesentlich niedrigere Chelatdosen
(5 bis 500 ymol-kg™), so daB eine dosisunab-
hingige Ausscheidung als wahrscheinlich gelten
kann.

Diskussion

Eine Bilanz der untersuchten Kationen und
ADTA bzw. DTPA im Fall der 4 mmol-kg-
Dosis gibt Tzbelle 6, wobei die Werte, die aus
verschiedenen Versuchsgruppen stammen, auf
ein Korpergewicht von 200 g normiert sind. Es
fillt bei der zweiten Urinportion (vier bis
24 Stunden) sofort auf, daf das Verhiltnis
Ca/Chelatbildner nur 0,6 betrigt. Dies besti-
tigt analoge Ergebnisse fritherer Untersuchun-
gen [9, 20—22]. Als Erkldarung hierfiir wurde
angenommen, dafl die Ca-Chelate im sauren

Tabelle 5. Calcium- und **C-Chelatausscheidung mit dem Urin nach einmaliger Injektion der Chelate
(4 mmol-kg™). Mittelwerte  Standardfehler. Je sechs (bzw. drei*) Tiere pro Gruppe.

Korper- Gruppe Ca (mmol) 4C-Chelate (mmol)
gewicht (g) 0—4 4—24 0—4 424
223+ 4 Kontrolle €,001 * 0,0001 0,003 & 0,0005 0 0
2104 Na,[Ca-ADTA] 0,495 * 0,050 0,173 % 0,0049 - —
177+ 4 Na,[Ca-ADTAT* — — 0,423 * 0,052 0,228 £ 0,043
221 +4 Nay[Ca-DTPA] — 0,132 * 0,026 - —
185+ 6 Na,[Ca-DTPA]* 0,511 £ 0,024 — 0,528 £ 0,070 0,179 + ¢,025
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Tabelle 6. Bilanz der Kationen- und *C-Chelat-
ausscheidung mit dem Urin (in umol) nach ein-
maliger Injektion der Chelate (4 mmol-kg™). Die
Werte sind auf 200 g Kérpergewicht berechnet (vgl.
hierzu die Daten in den Tabellen 3 und 5).

ADTA DTPA
0—4Std. 4—245td. 0—45Std. 4—24Std.

Na

565 1269 983 1350
K 446 769 563 766
Mg 39 91 56 89
Ca 471 165 463 119
Zn 1 1 2 2
14C-Chelate 478 257 569 194

Urin infolge der pH-Abhingigkeit der Chelat-
stabilitit dissoziieren und es zu einer Reabsorp-
tion des freigesetzten Ca?" kommt [20]. Diese
Annahme wird durch den Nachweis gestiitzt,
daf§ das Verhiltnis Ca/Chelatbildner bei Alkali-
sierung des Urins (z. B. durch Diamox®) gleich
1 wird. Tabelle 6 zeigt zwar, daB8 das Verhailt-
nis (Ca-+Mg)/Chelatbildner ~1 ist, so daf
an einen Austausch von Ca gegen Mg gedacht
werden konnte. Dies kann jedoch nicht der Fall
sein, da die Ca-Chelate etwa 100mal hohere
Stabilititskonstanten als die Mg-Chelate besit-
zen und die pH-Abhingigkeit der Stabilitit
natiirlich auch fiir Mg-Chelate gilt. Die mobili-
sierte Zn-Menge kann als additives Glied ver-
nachlissigt werden (vgl. Tab. 3), ebenfalls an-
dere Spurenmetalle (vgl. hierzu [6, 7]), so daf8
anzunehmen ist, daf8 mindestens 40% des
Chelatbildners nicht als Metallchelat im Urin
vorliegen. Auffallend ist nun, daf in der ersten
Urinportion das Verhiltnis Ca/Chelatbildner
mit Werten von 1 bzw. 0,8 gréfer ist. Die oben
postulierte Dissoziation der Ca-Chelate bei
niedrigen pH-Werten muf8 zwar mit steigender
Chelatkonzentration abnehmen, doch ist es
wenig wahrscheinlich, da der Unterschied der
Chelatkonzentration in den zu verschiedenen
Zeitpunkten abgesonderten Urinportionen aus-
reichend grof ist, um den Effekt zu erkliren.
Eine andere Denkmbglichkeit wire, daB der
pH-Wert im Urin fortschreitend abnimmt. Dies
ist jedoch nicht der Fall [10]. Die relativ grofe
Ungenauigkeit der Quotienten 1 und 0,8 (wie
sie sich aus den Standardfehlern in Tabelle 5
ergibt) 148t andererseits niedrigere Werte zu,
und wir sind somit geneigt, eine Zeitabhingig-
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keit des Dissoziationsgrades nicht anzunehmen
und den fraglichen Unterschied als nur zufillig
bedingt anzusehen.

