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1. Einleitung

Chelatbildner vom Typ der synthetischen Polyaminopoly-
carboxylsauren haben sich im Verlauf der letzten Jahre als
Mittel der Wahl bei der Therapie von Vergiftungen mit sta-
bilen und radiosktiven Metallionen erwiesen (Ubersicht bei
Catsch ’}968:;1}9 Die .Ed..u..x.g)nc.l.u dieser Substan Zeil, mit einer
grofen Zahl von Metallionen sehr stabile, wasserldsliche
Komplexe zu bilden, die schnell durch die Nieren ausge-
schieden werden, lieBen sie als optimales Antidot beil
Schwermetallvergiftungen erscheinen. Besonders geeignet
wegen ihres glinstigen therapeutischen Indexes schien zu-
néchst die von Mung (1935) patentierte Athylendiamintetra-
essigs8ure (ADTA). Wegen ihrer starken Affinitédt zu Cast
wurde sie zundchst in der Textilindustrie zur Wasserent-
hdrtung verwendet und seit 1952 zur Behandlung von Pb-
Vergiftungen eingesetzt (Rubin et al. 1953). In der Folge-
zeit stieg die Verwendung der ADTA und verwandter Chelat-
bildner, in erster Linie der im Vergleich zu ADTA wirksameren
Didthylentriaminpentaessigsdure (DTPA), in der klinischen

Medizin sprunghaft an.

Bereits Dykerhoff et al. (1942) zeigten, daB die Na4ADTA
eine hohe toxische Wirkung auf Versuchstiere hat, die sich
in einem starken Blutdruckabfall mit Kra@mpfen und Exitus
duBert. Es konnte gezeigt werden, dafB dies auf einer
drastischen Senkung des Ca-Blutspiegels beruht. Aus diesem
Grund wird bei der therapeutischen Anwendung der ADTA im
allgemeinen das Ca-Chelat verabfolgt. Bel der Bedeutung
dieser Verbindung lag es friihzeitig nahe, ihr genaues Ver-
halten im Organismus zu studieren. Foreman et al. (1953%)
untersuchten an Ratten das Verteilungsmuster und die Aus-
scheidung von o markierter KDTA. Zur Anwendung kam eine
in a~Stellung zur Carboxylgruppe vierfach markierte ADTA
(AD”A-2— C) Die Applikation erfolgte intravends, intra-
peritoneal und oral mit einer Trigerdosis von 50 ng NaZCa—
ADTA/kg in 0,2 ml wissriger Ldsung (pH 7). Es zeigte sich,
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daBl die Verweilzeit der NaECaADTA im Organismus sehr kurz

ist. Bereits nach 6 Std. werden mit dem Urin etwa 95 % der
14C—Dosis ausgeschieden (Tabelle 1). In der ausgeatmeten
Tuft wurden nach 24 Std. nur < 0,1 % der 4

den. Dieses Ergebnis deutete auf einen vernachlissigbaren

C-Dosis gefun-

metabolischen Abbau im Organismus hin, zumal auch bei der

papierchromatographischen Untersuchung des Urins keinerlel
radioaktive Metaboliten gefunden wurden. Dazu ist kritisch
folgendes zu bemerken:

1. Das ausgeatmete 44002 wurde als BaCO5 gefallt und mit
Hilfe eines MethandurchfluB-Z&hlrohres gemessen. Diese
Methode ist im Vergleich zu der Jjetzt iUblichen Messung mit
Fliussigszintillatoren ziemlich unempfindlich.

-

2. Die Papierchromatographie wurde auf Whatman No. 41 Fil-
terpapier absteigend 12 - 15 Std. mit einem 1:1-Gemisch
aus iso-Propanol mit HC1 0,2 N (pH 1,5) als Leufmittel
durchgefihrt. Wie ein von uns durchgefihrter Kontrollver-
such zeigt, f81llt in diesem sauren Laufmittel offensicht-
lich ADTA im Verlauf der Chromatographie aus (Abb. 1).
Diese erzeugt entlang des Laufweges eine Spurvaus kleinen
Kristalliten, so daB der SchluBl auf Einheitlichkeit der
chromatographierten Substanz nicht zuldssig ist. AuBerdem
deutet der hohe Rf~Wert von 0,8 darauf hin, daBl das Lauf-
mittel stark eluierende Eigenschaften hat. Damit ist der
Schlufl von Foreman et al. auf die metabolische Inertheit
der ADTA ebenfalls in Frage gestellt.

Erstmals untersuchten Foreman et al. (1956), angeregt
durch klinische Erfahrungen mit der Chela
Ratten den EinfluB hoherer CalDTA-Dosen auf die Nieres

sie fanden eine starke hydropische Degeneration der proxi-
malen Tubuli, die nach Absetzen der Chelatbehandlung wieder
verschwand. Wie spiter Weber (1970) zeigte, handelt es sich
dabei hauptsdchlich um eine Schiadigung der proximalen Con-
voluten. Die der ADTA chemisch #hnliche DTPA, die eben-

falls von erheblichem therapeutischen Interesse ist, wurde

AT addhh nvand A T~
VUVLICLALCT, .
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von Foreman et al. 1960 untersucht. Es stellte sich heraus,
daB auch diese Verbindung starke Veranderungen in den Nie-
ren von Ratten hervorruft. Diese Ergebnisse wurden durch
Untersuchungen an Miusen und Ratten mit den Ca-Chelaten
der ADTA und DTPA bestdtigt und erweitert (Catsch 1964).
Der fir die Schadigung der Niere verantwortliche Mechanisg-
mus der ADTA-Wirkung blieb jedoch ungekldrt. Reuber (1963)

zeigte, daB bel gleichzeitiger Verabfolgung von Cortison
die toxische Wirkung von ADTA auf die Nieren potenziert
wird. Derselbe Autor fand sowohl eine starke Abhingigkeit
der durch CaADTA hervorgerufenen Nierenschiden vom Stamm
der verwendeten Versuchstiere (Reuber und Lee 1966) als
auch eine Jje nach Alter der Tiere unterschiedliche Wir-
kung auf die Nieren (Reuber 1967). Es lag nahe, die be-
obachtete starke Vakuolisierung der Nierenzellen mit einer
Beeinflussung der darin vorkommenden Enzyme in Zusammen-
hang zu bringen (Foreman 1960). Schwartz et al. (1966)
untersuchten daher die Aktivitat mehrerer Enzyme in der
Nierenrinde von Ratten, die vorher mit unterschiedlichen
CalDTA-Dosen behandelt worden waren, konnten jedoch keine
Parallelitat zwischen den morphologischen Nierenschadi-
gungen und Anderungen in der Enzymaktivitidt feststellen.
Nach eingehenden Untersuchungen der von CaADTA und

CaDTPA hervorgerufenen Wirkungen auf Ratten kamen Doolan
et al. (1967) zu dem SchluB, daB wahrscheinlich die

Niere als kritisches Organ fir die Toxizitat nicht in
Betracht kommt, sondern vielmehr eine (nicht niZher spezi-
fizierte) allgemeine Reaktion des Organismus ("systemic
reaction") dafiir verantwortlich ist. Trotz dieser Unter-
suchungen herrschte weiterhin Unklarheit iber den Entste-
hungsmechanismus der durch die Chelatbildner erzeugten
Nierenschdden. Es lagen zwar einige Erklarungsversuche vor,
z.B. wurde ein der (von Allen {1951) nach parenteraler
Verabreichung hypertonischer Ldsungen von Saccharose und
Lthylenglykol gefundenen) "osmotischen" Nephrose Zhnlicher
Effekt diskutiert, doch kdnnen diese Uberlegungen keines-
wegs alle Befunde widerspruchsfrei erkléren (zusammen-



fassende Diskussion bel Farmuth-Hoene 1967 und Catsch
1968b). In diesem Zusammenhang war von Interesse, daB
Darwish und Kratzer (19565) fanden, dsB bei Kiiken nach der
Verfutterung von ADTA-E—qQC in der Exspirationsluft 4,2
bzw. 5,4 % der ''C-Dosis nachweisbar waren. Dieser Befund,
zusammen mit den von Havlifek et al. (1968) erhaltenen Er-
gebnissen, veranlaBten Catsch (1968b) zur Erkliarung der
Toxizitat der Chelatbildner eine mdgliche Einwirkung ihrer
Metaboliten suf die Niere zur Diskussion zu stellen.
HavliCek et al. hielten eine Wiederholung und Erweiterung
der von Foreman et al. (1953) durchgefiihrten Experimente
fir angebracht und untersuchten daher sowohl ADTA als auch
DTPA in Form verschiedener Meballchelate auf ihr metabo-
lisches Verhalten bei Ratten. Als Versuchstiere dienten
Ratten, denen die Chelate in 0,5 ml Wasser (pH 7,4) in ver-
schiedener Dosierung intraperitoneal injiziert wurden. Die
Aktivitdt der Ldsungen betrug 10 - 20 wCi/ml. Bei den Ver-
suchen befanden sich die Tiere in einem Exsikkator, durch

den Iuft gesaugt wurde, auf einem Drahtnetz liber Kieselgel.
AnschlieBBend wurde die Atemluft zur Trocknung durch eine
Waschflasche mit Kieselgel sowle (zwecks SHbttigung mig
Methanol) durch eine zweite mit Methanol geleitet. Darauf
wurde das ausgeatmete 002 in zwel hintereinandergeschaltete
Waschflaschen, die mit Jje 12 ml Absorptionsfliissigkeit
(Athanolamin:Methanol 1:3Vy/V) gefiillt waren, geleitet. Nach
Zugebe von 10 ml Petroff-Szintillator wurde die 44C—Aktivi-
tat in einem Flissigszintillationszidhler gemessen. Wie aus
den Tabellen 2 und 3% ersichtlich, konnte weder eine Dosis-
abhdngigkelt der Veratmung noch eine Abh8ngigkelt von der
Art des chelierten Metallions nachgewlesen werden. Im
Gegensatz zu der Arbeit von Foreman et al. wurde allerdings
eine wesentlich hdhere Veratmung, ndmlich ~ 1 % der 44G-—
Dosis gefunden. ADTA unterliegt dabei einem etwas stérkeren
Abbau als DTPA. Bei ADTA war es gleichglltig, ob die Mar-—
kierung an der Carboxylgruppe oder in o-Stellung zu ihr er-

folgte,; die Jéthylenmarkierte ADTA erwies sich dagegen als
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praktisch metabolisch inert. Es ergeben sich zwelerlei
Moglichkeiten zur Interpretation dieser Befunde:

1. Die empfindlichere MeBmethode - verglichen mit der

von Foreman angewandten - gestattet, den Abbau der Chelat-
bildner nachzuweisen. Da nur bei den an der Azetatgruppe
markierten Verbindungen 44002 in der Atemluft gefunden
wurde, muB angenommen werden, daB nur diese Gruppen meta-

bolisiert werden.

