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Metabolismus und Toxizitit therapeutischer Chelatbildner
XI. Mitteilung: Einflul auf die prinatale Entwicklung bei der Ratte

Hubert Bomer

Aus dem Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe

Im Lehrbuch von Goldstein et al. [10] bzw. dem
einschligigen Ubersichtsreferat von Kalter u.
Woarkany [12] wird unter den teratogen wirk-
samen Medikamenten auch Athylendiaminte-
traazetat (ADTA) aufgefiihrt. Diesen Angaben
liegt eine Untersuchung [19] zugrunde, in der
nach Verabfolgung des Ca-freien ADTA an
triachtige Ratten MifSbildungen der Féten nach-
gewiesen wurden. Ca-freies ADTA lost be-
kanntlich eine Hypokalzidmie aus [8,14], die
ihrerseits teratogen ist [22]. Da jedoch ADTA
und das ihm verwandte Diithylentriamin-
pentaazetat (DTPA) bei der Therapie von Ver-
giftungen mit radioaktiven oder stabilen Metal-
len in Form ihrer Ca-Chelate Verwendung fin-
den, mu8 die Zuordnung von ADTA zu den
teratogenen Medikamenten als nicht gerecht-
fertigt, zumindest jedoch als mifiverstindlich
betrachtet werden. Untersuchungen iiber tera-
togene Wirkung der Ca-Chelate gibt es noch
nicht,

Die vorliegende Arbeit soll diese Liicke schlie-

Ben, indem der Einfluf von Ca-DTPA auf die

prinatale Entwicklung der Ratte untersucht
wurde. Die Chelatdosen (s. Tab. 2) sind h&her
als die fiir die Humanmedizin empfohlenen
(15 bis 60 wmol + kg + d1), jedoch erheblich
niedriger als die im Tierexperiment akut bzw.
chronisch toxischen Dosen [3]. In die Unter-
suchung einbezogen wurde weiterhin Zn-DTPA,
das im Vergleich zu Ca-DTPA eine erheblich
geringere Toxizitdt besitzt [2, 5,15, 23], bei der
Dekorporation von #Y, 1#44Cer [4], 4"Pm [17],
238Py [18] und 23°Pu [16] aber praktisch gleich
effektiv ist,

Zur Bestimmung des diaplazentaren Transfers
verwendeten wir, da uns radioaktiv markiertes
DTPA nicht zur Verfiigung stand, 5!Cr(III)-
ADTA. Da es sich bei Cr(III)-ADTA um ein
sogenanntes robustes Chelat handelt, d. h., die
Abspaltung von Cr3 vernachldssigbar ist,
erlaubt die Bestimmung von "iCr Aussagen
iiber das physiologische Verhalten des Chelat-
Anions. Da weiterhin keine nennenswerteren
Unterschiede im Verhalten von Cr(IIl)-ADTA
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und Ca-ADTA [21] bzw. von Ca-ADTA und
Ca-DTPA [1] vorliegen, ist es durchaus gerecht-
fertigt, von mit Cr(III)~ADTA erhaltenen Be-
funden auf einen analogen Metabolismus von
Ca-DTPA zu schlieflen.

Methodik

Als Versuchstiere dienten drei bis vier Monate
alte Rattenweibchen des Heiligenberg-Inzuchtstam-
mes, die mit etwa vier Monate alten minnlichen
Ratten gepaart wurden. Die Tiere erhielten
saltromin-R-Pellets” und Leitungswasser ad libi-
tum. Um die Chelatbildner zu einem definierten
Zeitpunkt verabreichen zu kénnen, mufte der Be-
ginn der Schwangerschaft bestimmt werden. Dies
geschah, indem nach zwdlf Stunden Paarung ein
Vaginalabstrich entnommen und mit Giemsa-L5-
sung gefirbt wurde. Die Tiere, bei denen Spermien
im Abstrich nachweisbar waren, erhielten am sieben-
ten, achten und neunten Tag danach je 2 ml 0,9%0
NaCl-Losung bzw. Ca-DTPA (in zwei verschiede-
nen Dosierungen) oder Zn-DTPA. In einer weite-
ren Gruppe erhielten die Tiere vom siebenten bis
14. Tag Ca-DTPA. Die Chelate wurden, in 2 ml
Aqua tridestillata gelost, in leichter Athernarkose
subkutan unter die Riickenhaut injiziert. Am
21, Tag der Schwangerschaft wurden die Mutter-
tiere in Athernarkose durch Entbluten getdtet, die
Foten durch Schnittentbindung gewonnen, nach
Abnabelung mit Ather getttet, gewogen und dann
exenteriert. Danach wurden sie nach der Methode
von Dawson [6] fixiert und das Skelett mit Aliza-
rinrot S angefdrbt, Im Uterus bestimmten wir die
als kleine braune Knétchen sichtbaren sogenann-
ten Resorptionen, d. h, die nicht entwidkelten bzw.
abgestorbenen Implantate. Die Foten wurden mit-
tels einer Lupe auf evtl, Anomalien gemustert,
histologische Untersuchungen wurden jedoch nicht
vorgenommen,

