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Nachdem Havlicek et al. (1968) im Gegensatz
zu Foreman et al. (1953, 1960) einen geringen
Abbau von C-markiertem Athylendiamin-
tetraazetat (ADTA) und Diithylentriamin-
pentaazetat (DTPA) bei Ratten nachweisen
konnten, lag es nahe, den zugrunde liegenden
Mechanismus niher zu untersuchen, d. h. das
fiir den Abbau verantwortliche Enzym oder
Enzymsystem in vitro zu finden, anzureichern
und zu charakterisieren. Besonderes Interesse
galt dabei den Metaboliten des ADTA und
DTPA, die, wie von Havlicek et al. (1968) und
Catsch. (1968) bereits kurz diskutiert, mog-
licherweise fiir die Toxizitdt dieser Substanzen
verantwortlich sein kénnten.

Material und Methodik

Tiermaterial, Organgewinnung
und Homogenatherstellung

Als Versuchstiere dienten Albinoratten des Heiligen-
berg-Inzuchtstammes, die Standardfutter (Altro-
minR) und Leitungswasser ad libitum erhielten.
Fiir die invitro-Versuche wurden Organe von
minnlichen Tieren mit einem Korpergewicht von
180 bis 220 g verwendet, wahrend die Versuche
in vivo mit weiblichen Ratten, deren Kborper-
gewicht 170 bis 190 g betrug, durchgefithrt wur-
den. Die Organe wurden unter Athernarkose nach
Ausbluten aus der Aorta und V. cava inferior ent-
nommen und sofort gewogen. Alle weiteren Pro-
zeduren wurden im Eisbad durchgefiithrt. Nach
grobem Zerkleinern mit einer Schere wurden pro g
Frischgewebe 5 ml Saccharoseldsung (0,25 M) bzw.
der entsprechende Puffer zugegeben und mit dem
" Ultra-Turrax homogenisiert. Urin wurde von minn-
lichen, in einem speziellen Stoffwechselkifig (Volf
u. Mohr, im Druck) immobilisierten Ratten iiber
24 Stunden gesammelt. Zur Serumgewinnung
wurde Blut kurz zentrifugiert.

Chelatbildner

Inaktive Chelate: Na,Ca ADTA -6 H,O (Calcium-
Titriplex®, E.Merck AG, Darmstadt) und NayCa
--DTPA-7 H,O (J. R. Geigy, Basel).

C-markierte Chelate: Na,ADTA-1-*C (1 mCi/
mmol) zu 999 radiochemisch rein (International
Chemical and Nuclear Corporation, Citv of Indus-
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try, Calif./USA), Na,ADTA-2-14C (21,6 mCi/mmol)
zu 95 bis 96"0 radiochemisch rein (The Radio-
chemical ‘Centre, Amersham, England), H,ADTA-
dthylen-14C (1,58 mCi/mmol) (Mallinckrodt Nuclear,

.Orlando, Florida/USA), H,DTPA-1-4C (2,81 mCi/

mmol) (Geigy Research Laboratories, Ardsley N.Y./
USA), H,DTPA-1-#C (0,59 mCi/mmol) syntheti-
siert von Dr. Schweer (Institut fiir Strahlenchemie,
Kernforschungszentrum Karlsruhe),

Versuchsanordnungen in vitro

Da offensichtlich ein oxydativer Abbau der Chelat-
bildner anzunehmen ist, wurde folgende Versuchs-
anordnung zum Nachweis des vermuteten enzyma-

_tischen Abbaus gewihlt. AlsReaktionsgefif diente

eine etwa 12 ml fassende Waschflasche mit Fritte,
in der sich ein sogenannter Standardansatz befand.
Darauf folgte eine gleich grofle Sicherheitsflasche,

_der ein mit Kieselgel gefiilltes U-Rohr: zur Trock-

nung nachgeschaltet war. Das entstehende 4CO,
wurde in einem Absorptionsgefidf8 mit 12 ml einer
Mischung aus. Methanol und Athanolamin (3:1
V/V) - aufgefangen. Das Reaktionsgefi und die
Sicherheitsflasche wurden in einem Wasserbad
thermostatiert (30° C). Zur ,Beatmung” des An-
satzes wurde langsam ein Luftstrom durch die
Apparatur gesaugt. Die Inkubationsdauer betrug
eine Stunde; dann wurde die Reaktion durch Zu-
gabe von 1 ml halbkonzentrierter H,SO, gestoppt
und anschlieBend noch 20 min mit Luft gespiilt,