2. Die verwendeten Préaparate waren entweder von der Synthese
oder durch Autoradiolyse mit aktiven Substanzen verunrei-
nigt, die metabolisiert werden und einen Abbau der Chelat-
bildner im Organismus vortduschen.

Un die zweite Méglichkeit auszuschlieBen, wurden die In-
jektionsldsungen sowohl papierchromatographisch als auch
mittels Hochspannungselektrophorese untersucht. Beim Aus-
messen der Streifen im MethandurchfluBzdhler (4 n-Geometrie)
ergaben frische Ldsungen von Na,Ca iprA-1-"%C und NaBHE-
DIPA-1-""C einheitliche Peaks. Bei einer 3 Wochen beil
Zimmertemperatur gelagerten Na5H2 DTPA—1~14C~L65ung zeigte
sich ein kleiner zwelter Peak, der aber auf das AusmaB

der in vivo-Veratmung keinen EinfluBl hatte. Eine mit 20 MR
Y-bestrahlte Probe von NayH, DIPA-1- 7C zeigbe im Elekbtro-
pherogramm eine deutliche Verunreinigung, und ihre in vivo-

Veratmung stieg auf 1,3 % an.

Aus diesen Befunden wurde geschlossen, daB der gefundene
Veratmungseffekt tatsichlich auf einem Metabolismus der
Chelatbildner beruht und nicht auf Verunreinigungen zu-
rickzufiihren ist.

Es erhob sich nun die Frage, welches Organ hauptséchlich
fir den Metabolismus der Chelatbildner verantwortlich ist
und welches Enzym oder Enzymsystem den Abbau bewirkt.
AuBerdem waren die entstehenden Metaboliten zur Erklarung
der evt]l, toxischen Wirkung dieser Substanzen von besonderem
Interesse. Damit sind die Aufgaben der vorliegenden Arbeit
umrissen. '



2. Orientierende Untersuchungen

Die in vitro-Versuche zum Abbau der Chelatbildner wurden
mit Homogenaten aus frischen Organen von Ratten des Heili-
genberg—lnzuchtstammes durchgefiihrt. Wegen der bekannten
Nephrotoxizitadt der Chelatbildner lag es nahe, das Haupt-
augenmerk bei der Suche nach einem die ADTA abbauenden
Enzym auf dié Nieren zu legen. Daneben schien die Leber
als Organ, in dem zahlreiche Entgiftungsprozesse ablaufen,
und das Blutserum am ehesten als Enzymquelle in Frage zu
kommen. Zungchst wurden zalle Experimente mit der am leich-

446, durchge-

testen zuginglichen Verbindung, der ADTA-2-
fiihrt. Nach der Klarung ihres in vitro-Verhaltens sollten
die Versuche durch DTPA-1- '+, EDTA-1-"7C sowie ADTA-
éthylen—14c erweltert und mit den in vivo-Ergebnissen von
Havlidek et al. verglichen werden. Da fiir die Chelatbildner
offensichtlich ein oxydativer Abbau anzunehmen ist, wurde
folgende Versuchsanordnung zum Nachweis des vermuteten
enzymatisehen Abbaus gewdhlt (Abb. 2): Als Reaktionsgefif
diente eine ca. 12 ml fassende Waschflasche mit Fritte,

in der sich ein sog. Standardansatz befand. Darauf folgte
eine gleichgroBe Sicherheitsflasche, der ein mit Kiesel~
gel gefiilltes U-Rohr zur Trocknung nachgeschaltet war.

Das enbtstehende 14602 wurde in einem AbsorptionsgefiB, das
mit 12 ml einer Mischung aus Methanol und Athanolamin

(3:1 Y7V) gefillt war, asufgefangen. Das ReaktionsgefdlB

und die Sicherheitsflasche wurden in einem Wasserbad
thermostatiert (30 °C). Zur "Beatmung" des Ansatzes wurde
langsam ein ILuftstrom durch die Apparatur gesaugt. Die
Inkubationsdauer betrug 1 Std., dann wurde die Resktion
durch Zugabe von 71 ml halbkonzentrierter HZSO4 gestopgz und
anschlieBend noch 20 min. mit Luft gespilt, um alles 002

zu absorbieren.
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Die Untersuchung enzymatischer Reaktionen erfordert die
Einfﬁhrung einer MaBeinheit fir die Enzymaktivitat. Im
"Report of the Commission on Enzymes" (1961) wird die
Enzymeinheit wie folgt definiert: Eine Enzymeinheit ist
die Menge, die unter definierten Bedingungen pro Minute

1 pmol Substrat umsetzt. Die Reaktionsbedingungen missen
dabei optimal sein, und als Standardtemperatur gilt 25 °c.
Die spezifische Aktivitat eines Enzymprédparates ist dem-
nach die Anzahl der Enzymeinheiten pro mg Protein. Oft
ist es allerdings zweckmiZBig, die enzymatische Aktivitat
in relativen Einheiten zu messen. Bel der Metabolisierung
der ADTA ist z.B. nicht bekannt, wie viele Acetatgruppen
abgebaut werden, so daB die obige Definition der Enzym-
einheit nicht angewendet werden kann. Daher wurde in
dieser Arbeit die enzymatische Aktivitat entweder durch
den als 44002 gemessenen, abgebauten Prozentsatz der Do-
sis oder direkt durch die gefundenen Zerfidlle pro !Minute
ausgedrickt. Als spezifische Aktivitat wird im folgenden
die (wie vorstehend definiert) enzymatische Aktivitat pro
Gewichtseinheit (g oder mg) Protein bzw. Organpriparat
bezeichnet. Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe der
Biuret-Methode (Beisenherz et al. 195%) durchgefihrt.

Mit Darmhomogenaten war diese Methode wegen der starken
Trubung der Reaktionsldsung, die eine Extinktionsmessung
unmoglich machte, nicht anwendbar.

Bereits die ersten, orientierenden Versuche im physiolo-
gischen pH-Bereich von 7,4 zeigten, daB offensichtlich die
"spezifische Aktivitat" von Nierenhomogenaten wesentlich
Uber der von Leberhomogenaten liegt, wahrend im Serum da-
gegen keine enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden
konnte (Tabelle 4). Allerdings zeigte sich, daB bei Umrech-
nung auf das ganze Organ die Leber mehr Chelatbildner ab-
baut als die Niere. Es sei jedoch an dieser Stelle darauf



hingewiesen, dafl SchluBfolgerungen aus in vitro-Versuchen
auf den Metabolismus im Tier nicht ohne weiteres zulissig
sind. Einerseits ist ein in vitro-System wesentlich ein-
facher, andererseits aber auch komplizierter als der Orga-
nismus. Einfacher, da man den EinfluBl aller anderen Organe
suBer dem untersuchten asusschliefen und definierte Bedin-
gungen schaffen kann; komplizierter, weil ein Organhomo-
genat im Gegensatz zur intakten Zelle eine ungeordnete
Mischung verschiedenster Zellbestandteile darstellt.

Die Untersuchung enzymatischer Reaktionen erfordert mog-
lichst optimale Bedingungen. Darunter werden Reaktions-
bedingungen verstanden, bei denen der fir die Reaktion
ginstigste pH-Wert herrscht und das Enzym Jjederzeit sowohl
mit Substrat als auch mit allen Cofaktoren gesattigt ist,
so daB die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion eine lineare
Funktion der Enzymkonzentration ist. Insbesondere sind op-
timale Bedingungen Voraussetzung fiir die Bestimmung von
Anreicherungs- und Reinheitsgrad der Enzympriparation.
Unter Umsténden muB man allerdings, z.B. aus Grinden der
Ioslichkeit des Substrats, in einem System arbelten, das
obige Voraussebtzungen nicht ganz erfullt.