8Cr(III)-ADTA  wurde den Ratten etwa am
15, Tag der Schwangerschaft in einer Dosis von
~ 0,01 umol und 25 uCi in die Schwanzvene inji-
ziert, Zu verschiedenen Zeitpunkten toteten wir die
Tiere durch Entbluten in Athernarkose und be-
stimmten mittels eines y-Spektrometers den 51Cr-
Gehalt von Blutplasma, Leber, Muskulatur, Pla~
zenta und Féten.
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Tabelle 1. Konzentrationen von 51Ct-ADTA in Abhingigkeit von der Zeit. Mittelwerte von zwei bis

fiinf Ratten * Standardfehler.

Zeit %o der $1Cr-Dosis in1 g

(5td.) Blutplasma Leber Muskulatur Plazenta Fot

0,25 1,28 +0,21 0,15 * 0,02 0,11 £ 0,061 0,32 * 0,039 0,021 * 0,0030
0,30 0,32 10,036 0,11 *0,32 0,032+ 0,0046 0,19 + 0,065 0,031 + 0,0059

1 0,20 0,046 0,087 +0,0027 0,022 * 0,0045 0,14 0,021 0,029 £ 0,0001

2 0,036 10,0044 0,072 +0,0016 0,0049 + 0,00038 0,076 + 0,013 0,031 * 0,0039

4 0,0055 + 0,0017 0,041 % 0,0032 0,0011 * 0,00010 0,071 * 0,025 0,029 * 0,0022
Ergebnisse dergegeben (Methode I); bei der Methode II

Die in Tabelle 1 zusammengestellten Ergebnisse
des Versuchs mit 51Cr-ADTA zeigen, daR ein
diaplazentarer Transfer des Chelats in die
Foten stattfindet und die (an sich niedrige)
Chelatkonzentration im Fot und in der Plazenta
langsamer als im Gewebe des Muttertiers ab-
nimmt. Die Plasmaclearence ist mit der bei
nicht trichtigen Tieren [21] identisch.

Da die Verabreichung der Chelatbildner erst
am siebenten Tag nach der Paarung begann und
die Implantation zu diesem Zeitpunkt bereits
erfolgt ist, sollte die Zahl der Implantate, d. h.
der Féten und Resorptionen, bei homogenem
Material konstant sein. Einige wenige Ratten
der Kontroll- und Versuchsgruppen, bei denen
nur ein oder zwei Implantate vorlagen, wurden
deshalb von der Analyse ausgeschlossen. Zu
den in Tabelle 2 zusammengestellten Ergebnis-
sen ist beziiglich der statistischen Auswertung
folgendes zu bemerken: Die Resorptionshiufig-
keit wurde einmal als Prozent der Resorptionen
von der gesamten Zahl von Implantaten wie-

dagegen entspricht der angefiihrte %/o-Wert dem
Mittelwert der Resorptionshiufigkeiten bei den
verschiedenen Tieren einer Gruppe. Was die
Angaben iiber das mittlere Fotengewicht be-
trifft, so wurden die Werte einer Gruppe einer
Varianzanalyse unterzogen. Bei Methode I 1483t
der Mittelwert die Streuung zwischen den ein-
zelnen Wiirfen aufler acht, und der Fehler
errechnet sich aus der sogenannten Intra-Tier-
varianz. Bei der Methode II dagegen wurde
iiber die Mittelwerte der einzelnen Muttertiere
gemittelt und der Fehler aus der sogenannten
Inter-Tiervarianz berechnet. Der Vergleich der
entsprechenden Werte in Tabelle 2 zeigt, dafl
die Variabilitdt zwischen den einzelnen Wiirfen
eindeutig grofer ist als die Streuung innerhalb

der Wiirfe.

Die Haufigkeit der Resorptionen wird, wie aus
Tabelle 2 zu entnehmen ist, durch die hhere
Ca-DTPA-Dosis stark, auf rund das sechsfache
erhoht, wihrend bei der niedrigeren Dosis keine
statistisch signifikante ErhShung der Resorp-

Tabelle 2. EinfluB von DTPA auf die prinatale Entwicklung. Mittelwerte + Standardfehler. Erklirung

beziiglich I und II siehe Text.