“um alles #CO, zu absorbieren. Unter “identischen

Bedingungen gewonnene Leerwerte ohne Homo-
genat wurden jeweils subtrahiert. '

Standardansatz I

9 ml Puffer (Sérensen pH 5,9), 0,5 ml auf enzyma-
tische Aktivitit zu untersuciende Lésung bzw.
Suspension, 01 ml Substratlésung (Na,CaADTA-
2-14C 12 uCi/ml, 400 umol/ml).

Standardansatz II

Wie I, aber 0,2ml Substratldsung und zur Sitti-
gung zusitzlich 154 mg Na,CaADTA -6 H,O.

Bestimmung der **C-Aktivitiit

Die 14C-Aktivitit der Proben wurde in einem Fliis-
sigszintillationszihler (Mark I, Nuclear Chicago
Corporation) zusammen mit einem Standard (d. h.
einem aliquoten Teil der Substrat- bzw. Injek-
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tionslosungen) gemessen. Als Fliissigszintillatoren
dienten:

1. Petroff-Szintillator: 8 g 2,5-Diphenyloxazol
(PPO) und 110 g 2,2"-p-Phenylen-bis-(5-Phenyloxa-
zol) (POPOP) wurden in 100 ml Toluol gelést und
nach Zugabe von 150 ml 2-Butoxy-dthanol mit
Toluol auf 1000 ml aufgefiillt.

2. Bray-Szintillator: 4 g PPO, 200 mg POPOP und
60 g Naphthalin wurden mit 100 ml Methanol so-
wie 60 mi Athylenglykol versetzt und mit Dioxan
auf 1000ml aufgefiillt. Zur Messung des 1*CO,
wurden nach Beendigung der Veratmungsversuche
je 10ml Petroff-Szintillator in die Absorptions-
glischen pipettiert und, wenn nétig, mit Methanol
aufgefiillt (Gesamtvolumen etwa 22ml). Die Be-
stimmung der “C-Aktivitit in den durch die Gel-
chromatographie erhaltenen Fraktionen erfolgte
mit je 10 4l L&t ung in 10 ml Bray-Szintillator. Die
gemessene Impulsrate wurde mit Hilfe einer
Quenchkurve in Zerfille pro Minute umgerechnet.

Versuchsanordnung in vivo

Alle Chelatbildner wurden als Ca-Chelate intra-
peritoneal, in 0,5 ml Wasser gelst, injiziert. Die
Konzentration betrug 200 ymol/ml und die “C-
Dosis, wenn nicht anders angegeben, etwa
4 uCi/ml. Der pH-Wert der Injektionsldsungen lag
bei den Chelaten des ADTA um 5, bei denen des
DTPA zwischen 7,5 und 8,0.

Die Proteinbestimmung zur Berechnung der spe-
zifischen Enzymaktivitdt von Homogenaten wurde
mit der (geringfiigig modifizierten) Methode von
Beisenherz et al. (1953) durchgefiihrt.

Fiir die Hochspannungselektrophorese wurden je
6 ul der Injektionsldsungen aufgetragen. Als Puf-
fer diente ein Veronalpuffer (pH 8,6), die Laufzeit
betrug 20 min bei einer Feldstdrke von 90 V/cm.
Die Aktivitit wurde durch Autoradiographie loka-
lisiert und das ADTA mit dem Sprithreagenz nach
Sykora u. Eybl (1966) nachgewiesen, das ADTA-
und DTPA-Komplexe durch Bildung der jeweiligen
Co(IlI)-Verbindungen violett anfirbt. Zusammen-
setzung: 1% CoCl,, 2%/0 K,Cr,O; und 10%0 Eisessig
in Wasser.