Zur Untersuchung der pH-Abhiangigkeit der enzymatischen
Reaktion wurde ein Vorversuch bei 3 verschiedenen pH-
Werten durchgefihrt. Der Standardansatz I wurde unter
Standardbedingungen in folgenden Puffern beatmet:

1. Sdrensen pH 6,5
2. SBrensen pH 7,4 (physiologisch)
3. Pyrophosphat/HC1 pH 8,5

Tabelle 5 zeigt, daB die Reaktion offensichtlich im schwach
saueren Bereich am besten ablduft. Die genauere Untersu-
chung erbrachte als pH-Optimum einen Wert zwischen pH 5,5
und 6,0 (s. 8.15 ).
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Un diejenige Substratkonzentration zu ermitteln, bei der
das Enzym abgesattigt ist, wurde der Standardansatz I
unter Standardbedingungen in Gegenwart steigender Substrat-
konzentrationen beatmet. Zur Anderung der Substratkonzen-
tration wurden verschiedene Volumina einer NagCaADTA-Lae
sung mit der spezifischen Aktivitdt von 0,03 uCi/pmol zu-
gegeben. In Abbildung 3 ist die veratmete Substratmenge
in % der eingesetzten Dosis als Funktion der ADTA-Konzen-
tration aufgetragen. Die absolut umgesetzte Substratmenge
- unter der Annahme berechnet, daBl alle Acetatgruppen ab-
gespalten und veratmet werden - steigt natirlich mit Er-
hohung der Substratkonzentration in den Ansitzen (Abb. 4).
Eine Enzymsattigung ist aber offensichtlich erst oberhalbd
400 umol ADTA pro Ansatz erreicht (Abb. 5). Da die e
Aktivitdt der methodisch limitierende Fektor bei den Ex-
perimenten ist, die spezifische 44C—Aktivitét aber nicht
beliebig gesteigert werden kann, miissen eine Substratkon-
zentration und eine spezifische Aktivitdt gewdhlt werden,
bei denen, in bestimmten Grenzen, eine lineare Abhangigkeit
der Veratmung von der Enzymmenge besteht und noch eine
sichere Nachweismdglichkeit fir die Veratmung gegeben ist.

Die Abhidngigkeit der enzymatischen Veratmung von der Homo-
genatmenge wurde im Standardansatz I geprift. Da die ein-
zige Moglichkeit zur Erhdhung der Enzymkonzentration in

der Zugabe steigender Homogenatmengen bestand, wurde vor-
laufig nur in dem Bereich zwischen 0,25 ml und 1 ml Homo-
genat pro Ansatz getestet. Sobald eine Methode zur Anrei-
sollte diese Untersuchung

cherung des Enzyms gefunden war

?
Uber eine grofere Konzentrationsbreit hgefthrt werden.

Aus Abbildung 6 ist ersichtlich, daB in dem genannten Be-

reich eine lineare Beziehung zwischen Homogenatmenge und

freigesetzten 14002 unter Standardbedingungen besteht.

A
€ aqurce
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Es zeigte sich im Laufe der Untersuchungen, daB Ergebnisse
mit Nierenhomogenaten von verschiedenen Ratten schlecht
reproduzierbar sind (vgl. S. 15). Der Grund dafur dirfte
in einer biologischen Variabilitadt zu suchen sein, die

auch bei Tieren desselben Wurfes und nahezu desselben Ge-
wichts noc¢h betrichtlich sein kann. Daher wurde versucht,
eine Methode zur Herstellung von Orgenpriparaten, die
langere Zeit lagerféhig gind, zu finden. Die Lagerung

bei 4 °¢ fiihrt sowohl in Sdrensen-Puffer (pH 7,4) als auch
in reiner Saccharoseldsung (0,25 M) nach 24 Std. zu einem
praktisch vollstandigen Verlust der enzymatischen Aktivitat.
Ebenso scheiterte der Versuch, ein Acetontrockenpulver nach
der {iblichen Methode, d.h. durch Einbringen eines Homogenats
in das 10-fache Volumen eisgekiihlten Acetons, anschlieBendes
Abtrennen und Lufttrocknung, herzustellen, da die Enzymak-
tivitdt bel diesem Verfahren vollig verlorengeht. Auch

die Gefriertrocknung erwies sich als unzureichende Methode,
da bereits beim Einfrieren des Homogenats im K8ltebad
(Trockeneis/Aceton) der groBte Teil der enzymatischen
Aktivitdt verloren ging.Der Aktivitatsverlust schwankte
stark, er betrug im Mittel 75 %.

%. Versuche zur Anreicherung des Enzyms

3.1, Differentialzentrifugation

Zur Anreicherung des die Chelatbildner abbauenden Enzyms
schien es sinnvoll, zun8chst mittels einer Differential-
zentrifugation die Zellorganellen zu bestimmen, in denen
die Hauptmenge des Enzyms lokalisiert ist, und anschlies-
send weitere Anreicherungs- und Remigungsverfahren anzu-
wenden. Neben den Mitochondrien, in denen bekanntlich eine
groBe Zahl von Enzymen und insbesondere die gesamte At-
mungskette lokalisiert ist, kamen noch hauptsédchlich Per-
oxisomen und Mikrosomen als Enzymquelle in Frage. Bel den

Peroxisomen handelt es sich, wie von de Duve und Baudhuin

(1966) eingehend beschrieben, um besonders enzymreiche
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Teile des Cytoplasmas, die u.a. Katalase, D- und L-Anino-
sdureoxidase, Cytochromoxidase und saure Phosphatase ent-
halten. Besonders interessant schien in diesem Zusammen-
hang, daf die Peroxisomen bisher nur in der Leber und
Niere eindeutig nachgewiesen wurden. DaB die Mikrosomen
Fremdstoffe hydroxylieren und oxydieren kdnnen, ist seit
l8ngerem hekannt. Fir das vorliegende Problem ist die
Arbeit von Kiese und Uehleke (1961), die den Nachwels er-
brachten, dafll die Mikrosomen fiir die N-Oxydation von
Methyl-N,N-Dimethyl- und Athylamin verantwortlich sind,
von besonderem Interesse. Zwar miiBten beim Abbau der ADTA
nicht Alkylgruppen, sondern Acetatgruppen am Stickstoff
oxydativ abgespalten werden, was bei der meist hohen Spe-
zifitat enzymatischer Reaktionen nicht vom selben Enzynm
katalysiert werden sollte; die Tatsache Jjedoch, daB z.B.
sowohl Benzpyren von Mikrosomen hydroxyliert wird (Gelboin
und Blackburn 1964), als auch Steroide oxydativ demethyliert
werden (Swindell und Gaylor 1968), lieB die Annahme, daB
Mikrosomen beim ADTA-Metabolismus beteilight sein kdnnten,

nicht v6llig unplausibel erscheinen.

Zur Uberpriifung dieser Uberlegungen wurde mit einem Nieren-
homogenat eine Differentialzentrifugation nach Hogeboom
(1955) durchgefiihrt. Es zeigte sich, daB weder die Mikro-
somenfraktion noch das Zvtoplasma ein ADTA sbbauendes Enzym
enthielt. Nur in den Xern- und Mitochondrienfraktionen
wurden 8 - 10 % der urspringlichen Enzymaktivitdt gefunden.
Offensichtlich ist die enzymatische Aktivitdt an Zellstruk-
turen gebunden, und es tritt wBhrend der Pradparation eine
weitgehende Insktivierung ein. Daher wurde im Folgenden
versucht, das Enzym mittels einschlégiger Methoden in Lo-
sung zu bringen und so einer chromabographischen Anreiche-
rung zuginglich zu machen.
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5.2, Behandlung mit Detergentien

Synthetische Detergentien und einige natirlich vorkommende
Substanzen mit dhnlicher Wirkung sind in der Lage, Bestand-
teile biologischer Membranen in Ldsung zu bringen (Morton
1955). Dabei werden hauptsichlich mit einem wesentlichen
Teil der Zellmembran (Proteinlipiddopﬁelschichten)“Mizellen
gebildet, wodurch die Membranstruktur stark verandert wird.
Eine Enzymabldsung von Membranen ist auf diesem Wege aller-
'dings nur dann méglich, wenn das benutzte Detergenz keine
irreversiblen Inhibitoreigenschaften aufweist. Da im all-
gemeinen kationische, anionische und neutrale Detergentien
nicht gleichartig wirken, wurde der Einflufl verschiedener
Agentien geprift: Triton X 100 (Octylphenocldecaidthylen-—
glykol&dther, neutral),N-Cetyl-N,N,N-trimethylammonium-
bromid (kationisch), Teepol 710 (Sec. Alkylsulfat, anio-
nisch),Desoxycholat (anionisch), Digitoninldsung nach
Kaplan (Mortoan 1955).

Die Homogenate wurden im Eisbad mit den verschiedenen Sub-
stanzen %0 Min. behandelt und anschlieBend die enzymatische
Aktivitdt mit der des frischen Homogenats verglichen (Ta-
belle 6). Wahrend kationische und neutrale Agentien die
enzymatische Aktivitdt nicht hemmen, wirken das anionische
Teepol und Desoxycholet sowie Digitonin als Inhibitoren.
Nach dem Zentrifugieren (20 Min. bei 15 OOOXg) wurde die
gesamte enzymatische Aktivitat im Niederschlag gefunden
(siehe Tabelle 6), wogegen im Uberstand keinerlei nennens-
werte Aktivit#t nachgewiesen werden konnte. Damit scheidet

des Enzyms oder Enzymkomplexes von Zellpartikeln aus.