Ca-DTPA Ca-DTPA Ca-DTPA Zn-DTPA
Kontrolle (7. bis (7. bis (7. bis (7. bis
9. Tag) 9. Tag) 14. Tag) 9. Tag)
Gewicht der Muttertiere (g) 202 201 214 203 206
Zahl der Muttertiere , . 12 10 8 12 11
Chelatdosis [ wgo |+ ley™ Y — 0,60 0,19 0,58 0,59
Zahl der Implantate pro Muttertier 9,3 9,9 8,9 9,8 9,0
/0 Resorptionen 1)) 10,7 + 2,9 65,7+ 4,8 155+4,3 754 +40 100132
9/p Resorptionen (I 10,4 + 3,0 651+ 75 13,5+ 6,4 76,8617,0 9,7+ 54
Gewicht der Féten (g) @ 319+0,29 241%014 283+0,12 238:+0,15 3,05+0,16
Gewicht der Foten (g) ran 3,17 £ 0,066 2,51 + 0,044 2,821 0,030 2,38 0,058 3,07 + 0,030

Zahl der Metatarsalknochen
Zahl der Wirbelkorper
(vom Beckenbeginn)

3,98 0,012
8,10 *+ 0,08

3,31 £ 0,112
5,48 + 0,21

3,63 0,127
6,94 £ 0,09

3,63 0,089
6,77 + 0,29

3,97 0,017
7,80 + 0,08
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tionsrate mehr vorliegt, desgleichen nicht im
Falle von Zn-DTPA. Die Gruppe, die vom sie-
benten bis 14. Tag Ca-DTPA erhielt, weist eine
im Vergleich zu der kiirzer dauernden Verabfol-
gung hohere Resorptionsrate auf, doch erreicht
der Unterschied keine statistische Signifikanz.
Einen eindeutigen Einflu$ iibt Ca-DTPA auch
auf das Gewicht der Féten aus, wobei auch im
Falle der niedrigeren Ca-DTPA-Dosis das Ge-
wicht statistisch gesichert niedriger als in der
Kontrolle ist. Wie auch im Falle der Resorptio-
nen, liegt beziiglich des Fotengewichts kein
gesicherter Unterschied zwischen den Gruppen
vor, in denen Ca-DTPA am siebenten bis neun-
ten bzw. siebenten bis 14. Tag verabfolgt wurde.
Ein normales Gewicht weisen die Féten in der
Zn-DTPA-Gruppe auf.

Bei der Durchsicht der Féten konnten in keiner
der Gruppen makroskopisch sichtbare Mi8bil-
dungen nachgewiesen werden. Dagegen liegt
eine eindeutige Hemmung der Ossifikation
durch Ca-DTPA vor, die sich in erster Linie in
einer Verminderung der mit Alizarinrot anfirb-
baren kaudalen Wirbelkérper und — in geringe-
rem MaBe -- der Metatarsalknochen mani-
festiert (Tab.2). Zn-DTPA zeigte beziiglich
der Metatarsalknochen keine Wirkung, wih-
rend die mittlere Zahl der Wirbel geringfiigig
und an der Grenze der statistischen Signifikanz
(P = 0,02) vermindert ist.

Diskussion

Unsere Versuche zeigen, daff die Verabfolgung
von Ca-DTPA wihrend der kritischen Phase
der Organogenese einen toxischen Effekt auf
den Fot ausiibt, der sich in einer starken Erho-
hung der Resorptionshiufigkeit sowie in einer
Verlangsamung des fotalen Wachstums und der
Ossifikation manifestiert. Milbildungen konn-
ten wir zwar nicht nachweisen, doch 148t sich
im Hinblick auf das zum Teil stark herabge-
setzte Gewicht der Féten das Vorliegen von
Mifibildungen bzw. einer Atrophie des ZNS und
der Augen nicht ausschliefen. Eine Verlinge-
rung der Ca-DTPA-Verabfolgung {iiber die
Phase der Organogenese hinaus, d. h. bis zum

1 Diese Annahme wird durch eine neuere Untersuchung von
Swenerton u. Hurley [Science 173 (1971), 62] bestitigt: Die
Verfiitterung von 3% Nag-ADTA an schwangere Ratten er-
hihte die Resorptionshiufigkeit und fithrte zu fétalen Mifi-
bildungen. Bei Erhéhung des Zn-Gehalts der Nahrung auf das
Zehnfache zeigte dagegen ADTA keinen Einfluf,
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DTPA und prinatale Entwicklung

14, Tag, zeigte eine nur geringfiigige und nicht
immer statistisch gesicherte Erhéhung der Toxi-
zitdt. DaB es sich bei der Erhthung der Resorp-
tionsrate und der Wachstumshemmung mog-
licherweise um zwei verschiedene Wirkungs-
mechanismen und/oder Angriffsorte des
Chelatbildners handelt, geht aus der Tatsache
hervor, da8 im Falle der niedrigeren Ca-DTPA-
Dosis die Resorptionsrate dem Kontrollwest
entspricht, der Einfluf auf das Wachstum aber
noch eindeutig nachweisbar ist.