Gelchromatographie

Sephadex G 10 wurde einige Stunden in Wasser
gequollen und anschlieBend blasenfrei in Siulen
eingefiillt. Fiir die einzelnen Reinigungsversuche
wurden folgende Siulendimensionen gewihlt:

Betthohe Siulen-

durchmesser
Vorversuch 44 cm 1 m
Reinigung 143 cm 1,4 cm

Die Elutionsgeschwindigkeit betrug im sogenann-
ten Vorversuch 31 ml/Stunde und bei der Reinigung
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26 bis 28 ml/Stunde. Die Fraktionsgréfle betrug
1,8 ml (40 Tropfen). )

Ergebnisse

In-vitro-Versuche

Zum Nachweis einer enzymatischen Reaktion wur-
den verschiedene Organe und Kb&rperfliissigkeiten
untersucht. Die Versuche wurden mit ADTA-2-14C
durchgefiihrt. Nach Beatmung von Homogenaten
aus Nieren, Leber und Diinndarm sowie Diinn-
darmstiicken im Standardansatz I zeigte sich, daf
die spezifische Aktivitit der Niere 2,1mal gréfler
als die der Leber und 3,6mal gréfler als die des
Diinndarms ist. Daraus ist zu entnehmen, dafl die
Niere das Organ mit der gréfSten spezifischen
metabolisierenden Wirkung auf das ADTA ist.
Serum ist nicht in der Lage, ADTA in vitro zu ver-
atmen. Auch Voliblut und Urin, die im Standard-
ansatz | getestet wurden (je 0,5 ml), erwiesen sich
als vollig inaktiv. Daher wurden fiir die weiteren
Untersuchungen ausschlieBlich Nierenhomogenate
verwendet.

Anreicherungsversuche mittels Differentialzentri-
fugation nach Hogeboom schlugen fehl. Nur in den
Kern- und Mitochondrienfraktionen wurden je
8 bis 10% der gesamten Enzymaktivitit wieder-
gefunden. Versuche, die enzymatische Aktivitit
mittels Detergentien von den Zellstrukturen abzu-
18sen, miBlangen ebenfalls, Anionische Detergen-
tien (Teepol 710, Desoxycholat) wirkten als Inhi-
bitoren, das kationische N-Cetyl-N,N,N-trimethyl-
ammoniumbromid sowie das neutrale Triton X100
waren ohne Einflufl, Bei der Ultraschallzerkleine-
rung verschwand die Enzymaktivitit vollig. Nach
Ultrazentrifugation zeigte sich im Niederschlag
eine um den Faktor 4 erhohte sperifische Aktivtidt.
Im Uberstand war keinerlei enzymatische Aktivi-
tit nachweisbar. Die Behandlung von zentrifugier-
ten Homogenaten mit Phospholipase A und D
(Boehringer, Mannheim) erhthte die spezifische
Aktivitit im Niederschlag um den Faktor 2, wo-
gegen eine Behandlung mit Pankreatin und Tryp-
sin ohne Einflu$ blieb (vgl. hierzu Zorn, 1970).
Nachdem alle Anreicherungsversuche fehlgeschla-
gen waren, wurde versucht, die enzymatische Re-
aktion in Homogenaten direkt zu charakterisieren.
Zundchst wurde das pH-Optimum der Reaktion
mit Nierenhomogenaten von zwei Ratten gleichen
Gewichts bestimmt. Dazu wurde der Standard-
ansatz I mit verschiedenen Puffern benutzt:

pH 3 bis 45 Citratpuffer,

pH 5,5 bis 7,5 S6rensen-Puffer,

pH 8,5 Pyrophosphat/HCl-Puffer.

Die Blindwerte der Reaktion blieben iiber den ge-
samten pH-Bereich konstant. Es ergab sich fiir
beide Homogenate ein iibereinstimmendes pH-
Optimum fiir die Veratmungsreaktion zwischen
pH 5,5 und pH 6,0 (Abb. 1). Die Maxin>1 der bei-
den Kurven unterscheiden sidi infolge der bio-
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Abb. 1. pH-Abhingigkeit der ADTA-Veratmung in vitro
(Erlduterungen im Text).

logischen Variabilitidt um einen Faktor von rund 1,6.
Die Abbaureaktion verlduft im Standardansatz IT
iiber vier Stunden linear mit der Zeit, und zwar
werden pro Stunde 0,02% der #C-Dosis als 14CO,
aufgefangen. Bei 30Ominiitiger Inkubation des
Standardansatzes II bei verschiedenen Temperatu-
ren und anschlieBender Substratzugabe verschwin-
det die enzymatische Aktivitit oberhalb 60° C vol-
lig. In Gegenwart von reinem O, wird im Vergleich
zu Luft die Veratmungsaktivitit nicht gesteigert,
dagegen werden unter N, héchstens noch 30%e der
enzymatischen Aktivitdt gefunden.