3.3, Ultraschallbehandlung

Nachdem das Enzym mit iUblichen Detergentien nicht in Ldsung
zu Uberfihren war, wurde dies mittels Ultraschallzerkleine-
rung versucht. Dazu wurde zundchst ein Nierenhomogenat
nach Potter und Elvehjem (1955) in 0,25 M Saccharose her-



- 13 -

gestellt und dessen spezifische Aktivitadt im Standardan-
satz I bestimmt. Der Proteingehalt wurde nach der Biuret-
Methode gemessen (Beisenherz et al. 1953). AnschlieBend
wurde das Homogenat durch Ultraschall mit dem Sonifier
(Branson Sonic Power) im Eis/NaCl-Bad 10 Min. (Stufe 1)
zerkleinert; nach Jje 30 Sekunden wurde ebenso lange pau~
siert. Die enzymatische Aktivit&dt des so erhaltenen Homo-
genats wurde ebenfalls im Standardansatz I getestet. Den
Rest des mit Ultraschall behandelten Homogenats zentrifu-
gierten wir 1 Std. in der Ultrazentrifuge (Spinco.L50) J
bei ca. 100 000xg (R 40, 40 000 UpM). Sowohl der gewaschene
Niederschlag als auch der Uberstand wurden ebenfalls in
Standardansatz I untersucht (Tab. 7). Es zeigte sich, daR
die spezifische Aktivitit- im Niederschlag des ultraschall-
behandelten Homogenats auf den finffachen Wert des ein-
fachen Homogenats nach Potter und Elvehjem angestiegen
war. Im Uberstand konnte keine Aktivitdt nachgewiesen
werden, was bedeutet, daBl lediglich enzymatisch inaktive
Proteine von den Zellstrukturen abgeldst wurden. Interes-
sant ist, dafl das Gesamthomogenat nach der Ultraschallbe-
handlung keinerlei enzymatische Aktivitat aufweist, wofir

sich zwei Erklarungsmoglichkeiten anbieten:

1. Es handelt sich um eine kompetitive Hemmung durch die
in Losung gebrachten Proteine, die mit dem an die
Strukturreste gebundenen Enzym Komplexe bilden und
dadurch die Bildung von Enzym-Substrat-Komplexen mit
der ADTA verhindern.

o

o

Die ADTA reagiert selbst mit den geldsten Substanzen

und wird dadurch dem Zugriff des Enzyms entzogen.

Um entscheiden zu kdnnen, welche Art der Hemmung vorliegt,
waren weitere Untersuchungen ndtig, die fiir unsere Frage-
stellung Jjedoch nicht interessieren.
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3.4. Enzymatische AblOsung des Enzyms von den
Zellstrukturen

Beaufay und de Duve (1959) aktivierten lysosomale Hydrola-
sen mit saurem pH-Optimum durch Behandlung der Mitochon-
drienfraktion aus Rattenleber mit Enzympraparaten. Es

wird von den Autoren angenommen, daB dadurch Veranderungen
an den Membranen der Lysosomen hervorgerufen werden, die
entweder den Eintritt der Substrate erleichtern oder das
Austreten der Hydrolasen aus den Lysosomen ermoglichen.

In Anlehnung an diese Experimente versuchten wir, in einem
aus einem Nierenhomogenat in Imidazol/HCl-Puffer (pH 7,5,
Saccharose 0,25 M) nach Zentrifugation bei 15 000xg (20
ﬂino) erhaltenen Niederschlag eine Enzymektivierung durch
Behandlung mit Enzympriaparaten zu erreichen. Der Nieder-
schlag wurde in obigem Puffer suspendiert, mit Ca012 ver-
setzt (4 mM) und je 8 ml 30 Min. bei 30 °C mit folgenden
Enzympréparaten inkubiert:

5 und 10 mg Pankreatin 18 000 E/g Lipase(lMerck, Darmstadt)
5 " 10 mg Trypsin 80 000 E/g (Merck, Darmstadt)
2 mg Phospholipase D (C.F. Boehringer, Mannheim)

0,2 ml Phospholipase A (1 mg/ml in
Glycerin) (C.F. Boehringer, Mannheim)

AnschlieBend wurden die so behandelten suspendierten Nieder-
schldge im Standardansatz I auf ihre enzymatische Aktivitat
geprift und diese mit der der unbehandelten Niederschlage
verglichen. Je 4 ml der inkubierten Suspensionen wurden

20 Min. bei 15 000xg zentrifugiert (Spinco 150) und -sowehl
der Niederschlag als auch der Uberstand mit der Standard-
methode untersucht. Bei den mit Pankreatin und Trypsin be-
handelten Proben konnte keine eindeutige Wirkung der zuge-
setzten Enzympriparate auf die enzymatische Aktivitat nach-
gewiesen werden. Die beiden Phospholipasen losten ebenfalls
kein Enzym von den Zellbruchstiicken ab, aber in den damit
inkubierten Niederschligen stieg die spezifische Aktivitat
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analog zu dem mit Ultraschall behandelten Homogenaten an
(Tebelle 8). Daraus geht hervor, daB such in diesem Fall
nur am ADTA-Abbau unbeteiligte Proteine von den Zellstruk-
turen abgeldst werden und somit auch diese Methode fiir eine
Ablosung des Enzyms erfolglos blieb.

4, Versuche zur Charakbterisierung des Enzyms

4.1, pH-Abhdngigkeit

Nachdem s#@mtliche Experimente, das die Chelatbildner meta-
bolisierende Enzym bzw. Enzymsystem von Zellstrukturen
abzuldsen, fehlgeschlagen waren, versuchten wir, mittels
einer detaillierteren Charakterisierung der Reaktion Auf-
schluBl {iber die Identitdt des Enzyms zu erhalten. Zunidchst
wurde das pH-Optimum der Reaktion mit Nierenhomogenaten
von zwel Ratten gleichen Gewichts bestimmt. Dazu wurde

der Standardansatz I mit verschiedenen Puffern benutzt:

pH 5 - i"‘)
pH 5,5 - 7, Sérensen-Puffer
pH 8,5 Pyrophosphat/HCl-Puffer

U\

Die Blindwerte der Reaktion blieben iiber den gesamten
pH-Bereich konstant. Es ergab sich fiir beide Homogenate

ein Ubereinstimmendes pH-Optimum fir die Veratmungsreaktion
zwischen pH 5,5 und pH 6,0 (Abb. 7). Die Maxima der beiden
RKurven unterscheiden sich infolge der biologischen Variabi-
litat um einen Faktor von rund 1,6. Aus diesem Grunde diurfen
immer nur die Ergebnisse innerhalb einer Versuchsreihe,

die mit demselben Homogenat durchgefiihrt wurden, verglichen
werden. Die Variabilitadt bei den Versuchen mit Nierenhomo-
genaten ist wesentlich grdéfier als beil in vivo-Versuchen.
Das deutet darauf hin, daB in vivo nicht die Niere allein
den gesamten metabolischen Abbau bewirkt, wenn sie auch den
wesentlichsten Beitrag dazu liefern dirfte. Dafﬁp sprechen
auch die Versuche von Havlilek et al. (1968) an Ratten mit
abgebundenen NierengefdfBen. Die Tiere mit Nierenligatur
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veratmeten zwar in den ersten vier Stunden wesentlich weni-
ger ADTA als Kontrolltiere, die Veratmungsrate blieb aber
Uber weltere vier Stunden konstant, wogegen sie bei den
Kontrolltieren wegen der raschen Ausscheidung der Chelat-
bildner stark absank. Insgesamt wurden im Zeitraum von

0 - 8 Stunden von beiden Versuchsgruppen etwa 1 % LADTA ver-
atmet. Das ist ein Hinweis dafir, daB eine "Ausweichreak-

tion" Uber andere Organe mdglich ist.

4,2, Zelitabhidngigkeit

Da die beli der in vitro-Reaktion entstehenden Metaboliten
der ADTA nach MSglichkeit isoliert und charakterisiert
werden sollten, wurde untersucht, welche Reaktionsdauer
unter optimalen Bedingungen (Standardensatz II) eine maxi-
male Ausbeute ergibt. Aus Abb. 8 ist ersichtlich, dalB iber
einen Bereich von 4 Std. die veratmete Substratmenge mit
der Inkubationsdauer zunimmt. Daraus ist zu folgefn,dal

4+
Yoo

die Veratmung der ADTA offenbar eine langsame Reaktion is
was auch die geringe Veratmungsrate bel der relativ kurzen
Verweilzeit in vivo erkliren kdnnte. Eine Aussage iber die
Geschwindigkeit des enzymatischen Abbaues darf jedoch wegen
der geringen Reinheit des Pré&parates nicht gemacht werden,
und eine Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit wire nur
mit einem reinen oder zumindest weitgehend angereicherten

Enzympraparat sinnvoll.

4,.%, Temperaturabhidngigkeit

Die Thermostabilitét ist ein wesentliches Charakteristikum
fir ein Enzym. Auch hier gilt, dall exakte Aussagen nur aus
Experimenten mit reinen Pradparaten gewonnen werden konnen
und Untersuchungen an einem Homogenat miissen nicht die
tatsdchliche Temperaturempfindlichkeit wiedergeben, da es
z.B. durchaus denkbar ist, daB geldste Proteine oder die
Bindung an Strukturen eine Denaturierung beschleunigen oder
verhindern. In erster Ndherung kann aber eine Untersuchung
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der Enzymaktivitidt eines Homogenats in Abhingigkeit von
der Inkubationstemperatur flir eine Charakterisierung heran-
gezogen werden. Daher wurden Standardansitze (II) bei ver-
schiedenen Temperaturen je 30 Min. bebriitet und nach Zu-
gabe des Substrats die enzymatische Aktivitat bestimmt
(Abb. 9). Ob eine strenge Linearitat zwischen steigender
Bebriutungstemperatur und Abnahme der enzymatischen Akti-
vitat liber das untersuchte Temperaturintervall besteht,
ist - insbesondere wegen der groflen Fehlerbreite des
zweiten Punktes - nicht gesichert. Von alleinigem Inter-
esse ist die Temperatur, beil der eine 100 %ige Inaktivie=
rung eintritt. Aus Abb. 9 ist eindeutig zu entnehmen, dall
bel einer 30-minitigen Bebriitung oberhalb 60 °c die Enzym-
aktivitdt vollig verschwindet. Demnach gehdrt das Enzym
weder zu den besonders temperaturempfindlichen noch zu
den besonders thermostabilen.