Die wihrend der ersten vier Stunden ausge-
schiedenen Na-Mengen sind ebenfalls erheb-
lich kleiner, als dem Chelat entspricht; das Ver-
héltnis Na/2 ADTA und Na/3 DTPA betrigt
nur 0,6. Die gleichzeitig erhthte Ausscheidung
von K und Mg gewihrleistet jedoch die zu for-
dernde Anionen-Kationen-Aquivalenz.

DaB die Zufuhr von Na* neben einer erhshten
Natriurese zu einer gesteigerten Ausscheidung
von K fiihrt, ist bekannt und wird auf den
Na-K-Austausch in den distalen Konvoluten
zuriickgefithrt (Schrifttum bei [17]). DaR diese
Erklirung auch fiir unsere Befunde giiltig ist,
geht aus der Abbildung 5 hervor, der zufolge
die ausgeschiedene Menge beider Alkalimetall-
ionen im Vier-Stunden-Urin eine lineare Funk-
tion der zugefiihrten Na-Dosis ist. In unseren
Versuchen nimmt das Verhiltnis K/Na im Urin
mit steigender Chelatdosis zwar ab, doch trifft
dies auch fiir die Verabfolgung von NaCl zu,
so daB eine spezifische Chelatwirkung auszu-
schlieflen ist, da der Quotient X/Na offensicht-
lich nur von der Na-Dosis abhingt. Eine er-
hohte Mg-Ausscheidung wie in unserer Unter-

mmol ,’2\ 7

Na+K jm Urin

© Na,[la-ADTA] = Na,[In-ADTA]

_ ®Na,[Ca-DTPA]  =Na,[In-DTPA]

0 1 ) 3 5mmol
Na-Dosis —=

Abb. 5. Summe der Natrium- und Kaliumausscheidung (y)
mit dem Urin nach Chelatinjektion in Abhingigkeit von der
Na-Dosis (x), normiert auf ein Korpergewicht von 200 g.
Berechnete Kurven: Vier Stunden: y =1,32+0,805 (x—1,88);
24 Stunden: y = 2,881,472 (x—1,88)—0,113 (y®—5,53). Beziig-
lich der Geraden 1 und 2 s. Text.

Strahlentherapie 139 5 (1970) 611—618




Chelate und Ausscheidung von Na, K, Mg und Zn

o Na, [Ca-ADTAl . Nas{Ca-DITPA]
© Na,[Ca-ADTA] & Na,[Ca-DTPA]

jimal
1 r
T ‘I i
s
S 1
st
—
~
Abb. 6. Zinkausscheidung mit dem Urin
nach Chelatinjektion in Abhingigkeit ")
von der Chelatdosis-g. ¢ = Effektivitits- 0 3
koeffizient; fiir ADTA ¢=1, fiir DTPA 10

0=120.4) und Q : Versuche von

Havlicek [15].

suchung wurde auch nach Infusion von Na-
Salzen anderer mehrwertiger Anionen beob-
achtet [25].

Der Verlust an K und Mg wird offenbar schnell
kompensiert, da die entsprechenden Serum-
konzentrationen nach 24 Stunden nur noch ge-
ringfiigig gesenkt sind (Tab. 4). Dies gilt auch
fiir die wiederholte Verabfolgung der Chelate.
Die in-der Einleitung zitierte Hypothese, die
chelatinduzierten nephrotischen Verinderungen
urséchlich auf eine Hypokalidmie zuriickzufiih-
ren, diirfte damit an Wahrscheinlichkeit verlies-
ren; dies gilt um so mehr, als die hypokali-
dmische Nephrose sich erst bei ausgesprochener
K-Defizienz und auflerdem wesentlich lang-
samer als im Falle der Chelate entwickelt (vgl.
hierzu [18]) und schlieflich Unterschiede in der
Art und Lokalisation der histologischen Lisio-
nen zu bestehen scheinen.