Die Wirkung verschiedener Inhibitoren auf den
ADTA-Abbau ist in Tabelle 1 zusammengefaft.

Tabelle 1. Einwirkung verschiedener Enzyminhibi-
toren auf die Veratmung von ADTA im Nieren-
homogenat. StandardansatzIl. Die Inhibitorkon~
zentration war 10 M. Bei den Versuchen mit
RBS 25, CHCl; und Na-Cholat wurden je 0,1 ml
Lésung und vom Rattenserum 0,5ml dem Standard-
ansatz I zugegeben. '

/0 der Kontrolle

Inhibitor
Mittelwert

KCN 11
Na,S 20
NaNj, 10
RBS 25 15
CHCI, 18
Na-Cholat (20%sig) 2
p-Chinon 18
Dinitrophenol "9
Naphthochinon 4
HgCl, 12
Rattenserum 24
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Folgende Substanzen hatten keinerlei Einflufl
auf den ADTA-Abbau: Hydrazin, Hydroxyl-
amin, Aminoguanidin, Semicarbazid, Methylen-
blau, 8-Oxychinolin und Alloxan. Spezifische
Hemmer fiir einzelne Schritte der Atmungs-
kette, wie Antimycin A und 5-Athyl-5-iso-
amylbarbitursiure sowie das als Monoamin-
oxidasehemmer bekannte S-Phenylithylhydra-
zin-hydrogensulfat, blieben ebenfalls wir-
kungslos.

Einige der obigen Befunde lassen sich mit der
Annahme einer Beteiligung der Cytochrom-
oxidase am ADTA-Abbau in vitro vereinbaren.
Nach Yonetani (1963) besitzt die Cytochrom-
oxidase ein pH-Optimum von 5,8, was gut mit
dem pH-Bereich (5,5 bis 6,0) iibereinstimmt, in
dem das ADTA in vitro maximal veratmet
wird. Als Inhibitoren werden Cyanid und Azid
angegeben, wogegen ADTA und 8-Oxychinolin
ohne Hemmwirkung sind. Allerdings miifften
auch Aldehydreagentien, wie Hydroxylamin
und Hydrazinderivate, als Hemmer fungieren,
was jedoch bei Untersuchungen mit Nieren-
homogenat fiir den ADTA-Abbau nicht der
Fall ist. Ferner kann die Cytochromoxidase in
Gewebeschnitten durch 30miniitiges Erwéarmen
auf 60° C inaktiviert werden. Interessant ist
auBerdem, daff anionische Detergentien die
Cytochromoxidase inhibieren, neutrale und
kationische dagegen aktivieren. Daher wurde
nach der Methode von Gree.1 u. Ziegler (1963)
ein Cytochromoxidasepriparat aus Rinderherz-
mitochondrien hergestellt. Die Cytochrom-
oxidaseaktivitat wurde nach Wharton (1967)
gepriift, und die ADTA-Veratmungsfihigkeit
wurde im Standardansatz I getestet. Die ange-
reicherte Cytochromoxidase war vollig inaktiv,
wogegen der weitgehend von Cytochromoxidase
befreite und abzentrifugierte Niederschlag
einen deutlichen ADTA-Abbau bewirkte.

Von Havlicek et al. (1968) war gezeigt worden,
da ADTA und DTPA unabhingig von dem
chelierten Metall gleich stark in vivo veratmet
werden. In vitro konnte dieser Befund durch
Vergleich des Abbaus des Na,CaADTA und
des &duBerst stabilen NaFeADTA bestitigt
werden: NaFeADTA wurde zu 1,0-1072%0 der
4C-Dosis und Na,CaADTA zu 1,2-102%
veratmet.