4.4, Veratmung unter Luft, N2 und O2

Da es sich bei dem ADTA-abbauenden Enzym um eine Oxidase
handeln konnte, wurde die enzymatische Reaktion unter Iuft,
02 und N2 untersucht (02 und N2 hochrein). Bs war zu er-
warten, dafl unter N2 die Veratmung gehemmt, unter 02 da-
gegen gesteigert wirde. Die im Standardansatz I unter den
verschiedenen Bedingungen gewonnenen Ergebnisse sind in
Tebelle 9 zusammengefaBt. Setzt man den unter Luft gewon-
nenen Wert gleich 100 %, dann zeigt sich, daB zwar die

fiir anaerobe Bedingungen erwartete Senkung des ADTA-Ab-
baues eintritt, aber unter Og—AtmOSphére die Abbaurate

.

nicht eindeutig erhdht wird. Die genaue Abbaur

N2 ist wegen der Schwankungen de§4Leerrate, die sich na-
tirlich besonders bel niedrigen C-Aktivitédten auswirken,
nicht exakt bestimmbar (s. S. 46 ). DaB die enzymatische
Aktivitat unter 02—Atmosphére nicht groBer als in Twmft ist,
darf nicht verwundern, wenn man bedenkt, daBl auch die
Cytochromoxidase bereits bei einem Partialdruck von 5 %

02 in Stickstoff ihre maximale Aktivitdt erreicht (Yonetani

1963)




- 18 -

4,5, Wirkung von Enzymhemmern

Enzymatische Reaktionen kénnen durch eine Vielzahl ver-
schiedenster Substanzen gehemmt oder vollig unterbunden
werden. Es handelt sich dabei teils um spezifisch wirkende
Inhibitoren, wie z.B. um das Amytal (5-Athyl-5-iso-amyl-
barbitursidure), das die NADH-Dehydrogenase hemmt, oder

das Antimycin A, das die Reduktion des Cytochrom C blockiert
(Karlson 1966), teils um weitgehend unspezifisch wirkende
Agentien, wie KCN oder Quecksilberverbindungen. Ziel der
folgenden Untersuchungen war es, durch Anwendung spezifi-
scher Inhibitoren die Beteiligung bestimmter Enzyme am Ab-
beu der ADTA auszuschlieBen und die Anzahl der mdglicher-
weise daran mitwirkenden Enzyme einzuengen.

Nach Havlidek et al. (1968) wurden bei der Veratmung der
EDTA durch Ratten die Acebtatgruppen am Stickstoff abgespal-
ten, wogegen die Athylengruppe offensichtlich intakt bleibt.
Kiese und Uehleke (1961) hatten gezeigt, daB beim Sdugetier
die Mikrosomen der Ort der N-Oxydation des Anilins sind.
Unter den Arbeiten iUber mikrosomale Oxydasen sind besonders
die Untersuchungen von Machinist et al. (1968) iber die
Verteilung der Dialkylarylamin-N-oxid-Dealkylase und die
Dialkylarylamin-N-Oxidase bei verschiedenen Tieren interes-
sant. Die Autoren fanden u.a., daBl Mikrosomen aus Waschbdr-
leber Chlorpromazin dealkylieren kdnnen. Chlorpromazin be-
sitzt einen Dimethylamiropropanrest,der, wie Ross et al.
(1958) an der o omarkierten Verbindung zeigten, oxydativ
demethyliert wird. Ratten, denen man oral Chlorpromazin (an
der Methylgruppe markiert) verabreichte, atmeten 16,7 % des
440 innerhalb 6 Std. als 44002 aus. Auch das Psychopharmakon
Tofranifg esitzt die Dimethylaminopropan-Gruppierung und
wird, wie Herrmanmnund Pulver (1960) zeigten, demethyliert.
Neben anderen Metaboliten konnte papierchromatographisch
im Urin ein Produkt identifiziert werden, bel dem eine
Methylgruppe durch Wasserstoff ersetzt ist. Diese Befunde
konnten befriedigend mit einer Oxydation der tertifiren
Amine durch mikrosomale Oxidasen erklirt werden. Auch die
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EDTA besitzt als Strukturelement dreifach substitulerte
N-Atome. Sie kann als freie Sdure natiirlich nicht mit
tertidren Aminen verglichen werden; es muB aber darauf
hingewiesen werden, dafl sie von uns immer als Metallchelat
verwendet wurde. In dieser Form ist nicht nur die sterische
Anordnung auf jeden Fall anders als beim freien S&ureanion,
sondern die Carboxylfunktionen sind auch teilweise abge-
sattigt, so daB sie nicht mehr mit denen der freien SHure
vergleichbar sind. Damit konnte nicht von vornherein mit
Sicherheit ausgeschlossen werden, daBl u.U. Enzymsysteme,
die tertiare Amine angreifen, auch auf die ADTA einwirken,
Die mikrosomalen Oxidasen kommen nach den Ergebnissen der
Differentialzentrifugation dafiir allerdings nicht in Be-
tracht.

Ein anderes Enzym, das tertidre Amine abbauen kann, ist die
Monoamincxidase (Blaschko 1963). Ihre Beteiligung am Meta-
bolismus der ADTA wiirde, vom therapeutischen Standpunkt
betrachtet, eventuelle Konsequenzen haben. Falls namlich
die ADTA von der MAO zu nephrotoxischen Aminoverbindungen
abgebaut wird, konnte man bei der Chelat-Behandlung von
Metallvergiftungen durch gleichzeitige Verabreichung ge-
wisser Thymoleptika (z.B. Nardil(R)), deren Wirkung auf
einer MAO-Hemmung beruht (Auterhoff 1965), den therapeu~-
tischen Index der Chelate verbessern. Neben der MAO schien
es auch sinnvoll, eine Beteiligung der Atmungskette beim
Metabolismus der ADTA in Betracht zu ziehen. Zur Klirung
dieser Fragen dienten die von uns durchgefilhrten Hemmver-
suche. Zunidchst wurde der Einflub verschiedener Inhibitoren
auf Nierenhomogenate im Standardansatz I geprift. War eine
Hemmung eindeutig nachweisbar, fihrten wir eine genauere
Untersuchung im Standardansatz IT bei Substratsattigung
durch. Die Ergebnisse sind in Tebelle 10 zusammengestellt.
Ware die MAO fiir den Abbau der ADTA verantwortlich, miBten
Substanzen wie Methylenblsu und das Hydrazinderivat
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B-Phenylathylhydrazin-hydrogensulfat hemmend wirken, wo-
gegen Carbonylreagentien, wie Hydroxylamin, Semicarbazid
und Aminoguanidin, ohne EinfluB sein sollten. Ferner ist
fiur die MAO charakteristisch, daB sie nicht von Cyanid
vergiftet wird. Es zeigte sich, daBl auBler dem Cyanid alle
oben genannten Substanzen keine Inhibitorwirkung ausiiben.

reagentien empfindlichen Enzyme am Abbau der ADTA auszu-
schlieBen. Enzyme der Atmungskette, auBer der Cytochrom-
oxidase, kommen als Katalysatoren des geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schrittes ebenfalls nicht in Frage, wie die
Unempfindlichkeit der in vitro-Veratmung gegen Amobarbital
und Antimycin A zeigt. Alloxan, p-Chinon und Naphthochinon,
die wegen der Vielzahl ihrer Reaktionsmiglichkeiten weitge-
hend unspezifische Inhibitoren sind (Webb 1966), verhalten
sich unterschiedlich: Alloxan ist ohne Wirkung auf die in
vitro-Veratmung der ADTA, wogegen die Chinone starke Hemmer
sind. Chinone reagieren u.a. bevorzugt mit SH-Gruppen, und
da auch Quecksilber (ein typisches SH-Reagenz) offensicht-
lich eine Hemmwirkung ausiibt, kann angenommen werden, daB
SH-Gruppen entweder am akbtiven Zentrum des Enzyms beteiligt
sind oder zumindest in seiner unmittelbaren Nachbarschaft
stehen,

Anionen, die eine starke Affinitédt zu Schwermetallen auf-
weisen, wie ON™, S° und N, , hemmen die enzymatische Ver-
atmung der ADTA ebenfallsf woraus man auf die Beteiligung
eines Schwermetalls an der Reaktion schliefen kann.

Da RBS 25, ein Detergenz mit stark komplexierenden Eigen-
schaften, zur Reinigung der meisten Laborgeridte benutzt
wurde, lag es nahe, auch dessen Wirkung auf den ADTA-Abbau

zu untersuchen. Es erwies sich als deutlicher Hemmer, wahrend
8-0xychinolin, das auch als Komplexbildner Verwendung findet,
ohne EinflufB blieb. Zur Verhinderung des Bakterienwachstums
im biologischen Material wird oft Chloroform zugesetzt.



Deher wurde auch dessen Einflul auf die enzymatische Reak-
tion getestet. Aus Tabelle 10 ist zu entnehmen, dall auch
Chloroform eine betrachtliche Hemmwirkung ausibt.