Die Foten sind nach den obigen Versuchsergeb-
nissen erheblich empfindlicher gegeniiber Ca-
DTPA als die Muttertiere, bei denen keine
toxischen Nebenerscheinungen beobachtet wur-
den,

Was die Ursache Ffiir die toxischen Wirkungen
von Ca-DTPA auf die fotale Entwicklung be-
trifft, so legt der Nachweis, da8 Zn-DTPA
diesbeziiglich unwirksam ist, naturgemafl die
Vermutung nahe, in der Chelierung von endo-
genem Zn durch DTPA, genauer ausgedriickt
dem Austausch gegen Ca, den pathogenetisch
relevanten Faktor zu sehen.! Geht man von den
Untersuchungen von Havlicek [11] und Doofdk
[7] iiber die Beeinflussung des Zn-Stoffwech-
sels durch Ca-DTPA aus, so wiirde eine drei-
malige Verabfolgung von 0,6 mmol - kg™ bei
dem Muttertier zu einer positiven Zn-Bilanz
und zu einer Mobilisierung von etwa ein bis
zwei umol Zn fithren. Dazu tritt der Umstand,
daB8 nach den Ergebnissen der Tabelle 1 das
Chelat im Fdtus eine etwas lingere Verweilzeit
als im Muttertier aufzuweisen scheint und
damit die Wahrscheinlichkeit fiir die Wechsel-
wirkung mit Zn erhdht wird, Die Verzogerung
des Wachstums bei Zn-Defizienz ist wohl
bekannt (Literatur bei Vallee [20] und Follis
[9]), und ein analoger Einfluf auf das fotale
Wachstum ist sehr wahrscheinlich. Bei Hithnern
konnte eine eindeutige Haufung von verschie-
denartigsten Mibildungen bei Zn-Mangel
nachgewiesen werden [13].

Die praktischen Konsequenzen aus unseren
Befunden liegen auf der Hand: Die Medikation
von Ca-DTPA wihrend der Schwangerschaft
ist kontraindiziert. Fiir die Verabfolgung von
Zn-DTPA dagegen bestehen keine Bedenken.
Die Frage der Verwendung von Zn-DTPA an
Stelle des Ca-Chelats wurde in der Einleitung
kurz beriihrt und an anderer Stelle [3] ausfiihr-
lich diskutiert.
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Zusammenfassung

Metabolismus und Toxizitit therapeutischer Chelatbildner
X1, Mitteilung: EinfluB auf die prinatale Entwicklung bei der Ratte

Die Verabfolgung von Ca-DTPA an triichtige Ratten wihrend des Stadiums der Organo-
genese lost keine makroskopisch sichtbaren Mi8bildungen aus, jedoch eine starke Erhshung
der Resorptionshdufigkeit sowie eine Verlangsamung des fotalen Wachstums und der
Ossifikation, Zn-DTPA dagegen ist nicht toxisch. Mit Hilfe von 51Cr(III)-ADTA wurde ein
nichtlimitierter diaplazentarer Transfer des Chelats nachgewiesen, Die theoretische und
praktische Bedeutung dieser Befunde wird diskutiert.

Summary

Metabolism and Toxicity of Therapeutic Chelating Agents

11th Communication: Influence on the Prenatal Development in the Rat

The administration of Ca-DTPA to pregnant rats during the phase of organogenesis leads
to a markedly higher resorption rate as well as to a retardation of fetal growth and ossifica-
tion. Macroscopically visible malformations were not observed. Zn-DTPA proved to be
nontoxic. As shown by 5 Cr(III)-EDTA, the diaplacentar transfer of the chelate is not
limited. The theoretical and practical significance of the results is discussed.

Résumé

Maétabolisme et toxicité des chélateurs thérapeutiques
11éme communication: L'influence sur le développement prénatal chez le rat

L’administration du chélate calcique de DTPA A des rates en gestation pendant la période
de I'organogénése ne provoque aucune malformation visible mais une forte augmentation
des résorptions ainsi qu’une inhibition de la croissance et de l'ossification. Le chélate zinci-
que du DTPA ne montre pas d’effets toxiques. Des études conduites avec le 31Cr(III)-EDTA
permettent de constater un transfert du chélate  travers le placenta. La signification prati-

que et théorique de ces resultats est discutée,
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