Die bisherigen Versuche zeigten zwar, daf8 es
sich bei dem in vitro gefundenen Effekt um
eine enzymatische Einwirkung auf das radio-
aktive Substrat handelt, eine Identifizierung
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des Enzyms war jedoch nicht méglich. Zur Er-
kldrung der zum Teil nicht eindeutigen Ergeb-
nisse bietet sich die Erkldrung an, daffi zum
enzymatischen Abbau des ADTA mehrere und
an Zellbruchstiidken lokalisierte Enzyme nétig
sind. Beim Ablésen oder Hemmen eines Teils
dieser Enzyme wird der ganze Enzymkomplex
unwirksam. Damit ist aber noch nicht erklirt,
warum das Ca- und das Fe(IlI)-Chelat zu inner-
halb der Fehlergrenze gleichen Prozentsitzen
abgebaut werden. Wie Peters et al. (1966) zeig-
ten, ist das dreiwertige Eisen in der Lage, Des-
ferrioxamin durch Komplexbildung einem
enzymatischen Angriff zu entziehen. Ein zhn-
licher Effekt kann auch in unserem Fall erwar-
tet werden. Als Alternative zu obigem Erkli-
rungsversuch kann angenommen werden, daf
es sich bei dem tatsichlich abgebauten Substrat
nicht um ADTA, sondern um eine Vielzahl von
Verunreinigungen handelt, die von verschie-
deneén Enzymen metabolisiert werden.

Sollten die gefundenen Veratmungseffekie
durch radioaktive Verunreinigungen hervor-
gerufen werden, wire zu erwarten, dafl die
unterschiedlich sauberen Priparate (ADTA-1-
4C zu 999y, ADTA-2-14C zu 98 bis 96%
radiochemisch rein, siche Methodik) auch ver-
schieden groBe Effekte ergeben, und zwar sollte
die Veratmung des ADTA-2-4C etwa um den
Faktor 2 bis 4 die des ADTA-1-%C iiberstei-
gen. Diese Vermutung wurde bei pH 5,9 im
Standardansatz gepriift. Das ADTA-2-14C
wurde zu 3,3-1071% der C-Dosis und das

Metabolisierung von Chelatbildnern

ADTA-1-*C zu 7,6-102%; veratmet, was
einem Faktor von 4,4 entspricht. Damit kann
als sehr wahrscheinlich angenommen werden,
dafl die bisherigen Ergebnisse nicht auf einem
Abbau des ADTA, sondern auf der Oxydation
unbekannter Verunreinigungen beruhen.

Zur weiteren Sicherung dieser Befunde unter-
zogen wir in einem Vorversuch eine Probe
Na,CaADTA-2-14C einer Gelfiltration {iber
Sephadex G10. Die *C-Aktivitit erschien in
einem einzigen Peak, der allerdings eine kleine
Schleppe besal. Die dem Peakmaximum ent-
sprechende Fraktion wurde, ebenso wie die
ungereinigte Verbindung, im Standardansatz I
gepriift. Die Veratmung betrug bei dem unge-
reinigten ADTA-14C 2,75:102% der Dosis,
bei dem ,gereinigten” dagegen nur 2,25-107%%/s
der Dosis. Damit war ein weiterer Beweis er-
bracht, da in vitro zumindest der grofte Teil
des Veratmungseffekts nicht auf dem Abbau
des ADTA beruht.

In-vivo-Versuche

Nach diesen Ergebnissen war es geboten, die
Experimente von Havlicek et al. zu iiberpriifen.
Dazu wurden die in verschiedenen Positionen
markierten Chelatbildner iiber Sephadex G10
gereinigt. Es ergaben sich zwei grundsitzlich
verschiedene Arten von Elutionsdiagrammen:
Entweder erscheint die Aktivitdt in einem Peak
(1), dem mindestens ein weiterer, deutlich klei-
nerer (II) folgt, oder die gesamte Aktivitit wird

=)
T

%o der efuierten AkTivitat

Abb. 2. Vertellung der elujerten Aktivi-
tit auf die einzelnen Fraktionen nach
einer Gelfiltration von NayADTA-2-14C TP

ilber Sephadex G10. Fraktionsgréfie k5
1,8 ml.
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Abb. 3. Verteilung der eluierten Aktivitit auf die einzelnen
Fraktionen nach einer Gelfiliration von NasADTA-#thylen-
HC iiber Sephadex G10. Fraktionsgréfie 1,8 ml.