Ultraschallbehandelte Nierenhomogenate verlieren ihre
Féhigkeit, ADTA zu veratmen, was mit der Einwirkung ab-
geldster Proteine auf die ADTA erkldrt wurde. Anghileri
(1968) fand, daB ADTA mit Albumin Xomplexe bilden kann.
Daher untersuchten wir den EinfluB von Rattenserum auf
die in vitro-Veratmung. Es zeigte sich eine deutliche
Hemmung, was mit einer Reaktion der ADTA mit den Serum-
proteinen oder mit einer kompetitiven Hemmung erklart
werden kann.

Aus den Untersuchungen mit verschiedenen Inhibitoren ergab
sich kein eindeutiger Hinweis auf die Beteiligung eines
bestimmten Enzyms. Die Substanzen, die als Hemmer wirksam
sind, besitzen eine zu geringe Spezifitat, und auBlerdem
ist in einem so heterogenen System, wie es ein Organhomo-
genat darstellt, wegen der mbglichen Wechselwirkung der
verschiedenen Komponenten eine exakte Identifizierung
eines Enzyms durch Hemmversuche nicht zu erwarten.

4,6, Wirksamkeit der Cytochromoxidase

Avs den Dbisherigen Versuchen ergaben sich zwar keine kla-
ren Hinweise auf die Mitwirkung eines bestimmten Enzyms

am Metabolismus der ADTA, aber einige Anhaltspunkte fir
eine Beteiligung der Cytochromoxidase: Nach Yonetani
(196%) Dbesitzt die Cytochromoxidase ein pH-Optimum von
5,8, was gut mit dem pH-Bereich (5,5 - 6,0) ibereinstimmt,
in dem die ADTA in vitro meximal veratmet wird. Als Inhi-
bitoren werden Cyanid und Azid angegeben, wogegen ADTA
und 8-Oxychinolin ohne Hemmwirkung sind. Allerdings miilten
auch Aldehydreagentien, wie Hydroxylamin und Hydrazin-
derivate, als Hemmer fungieren, was Jjedenfalls bel Unter-
suchungen mit Nierenhomogenat fiir den ADTA-Abbau nicht der




- 22 -

Fall ist. Wie bereits 6fter bemerkt, miissen jedoch Homo-
genate nicht dieselben Eigenschaftenrwié gereinigte Enzyme
haben. Interessant ist ferner, daB anionische Detergentien
die Cytochromoxidase inhibieren, neutrale und kationische
dagegen . aktivieren. Ersteres gilt flir den ADTA-Abbau,
letzteres konnte allerdings dafiir nicht gefunden werden.
Nach Bergmeyer (1962) lassen sich Gewebeschnitte, in
denen Cytochromoxidase nachgewiesen werden soll, nicht
lyophilisieren, da dabei das Enzym seine Aktivitét verliert.
Ferner kann die Cytochromoxidase in Gewebeschnitten durch
20-miniitiges Erwdrmen auf 60° inaktiviert werden. Die ge~
nannten Ubereinstimmungen schienen eingehendere Unter-—
suchung Uber den EinfluB der Cytochromoxidase auf den in
vitro-Abbau der ADTA zu rechtfertigen.

Green und Ziegler (1963%) beschrieben eine Methode zur Ge-
winnung der Cytochromoxidase aus Rinderherzmitochondrien.

Palls die Cytochromoxidase das ADTA abbauende Enzym ist,
sollte auch ein aus Rinderherz gewonnenes Enzympraparat
fahig sein, ADTA in vitro zu veratmen. Nach obiger Vor-
schrift wurde daher aus einem frischen Rinderherz ein
Enzympraparat dargestellt und sowohl die Cytochromoxidase-
aktivitidt (nach Wharton 1963) als auch die ADTA-Veratmungs-
fdhigkeit in einem modifizierten Standardansatz (5 ml Sdren-
sen-Puffer pH 5,9; 0,1 ml Substrat (12 wCi/ml, 400 pmol/
ml); 0,2 ml suspendierter Niederschlag (in 0,25 M Saccha-
rose) bzw. Enzymldsung) getestet. Im Niederschlag, der nach
der Behandlung der ultraschalizerkleinerten Mitochondrien
mit Kaliumcholat erhalten wurde, wurde ebenfalls die Cyto-
chromoxidaseaktivitdt und die Aktivitit gegen ADTA geprift.
Aus Tabelle 11 ist zu ersechen, daB die angereicherte Cyto-
chromoxidase gegeniiber ADTA vollig inakbtiv ist, der weitge-
hend von Cytochromoxidase befreite Niederschlag dagegen
einen deutlichen ADTA-Abbau bewirkt. Ferner wurde der
suspendierte Niederschlag auf seine Fahigkeit, ADTA in
Gegenwart von KCN und nach Hitzebehandlung zu veratmen,
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untefsuchta Eirnie Cyanidkonzentration von 40—5 M reicht
ebenso wie 15—ﬁiﬂﬁtiges Erwirmen auf 90 °¢ aus, die Ver-
atmungsfihigkeit gegen ADTA zu unterbinden (Tabelle 12).
Diese Ergebnisse mit einem Enzympraparat aus Rinderherz
stimmen sehr gut mit denen Uberein, die mit homogenisierten
Rattennieren erhalten wurden. Damit dlirfte der Schlull er-
laubt sein, daBd in beiden Fillen das gleiche Enzym den
ADTA-Abbau bewirkt, die Cytochromoxidase jedoch nicht das
oxydierende Enzym ist.

4.7, Untersuchung verschiedener Organe und Kdrper-

fliissigkeiten

Aronson und Ahrens (1968) sowie Weber (1969) fanden, daB
NaEC€A®IA; und NaBCaDTPA. nicht nur die Nieren, sondern
auch die Darmschleimhaut schddigen. Daraufhin wurde, auBler
in Niere und Leber, die enzymatische Aktivitdat fur den
ADTA-Abbau auch im Diinndarm untersucht. Nach Beatmung von

T~

Homogenaten aus Nieren, Leber und Darm sowie Darumstiicken

im Standardansatz I zeigte sich, daB die spezifische Akti-
vitat von Nierenhomogenaten 2,1 mal grdfler als die von
Leberhomogenaten und 3,6 mal griBer als die des Dinndarms
ist, wobei die spezifische Aktivitdt des Darmstickes auf

mg Frischgewicht bezogen wurde. Aus diesen Daten ist le-
diglich zu entnehmen, dall die Niere das Organ mit der
groften spezifischen metabolisierenden Wirkung auf die ADTA
ist und daB Leber und Darm etwa die gleiche enzymatische
Aktivitat besitzen. Rattenserum ist, wie bereits gezeigt
wurde, nicht in der Lage, ADTA in vitro zu veratmen. Auch
Vollblut, das - ebenso wie der enzymhaltige Urin von Ratten -
im Standardansatz I getestet wurde (Jje 0,5 ml) erwies sich

als vollig inaktiv.
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4,8, Vergleich zwischen NaCa-ADTA und NaFe-ADTA

Havliéek et al. hatten unabhingig von der Dosis und der

Art des chelierten Metallions in vivo eine Veratmung der
ADTA von ca. 1,2 % gefunden. Die Stabilitidt der Metall-
chelate ist offensichtlich chne EinfluB auf die Metaboli-
sierung, da anderenfalls hitte erwartet werden miissen, daB
die im Vergleich zu .CaiDTA rund 107 mal stabilere Y(III)-
ADTA weniger abgebaut wird. In Analogie zu diesen Versuchen
kann angenommen werden, dafl auch in vitro keine Abhidngigkeit
der Veratmungsrate von dem chelierten Metallion vorliegt.
Der Vergleich des Abbaus von Na,CaADTA und NaFe(III)ADTA,
ein Chelat, dessen Stabilitidtskonstante mit 1024 sehr hoch
ist, im Standardansatz I bestitigte diese Voraussage (Ta-
belle 13). In vitro konnte das Fe-Chelat verwendet werden,
da hier die fir den Gesamtorganismus hohe Toxizitdt dieser
Verbindung, der wahrscheinlich ein von Nofre et al. (1962)
postulierter Resktionsmechanismus zugrunde liegt, unberiick-
sichtigt bleiben kann.

5. Zwischendiskussion

Die bisherigen Versuche zeigten zwar, daB es sich bei den
in vitro gefundenen Effekt um eine enzymatische Einwirkung
auf das radioaktive Substrat handelt, eine Identifizierung

des Enzyms war Jjedoch nicht moglich,

Die gefundene Veratmung ist unerwartet niedrig; unerwartet
im Hinblick auf die Tatsache, daBl bei dem Ansatz in vitro
das Enzym wihrend der gesamten Versuchsdauer mit Substrat
ges8ttigt ist, was in vivo wegen der groBlen Ausscheidungs-
geschwindigkeit des Chelats nicht zutrifft. AuBerdem dirfte
die ADTA-Konzentration am Reaktionsort in einem Homogenat
grofler sein als im lebenden Organismus, da in diesem Fall
die mehrfach negativ geladenen Ca-Chelate erst die Zell-
membran durchdringen miissen, um in Kontakt mit dem abbau-
enden Enzym zu kommen; dies erfolgt jedoch nach Bohne et al.
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(1968), Foreman et al. (1953) sowie Volf et al. (1970) in
nur sehr geringem MaBe. Im Widerspruch zu den obigen Uber-
legungen steht, daB nach Ultraschallbehandlung die Homo-
genate ihre enzymatische Aktivitit gegen ADTA verlieren
und daB Serum als Hemmer fiir den ADTA-Abbau wirkt. Als
mdgliche Erkl8rung fiir diese Befunde kann man eine kompe-
titive Hemmung durch die von Membranen abgeldste Proteine
bzw. Serumproteine oder einen Schutz der ADTA durch Kom-
plexbildung mit geldsten Proteinen annehmen. Diese Uberle-
gungen zeigen, dal im vorliegenden Fall in einem in vitro-
System a priori nicht unbedingt eine grolere Abbaurate als
in vivo erwartet werden darf.