Die sogenannte effektive Stabilititskonstante
(vgl. hierzu [6, 7]) des Zn-DTPA ist 90mal
grofer als die von Zn-ADTA. Damit in Uber-
einstimmung steht die Untersuchung von
Huavlicek [15], der beziiglich der Mobilisierung
von endogenem Zn eine rund 100mal hohere
Effektivitit des DTPA findet. Im Widerspruch
dazu findet Weber [26] in Versuchen mit %5Zn
nur eine etwa zehnmal hthere Wirksamkeit
von DTPA. Unsere Untersuchung erméglicht
eine Uberpriifung dieser Frage, wobei wir die
Daten von Havlicek [15], denen eine nur un-
wesentlich verschiedene Methodik zugrunde
liegt, mitberiicksichtigten. Die beste Approxi-
mation der Abhingigkeit des Zn-Gehalts im
Vier-Stunden-Urin von der Chelatdosis durch
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eine gemeinsame Kurve erhilt man, wenn die
DTPA-Dosen mit einem Faktor 20 multipliziert
werden (Abb. 6). Die Verwendung eines Fak-
tors 90 dagegen ergibt eine schlechtere Kor-
relation. Die mobilisierten Zn-Mengen sind ein
Vielfaches des Plasma-Zn, das nur ~ 0,1 ymol
ausmacht. Es mufl somit eine Mobilisierung
von Zn aus den Organen angenommen werden,
Die normale Zn-Konzentration des Serums ist
nach 24 Stunden noch nicht erreicht. Es ist be-
merkenswert, daf — mit Ausnahme der 8 mmol
DTPA-kg*-Dosis — die Werte bei allen Grup-
pen, die wiederholte Chelatverabfolgung ein-
geschlossen, nicht wesentlich verschieden sind

~und rund 40% des Normwertes ausmachen.

Dieser Prozentsatz stimmt recht gut mit dem
Bruchteil des Zn iiberein, das als relativ stabiles
Metallprotein vorliegt [23]. Ohne genauefe
Kenntnis der Kinetik halten wir eine Diskus-
sion der Abhingigkeit der Zn-Konzentration
von Dosis und Art des Chelats fiir verfriiht.

Fassen wir die wesentlicheren Ergebnisse zu-
sammen: Die nach Verabfolgung toxischer
Dosen von Ca-Chelaten zu beobachtende Er-
héhung der K- und Mg-Ausscheidung ist allein
die Folge der erhshten Na-Zufuhr und fiir die
Pathogenese der . Chelat-Toxizitdt irrelevant.
Anderenfalls wire nicht zu verstehen, warum
die Zn-Chelate sowie hohe NaCl-Dosen sich
beziiglich der renalen Ausscheidung und Serum-
konzentration von K und Mg vollkommen
identisch mit den Ca-Chelaten verhalten. Auf
die mogliche Bedeutung der Zn-Mobilisierung,
die eingehend an anderer Stelle [7] diskutiert
wurde, soll hier nicht eingegangen werden. Die
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Feststellung, da8 DTPA — entgegen friiheren
Befunden — eine nur 20mal héhere Effektivitit
als ADTA aufweist, kénnte sich bei einer spi-
teren Analyse des Toxizititsmechanismus der

Chelate, die noch weitere Untersuchungen bend-
tigt, als bedeutungsvoll erweisen.

Fiir technische Assistenz danke ich Frau R. Simon und Friu-
lein U. Ehrig.

Zusammenfassung

Die intraperitoneale Verabfolgung hoher Dosen der Ca- und Zn-Chelate des ADTA und
DTPA sowie von NaCl fiihrt bei der Ratte zu einer erhshten Ausscheidung von K und Mg
mit dem Urin, deren Ausmaf allein von der Na-Dosis abhingt. Die K- und Mg-Konzentra-
tion des Serums ist nur geringfiigig herabgesetzt. Was die Zn-Ausscheidung betrifft, ist
DTPA etwa 20mal wirksamer als ADTA. Die Bedeutung dieser Befunde fiir die Toxizitit
der Chelatbildner wird diskutiert.

Summary

The intraperitoneal administration of high doses of the Ca~ and Zn-chelates of EDTA and
DTPA as well as of NaCl leads to an enhanced urinary excretion of K and Mg in the rat.
Its degree depends only on the dose of Na. The concentration of K and Mg in the serum
is slightly diminished. As to the excretion of Zn, DTPA is 20 times more effective than
EDTA. The implications of these findings for the toxicity of the chelating agents are
discussed.

Résumé

L’injection intrapéritonéale de fortes doses des chélates calcique et zincique de 'EDTA et
du DTPA ainsi que de NaCl provoque chez le rat une élévation de 'excrétion urinaire de
K et Mg, dont l'importance dépend setilement de la dose en sodium. La concentration en
K et Mg du sérum n’est que faiblement réduite. Le DTPA est environ 20 fois plus actif

aue VEDTA vour Véliminaticn

J LI
que VEDTA pour Itlimination du zinc. Ces résultats sont discutés

toxicité des agents chélateurs.
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