in einem einzigen stark verbreiterten Peak
gefunden (Abb.2 u. 3). Das letztere betrifft
das &thylenmarkierte ADTA und das von
Sciweer synthetisierte DTPA-1-14C. Diese bei-
den Verbindungen werden iibrigens auch in
vivo ohne vorherige Reinigung zu einem deut-
lich niedrigeren Prozentsatz veratmet.
Lésungen von den ungereinigten und den
gereinigten Chelatbildnern sowie den abge-
trennten Verunreinigungen (7,4 bis 57 nCi/ml)
wurden in vivo in der von Havlicek et al. be-
schriebenen Anordnung getestet. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 2 wiedergegeben und las-
sen sich dahingehend zusammenfassen:

1. Der Veratmungseffekt ist fiir ADTA-2-14C,
entsprechend dem vom Hersteller angegebenen
Verunreinigungsgrad, um einen Faktor von 2
bis 3 grofer als bei dem ADTA-1-14C. ]
2. Nach Reinigung der Chelatbildner sinkt die
MC-Aktivitit in der Exspirationsluft deutlich
ab, und zwar bei ADTA-1-14C, ADTA-2-14C

Tabelle 2. Veratmung “C-markierter Chelatbildner in vivo. Mittelwerte & Standardfehler. Je sechs Tiere

pro Gruppe.

Substanz %/s der ¥*C-Dosis
0 bis 4 Std. 0 bis 8 Std. 0 bis 24 Std.
Na,CaADTA-1-1C ungereinigt 0,281 0,429 0,594
: - + 0,027 + 0,074 + 0,183
Peak I 0,0234 0,0628 0,144
+0,0014 + 0,0040 +0,0175
Peak I1 3,05 5,17 6,12
+ 0,311 +0,43 +0,482
Na,CaADTA-2-14C ungereinigt 1,235 1,577 1,683
+ 0,062 + 0,028 + 0,036
Peak I 0,0649 0,1124 0,1691
+0,0032 + 0,0044 + 0,036
Peak II 31,75 40,19 41,64
+ 2,52 +1,16 +1,12
Na,CaADTA-dthylen-14C ungereinigt 0,0449 0,0861 0,138
+ 0,0048 + 0,0173 + 0,048
Peakmaximum 0,0193 0,0376 0,0579
+ 0,0009 +0,0017 =+ 0,0029
Na,CaDTPA-14C-(Geigy) ungereinigt 1,613 1,854 1,933
+0,103 + 0,083 + 0,082
Peak I 0,0338 0,0727 0,1223
+ 0,0035 + 0,0062 +0,0192
Feak IT 14,25 19,28 21,64
+1,31 +1,88 +2,18
Na;CaDTPA-14C-(Schweer) ungereinigt . 0,0985 0,1703 0,1954
+ 0,0163 £ 0,0127 * 0,0144
Peakmaximum 0,0337 0,0839 0,1135
+0,0048 + 0,0026 + 0,0055
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sowie DTPA-1-**C (Geigy) auf etwa den glei-
chen Wert.

3. Die abgetrennten Verunreinigungen werden
zu einem wesentlich héheren Prozentsatz als
die nicht gereinigten Ausgangspriparate meta-
bolisiert.

4. Die bereits im Elutionsdiagramm homo-
gener erscheinenden Chelatbildner (ithylen-
markierte ADTA und DTPA nach Schweer)
ergeben einen geringeren Veratmungseffekt.