Alle Anreicherungsversuche waren von einer starken Vermin-
derung der Gesamtaktivitdt begleitet, was zunichst auf eine
groBe Empfindlichkeit des abbauenden Enzyms zurickgefihrt
wurde. Die Abtrennung des Enzyms von Zellbruchstiicken ge-
léng ebenfalls nicht. Eine Beteiligung der MAO . und der
Cytochromoxidase konnte durch Hemmversuche und Untersu-
chungen mit angereicherter Cytochromoxidase ausgeschlossen
werden. Nur unspezifische Inhibitoren mit breitem Wirkungs-
spektrum beeinfluRten die enzymatische Veratmung.

Zur Erklarung dieser Befunde bieten sich zwel Alternativen

an:

1. Zum enzymatischen Abbau der ADTA sind mehrere, an Zell-
bruchstiicken lokalisierte Enzyme ndtig. Beim Abldsen
oder Hemmen eines Teils dieser Enzyme wird der ganze
Enzymkomplex unwirksam. ' '

2. Bel dem tatsdchlich abgebauten Substrat handelt es
sich nicht um ADTA, sondern um eine Vielzahl von Ver-
unreinigungen, die von verschiedenen Enzymen metaboli-
siert werden.
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Nachstehende Uberlegungen setzen sich mit Annahme 1)
auseinander: :

Werden einige Enzyme geldst, ist deren Aktivitdt wegen

der hohen Blindwerte nicht eindeutig nachweisbar. Nur

wenn alle, oder der groBte Teil der Enzyme, die an Zell-
strukturen gebunden sind, wirksam werden, ist eine ein-
deutige enzymatische Aktivitat nachweisbar. Mit dieser
Vorstellung lieBen sich sowohl die negativen Anreiche-
rungsversuche als auch die Wirkung der Inhibitoren er-
klaren. In diesem Fall bewirken nur diejenigen Inhibitoren
eine deutliche Hemmung, die eine Vielzahl von Enzymen
gleichzeitig beeinflussen. Die spezifische Blockierung

nur eines Enzyms wirde sich demnach experimentell nicht
sichern lassen, da schon die stark schwankenden Blindwerte
durchschnittlich 10 - 20 % des gefundenen Veratmungseffekts
ausmachen (s. S. 46). Diese hohen Leerwerte waren insofern
unerwartet, als die ADTA als stabile Substanz gilt und
nach Perrin (1964) nur durch starke SZuren oder Oxydations-
mittel zerstort werden kann.

Falls tatsichlich die ADTA abgebaut wirde, kénnte man zu-
nachst erwarten, dafl, entsprechend ihrer unterschiedlichen
Markierung, die ADTA-1-"%C und die ADTA-2-1%
denen Geschwindigkeiten in vitro oxydiert werden. Als
erster Abbauschritt widre eine Decarboxylierung moglich,
gefolgt von einer oxydativen Abspaltung des benachbarten
C-Atoms, wobel die Frage, ob eine solche Reaktionsfolge

C mit verschie-

durch einen plausiblen Mechanismus erkldrt werden kann,
nicht diskutiert werden soll. Havlicek et al. fanden in
vivo keine Abhingigkeit der ADTA-Metabolisierung von der
Markierungsposition, was nur mit der Annahme erklart wer-
den konnte, daR in obiger Reaktion der zwelte Schritt
wesentlich schneller als der erste ablauft.
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Sollten jedoch die gefundenen Veratmungseffekte durch
radioaktive Verunreinigungen hervorgerufen werden, wire

zu erwarten, daB die unterschiedlich sauberen PrBparate
(iDTA-1-"%C zu 99 %, DTA-2-"*C zu 98 - 96 % radiochemisch
rein, siehe Methodik) auch verschieden groRe Effekte er-
geben, und zwar ist zu erwarten, daB die Veratmung der
ipra-2-""C etwa um den Faktor 2 - 4 die der ADTA-1- O
Ubersteigt. Diese Vermutung wurde bei drei verschiedenen
pH-Werten im Standardansatz I liberprift, und es zeigte
sich, daB ipTAa-2-14C tatsichlich einen etwa 4-mal groBeren

Veratmungseffekt als die ADTA-ﬂ—qqc ergibt (Tabelle 14).

Damit kann als sehr wahrscheinlich angenommen werden, daf
die bisherigen Veratmungsergebnisse nicht auf einem Abbau
der ADTA, sondern asuf der Oxydation unbekannter Verunrei-
nigungen beruhen. Da von Havlicek et al. fiir beide ADTA-
Praparate die gleiche Abbaurate gefunden wurde, aber keine
exakten Daten iiber die Reinheit der verwendeten Chargen
vorliegen, kann obige Aussage nicht ohne weilteres auf die
Versuche in vivo libertragen werden.

Wehrscheinlicher dagegen ist eine Degradation von radio-
aktiven Verunreinigungen, die zwar in geringfiligiger Kon-
zentration vorliegen, aber dank der empfindlichen MeBme-
thode erfaBt werden.

Nachdem mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit anzunehmen
war, daB in vitro eine Veratmung der ADTA durch radioak-
tive Verunreinigungen vorgetduscht wird, stellt sich die
Frage, um welche Substanzen es sich dabei handelt. Eine
exakte Analyse war wegen der geringen Substanzmenge nicht
moglich. Es ist mit Autoradiolyseprodukten und/oder mit
Verunreinigungen durch die Synthese zu rechnen. Bei der
Autoradiolyse wlirde eine Vielzahl von unterschiedlichen
Molekiilbruchstiicken entstehen, Uber deren Art eine Aus-
sage a priori schwer zu treffen ist. Untersuchungen dar-
iber existieren nicht. Venezky und Moniz (1969) untersuch-
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ten das Verhalten von H4ADTA, Na2H2ADTA und Li4ADTA in
entgasten wassrigen Losungen bei 200 °C und stellten mit-
tels NMR-Spektroskopie fest, dall unter diesen Bedingungen
eine stufenweise Abspaltung von —CHE—COO—Gruppen erfolgt,
die zur Bildung von _OOCCHENHCHQCHEN(Cchoo—)2, NH,CH,CH,,
(CHZCOO—)2 und (CHENHCH2COO-)2 fiihrt. Andere Produkte wur-
den von den Autoren noch nicht identifiziert. Es kann an-
genommen werden, dal diese Substanzen prinzipiell auch bei
der Autoradiolyse entstehen, was aber nicht heiflen soll,

daB dies die einzige Mdglichkeit darstellt.

Vom Hersteller der ADTA~2—44C wird als Syntheseweg die
Kondensation von Athylendiamin mit Bromacetat in Gegen-
wart von Na2005 angegeben. Daraus ergibt sich die Mdglich-
keit einer Verunreinigung des Priparats mit radiocaktiver
Bromessigssure. Es wurde deshalb das Verhalten der Brom-
essigsaure unter Standardbedingungen in verschiedenen An-
s8tzen geprift. Bei den Versuchen wurde pro Ansatz 0,48
pCi Na-Bromacetat- ' C (spez. Akt. ca. 46 mCi/mmol), ent-
sprechend dem 10-fachen Wert der maximal erwarteten Ver-
unreinigung verwendet. Zunachst wurden Leerwerte unter
Standardbedingungen sowohl in Gegenwart als auch in Abwesen-
heit von inaktiver ADTA mit Br-acetat (Br-ac—1-' "G und
Br—ac~2-44C) bestimmt. ErwartungsgemsB ergab die carboxyl-
markierte Bromessigsidure einen hdheren Leerwert als die in
2-Stellung markierte Verbindung (Tabelle 15). Bei den an-
schlieBenden Versuchen mit Nierenhomogenat unter Standard-
bedingungen mit und ohne Zusatz von inaktiver ADTA ergab
sich nach Subtrasktion der entsprechenden Leerwerte ein im
Vergleich zu den Blindwerten schwacher Veratmungseffekt
(Tabelle 16). Daraus geht hervor, daB nur ein minimsler
Teil des in vitro gefundenen Effekts durch den Abbau einer
Verunreinigung mit radioaktiver Bromessigsidure erklédrt wer-

den kann.
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6. Versuche mit gereinigten Chelatbildnern

6.1 yorverSﬁéhvund in vitro-Veratmung

Nachdem feststand, daB in vitro nicht ADTA, sondern radio-
aktive Verunreinigungen unbekannter Art abgebaut werden,
muBte {berprift werden, ob der von Havlilek et al. gefun-
dene Effekt in vivo wirklich auf einer Metabolisierung der
ADTA beruht. Die Versuche von Havlilek et al. waren also
zu wiederholen und dariiberhinaus ein Verfahren zu finden,
mit dem der groBere Teil der Verunreinigungen von der ADTA
abgetrennt werden kann. Am geeignetsten (im Hinblick auf
die Verwendung beim Tier) wire eine Reinigungsmethode, bei
der die ADTA zuletzt in wissriger Phase ohne Fremdionen-
zusatz vorliegt. Dieser Voraussetzung entspricht die Gel-
filtration Uber Sephadex, die in einem Schritt zu einer
zumindest partiellen Reinigung fihrt. Eine vollstandige
Abtrennung aller Verunreinigungen konnte nicht erwartet
werden, da zumindest ein Teil der Autoradiolyseprodukte
der ADTA beliebig dhnlich sein diirftes Ferner beruht die
Gelchromatographie keineswegs auf einer reinen Molekiilsie-
bung, wie urspringlich angenommen wurde. So konnten Gorbach
und Henke (1968) bei der Auftrennung verschiedener Purin-
basen mittels Sephadex besonders deutlich zeigen, dall dem
Siebeffekt sicher auch noch Wechselwirkungen der Molekule
mit der Gelmatrix iberlagert sind. Diese Wechselwirkungen
konnen eine Auftrennung nahezu gleich grofler Molekiile
hervorrufen, milten aber auch prinzipiell in der Lage
sein, die entgegengesetzte Wirkung hervorzurufen. Ferner
sel darauf hingewiesen, daBl die unterschiedlich groflen,
aber chemisch sehr 8hnlichen Substanzen ADTA und DTPA an
der gleichen Stelle im Elutionsdiagramm erscheinen (siehe
Abb. 11 - 15).