Elektrophoretische Untersuchungen

Havlicek et al. hatten bei ihrer Untersuchung
des ADTA-1-1*C und des DTPA-1-14C (Geigy)
weder ‘bei der Papierchromatographie noch
mittels Hochspannungselektrophorese nennens-
werte Verunreinigungen, die den Veratmungs-
effekt erkliren konnten, gefunden. Zum Nach-
weis der in vorliegender Arbeit gefundenen
geringfiigigen Verunreinigungen ~muf8 ihre
Methode jedoch als nicht geniigend genau
angesehen werden. Daher wurden die beiden
Injektionslosungen mit ungereinigtem und ge-
reinigtem ADTA-2-"C sowie die deren Ver-
unreinigung enthaltende dritte Losung auf
einer Zellulosediinnschicht, die meist bessere
Auftrennuingen gewihrleistet, hochspannungs-
elektrophoretisch untersucht (Abb. 4). Bei dem
ungereinigten und dem gereinigten ADTA ist
der Hauptteil der Radioaktivitit identisch mit
dem anfirbbaren Chelat. Beide Flecke besitzen
eine radioaktive Schleppe, die keine Farb-
reaktion gibt und bei der gereinigten Verbin-
dung deutlich kiirzer ist. Die Lésung mit der
aktiven Verunreinigung ist in zwei Flecke,
einen groflen inaktiven und firbbaren sowie

Abb. 4. Hodchspannungselektropherogramm von Injektions-
16sungen. 1. Von ADTA-2-1“C abgetrennte Verunreinigung.
2. Gereinigtes ADTA-2-%C. 3. Ungereinigtes ADTA-2-1C, je
6 ul aufgetragen (von links oben schraffiert = radioaktiv,
von rechts oben schraffiert = mit Spriihreagenz anfirbbar).

Strahlentherapie 140 4 (1970) 452459
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1 2 3
Abb. 5. Autoradiogramm eines Papierchromatogramms.
Papier: Whatman No. 1, Laufmittel: Isopropanal, HCl 0,2 N
(1:1 V/V). Temperatur: 22° C. Zeit: 10 Std., absteigend.
Substanzen: je 6 ul aufgetragen. 1. Lésung mit ungereinigtem
ADTA-2-14C. 2. Losung mit gereinigtem ADTA-2-4C. 3. Lésung
mit ADTA und abgetrennter Verunreinigung (von links
oben schraffiert = radioaktiv, von rechts oben schraffiert =
mit Spriihreagenz anférbbar).

einen kleinen kreisformigen und aktiven, der
keine Farbreaktion gibt, auftrennbar. Aus der
runden Form des von der Verunreinigung her-
vorgerufenen Flecks 138t sich auf eine weit-
gehende Homogenitit der Substanz schliefen,
wogegen die lange Schleppe — analog dem
Elutionsdiagramm — fiir eine Vielzahl von
Substanzen spricht. Die Grofle der firbbaren
Flecke ist auf die hohe Trigerkonzentration
(200 umol/ml), dergegeniiber die Menge der
radioaktiven Verunreinigung vernachlissigbar
ist, zuriickzufithren. Die Trennung ist nicht
sehr deutlich, wegen der voneinander unabhin-
gigen Nachweismethoden fiir Radioaktivitit
und ADTA jedoch ausreichend. Dieselben
Losungen ergeben bei der Papierchromato-
graphie nach Foreman et al. (1953) keine Auf-
trennung (Abb. 5), was wegen des zu hohen
R¢-Werts von 0,8 auch kaum zu erwarten war.
Die Ablagerung radioaktiver Kristalle entlang
des Laufweges diirfte auf ein Ausfallen des
freien H,ADTA in dem sauren Laufmittel
(pH 1,5) zuriickzufithren sein. Der Vergleich
zwischen Hochspannungselektrophorese und
Papierchromatographie zeigt, da8 der von Fore-
man et al. (1953) allein aus papierchromatogra-
phischen Untersuchungen gezogene Schiuf8 auf
Einheitlichkeit des ADTA-2-%C nicht zuldssig
ist.
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Diskussion

Unsere Befunde widerlegen eindeutig die von
Huavlicek et al. aufgestellte Hypothese itber die
Metabolisierung der Chelatbildner vom Typ
der Polyaminopolycarboxylsiuren. Ob diese
Substanzen mdglicherweise doch zu einem
minimalen Prozentsatz abgebaut werden, kann
natiirlich nicht eindeutig entschieden werden.
Dafi die hier als gereinigt bezeichneten Pripa-
rate nicht als vollig radiochemisch sauber be-
trachtet werden konnen, ist aus dem Elektro-
pherogramm ersichtlich und nach den Elutions-
diagrammen auch nicht zu erwarten. Es diirfte
einleuchten, daf ein einziger Reinigungsschritt
nicht ausreichen kann, um die Chelatbildner
von allen ihnen beliebig dhnlichen Verunreini-
gungen abzutrennen. Als radioaktive Verunrei-
nigungen kommen Autoradiolyseprodukte und/
oder Vorstufen der ADTA-Synthese in Frage.
Die Feststellung von Foreman et al. (1953,
1960), daf ADTA und DTPA hochstens zu
einem Anteil, der kleiner als 0,1 der verab-
folgten Dosis ist, veratmet werden, konnte
somit bestitigt werden. Ein so geringfiigiger
Abbau kann nicht zur Erklirung der toxischen
Wirkung der Chelatbildner herangezogen wer-
den.

Auf Grund unserer Ergebnisse werden kritische
Anmerkungen zu Arbeiten notwendig, die mit

Zusammenfassung

ungereinigten  Chelatbildnern  durchgefithrt
wurden. Bohne et al. (1968) fanden fiir die
Plasmaclearance des ADTA und DTPA bei der
Ratte einen multiexponentiellen Verlauf. Fin
Teil der Aktivitdt wurde mit einer Halbwerts-
zeit von 20 Minuten, der andere mit einer Halb-
wertszeit von 20 bis 40 Stunden ausgeschieden.
Der ,langsame” Term betrigt weniger als
0,1%0 der verabfolgten Dosis und wurde von
den Autoren durch die Bindung der Chelate
bzw. ihrer Metabolite durch Plasmaproteine
erkldrt. Diese Moglichkeit ist zwar nicht aus-
zuschlieBen, es mufl aber beachtet werden, da8
dieser zweite Anteil auch aus Verunreinigun-
gen und/oder deren Metaboliten *bestehen
konnte. Zur Klirung dieser Frage miiften die
Versuche mit gereinigten Priparaten wieder-
holt werden. Analoge Uberlegungen gelten fiir
die Arbeit von Weber (1969); der nach iv.
Injektion die Verteilung von ADTA-2-1C bei
Ratten autoradiographisch untersuchte. Da die
abgelagerte Aktivitit nur einen minimalen
Bruchteil der applizierten Dosis ausmacht und
Weber die Verbindung mit der stirksten Ver-
unreinigung benutzt hatte, kann auch hier
nicht ausgeschlossen werden, daf es sich mog-
licherweise bei der aufgefundenen 14C-Aktivitit
um radioaktive Verunreinigungen und/oder
deren Metaboliten handelt.

Es wurde in vitro gezeigt, daf bestimmte Organe der Ratte, besonders die Nieren, in der
Lage sind, bei Inkubation von ¥C-markiertem ADTA “CO, durch eine enzymatische Reak-
tion freizusetzen. Eine Vertiefung der Untersuchungen durch Heranziehung anderer Chelate,
der Gelfiltration und Hochspannungselektrophorese zeigte jedoch, daff die Veratmung zum
wesentlichsten Teil auf radioaktive Verunreinigungen zuriickzufiihren ist, Diese Ergebnisse
wurden durch in-vivo-Versuche bestdtigt und ihre Bedeutung im weiteren Rahmen

diskutiert.

Summary

It was demonstrated in vitro that certain organs of the rat, especially the kidneys, are
able to set free “Co, by an enzymatic reaction if incubated with *C-labelled EDTA. An
extension of the investigation to other chelates, gelfiltration and high voltage electro-
phoresis showed that the respirative oxidation must be related to the greatest part to
radioactive impurities. These results were confirmed by experiments in vivo. Their general

significance was discussed.

Résumé

On a montré in vitro que certains organes du rat, en particulier les reins, incubés avec le
4C-EDTA sont capables de libérer 1*CO, par un mécanisme enzymatique. Un appro-
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fondissement des recherches & l'aide d’autres chélates par filtration sur gel et par électro-
phorése haute tension a permis toutefois de montrer que l'expiration de CQO, était due
pour la plus grande partie & des impuretés radioactives du chélate. Ces résultats ont été

confirmés in vivo. On discute leur intérét dans un cadre élargi.
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