Um die Leistungsfahigkeit der Gelfiltration zu testen, -
wurde eine kurze Sdule mit in Wasser gequollenem Sephadex
G 10 gefillt (Betthdhe 44 cm, Durchmesser 1 cm), 1 ml
Na,Ca ADTA-2-"7C (400 pmol/ml, 12 wCi/ml) sufgegeben und
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mit Wasser eluiert. Die Aktivitat erschien im Elutions-
diagramm in einem einzigen Peak, der allerdings eine
kleine Schleppe aufweist (Abb. 10). Mit der dem Peakmaxi-
mum entsprechenden Fraktion (im folgenden als "gereinigt"
bezeichnet) wurde ein Veratmungsversuch in vitro in einem
modifizierten Standardansatz unternommen*. Als Vergleich
diente ein analoger Ansatz mit ungereinigter ADTA:—2-—14C°
Die Veratmung betrug bei der ungereinigten ADTA—ﬁ4C

2,75 1072 % der Dosis, bei der "gereinigten" dagegen nur
0,225 - 1072 % der Dosis. Damit war der direkte Beweis
erbracht, daB in vitro zumindest der gréBte Teil des Ver-

atmungseffektes nicht auf dem Abbau der ADTA beruht.

6.2. In vivo-Versuche mit Chelaten unterschiedlichen

Reinheitsgrades

Nachdem also prinzipiell die Moglichkeit besteht, die

EDTA durch Gelfiltration {iber Sephadex G 10 zu reinigen,
wurden verschiedene Préparate der ADTA und DTPA s8ulen-
chromatographisch aufgearbeitet. In Wasser gequollenes
Sephadex G 10 wurde in eine Ssule geflillt (Betthdhe 143 cm,
Durchmesser 1,4 cm) und die Na-Salze der Substanzen ¢n 1 ml
Wasser geldst aufgegeben (je 100 wCi/ml, bei ADTA—E- C

80 1Ci/0,8 ml). Es wurde mit Wasser eluiert, das Eluat in
Fraktionen zu 40 Tropfen (1,8 ml) aufgefangen und die Ak~
tivitdt der einzelnen Fraktionen im Flissigszintillations-
zdhler gemessen. Es ergaben sich zweli grundsatzlich ver-
schiedene Arten von Elutionsdiagrammen: Entweder ersclkeint
die Aktivitdt in einem Peak (I), dem mindestens ein weiterer,
deutlich kleinerer (II) folgt, oder die gesamte Aktivitat
wird in einem einzigen stark verbreiterten Peak gefunden

* 9 ml S6rensen pH 5,9 Kontrolle analog
0,1 ml Nagca ADTA (400 wmol/ml) aber: 0,1 ml Na2Ca ADT&—
5.1
1 ml Nierenhomogenat (400 umol/ml, 12 pCi/ml)
ungereinigt

0,36 ml Fraktion 13 (Abb. 82 0,36 ml H
9

entsprechend 1,2 uCi 20
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(Abb. 11 - 15). Das letztere betrifft die sthylenmarkierte
ADTA und die von Schweer synbhetisierte DIPA-1- 7
beiden Verbindungen werden ibrigens auch in vivo ohne vor-

C. Diese

herige Reinigung zu einem deutlich niedrigeren Prozentsatz
veratmet, woraus man schlieBen kann, dall sie weniger mit
niedermolekularen Autoradiolyseprodukten, die offensicht-
lich leicht metabolisiert werden, verunreinigt sind.

Un zu beweisen, daBl es sich bei der von Havlidek et al.
gefundenen Veratmung der Chelatbildner um einen methodi-
schen Artefakt handelt, muBte gezeigt werden, daB gerei-
nigte Chelatbildner im Gegensatz zu ungereinigten Uberhaupt
nicht oder zumindest wesentlich schwicher metabolisiert
werden. Ferner muBlte eine starke Veratmung der abgetrenn-
ten Verunreiniguhgen nachgewiesen werden, wobei die Frage,
um welche Substanzen es sich dabei handelt, in diesem Zu-
sammenhang unwesentlich ist. Es wurden daher die Injektions-
1dsungen sowohl aus ungereinigten Chelatbildnern als auch
aus den Fraktionen, die den beiden ersten Peakmaxima I und
IT entsprachen, hergestellt. Die Konzentration'betrug je-
weils 200 pmol/ml und die Radioaktivitdt je 4 wCi/ml, wo-
gegen die abgetrennten Verunreinigungen bei gleicher Tra-
gerdosis eine wesentlich geringere Aktivitidt besaBen

(siehe Methodik).

Als Versuchstiere dienten weibliche Ratten des Heiligen-
berg-Inzuchtstammes mit einem Kdrpergewicht von 170 - 195 g.
Die Verabfolgung der Chelate erfolgte unter Athernarkose
intraperitoneal (0,5 ml). AnschlieBend wurden die Tiere
sofort in die bei Havlicek et al. beschriebene Apparatur
(Abb. 16) gebracht und die exspirierte L
4, 8 und 24 Stunden bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse
sind in Tabelle 17 zusammengefalt. Folgendes ist daraus

ergichtlich:

002—Menge nach
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1. Der Veratmungseffekt ist fiir ADTA-E—qqd, entsprechend
der vom Hersteller angegebenen grdBleren Verunreinigung,
um einen Faktor von 2 - 3 grdBer als bei der ADTA-1-""C.

2, Nach Reinigung der Chelatbildner sinkt die ' 'C-Aktivi-

t8t in der Exspirationsluft deutlich ab, und zwar bei
ipTa-1-"4¢, Epra-2-C sowie DTPA-1-14C (Geigy) auf
etwa den gleichen VWert.

3. Die abgetrennten Verunreinigungen werden zu einem we-
sentlich hoheren Prozentsatz als die nicht gereinigten

Ausgangspriparate metabolisiert.

4, Die bereits im Elutionsdiagramm homogener erscheinen-
den Chelatbildner (8thylenmarkierte ADTA und DTPA nach
Schweer) ergeben einen geringeren Veratmungseffekt.

Diese Ergebnisse widerlegen somit eindeutig die von
Havlidek et al. aufgestellte Hypothese iiber die Metaboli-
sierung der Chelatbildner vom Typ der Polyaminopolycarboxyl-
s8uren. Ob diese Substanzen mdglicherweise doch zu einem
minimalen Prozentsatz abgebaut werden, kann natiirlich

nicht eindeutig entschieden werden, jedenfalls wire dieser
Abbau so geringfiigig, daB er nicht zur Erkl&Zrung der toxi-
schen Wirkung der Chelatbildner herangezogen werden kann.

6.%. Elektrophoretische Untersuchung

Havlidek et al. hatten bei ihrer Untersuchung der ADTA-1-

"¢ una der pTPA-1-T4C (Geigy) weder bei der Papierchro-
matographie noch mittels Hochspannungselektrophorese nennens-
werte Verunreinigungen, die den Veratmungseffekt erkléren
kénnten, gefunden. Zum Nachweis der in vorliegender Arbeit
gefundenen geringfligigen Verunreinigungen mufl ihre Methode
Jedoch als nicht genligend genau angesehen werden. Daher
wurden die beiden Injektionslosungen mit ungereinigter

und gereinigter ADTA-2-"7C sowie die deren Verunreinigung
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enthaltende dritte Losung auf einer Cellulosedinnschicht,
die meist bessere Auftrennungen gewahrleistet, hochspan-
nungselektrophoretisch untersucht. Die ipra-2-"*0 wurde
gewahlt, da sie die Substanz mit der stdrksten Verunrei-
nigung ist. Es wurden je 6 wl der Injektionslosungen auf-
getragen. Als Puffer diente ein Veronalpuffer (pH 8,6),

die Laufzeit betrug 20 Min. bei einer Feldstidrke von

90 V/cm. Die Aktivitdt wurde durch Autoradiographie loka-
lisiert und die ADTA mit dem Spriilhreagenz nach Sykora und
Eybl (1966) nachgewiesen (Abb. 17). Bei der ungereinigten
und der gereinigten ADTA ist der Hauptteil der Radioakti-
vitédt identisch mit dem f&rbbaren Chelat. Beide Flecke be-
sitzen eine radioaktive Schleppe, die keine Farbreaktion
mit dem Sprihreagenz gibt und bei der gereinigten Verbindung
deutlich kiirzer ist. Die Injektionsldsung mit der aktiven
Verunreinigung ist in 2 Flecke, einen groBen inaktiven und
farbbaren sowie einen kleinen kreisformigen und aktiven,

der keine Farbreaktion gibt, auftrennbar. Aus der runden
Form des von der Verunreinigung hervorgerufenen Flecks

188t sich auf eine weitgehende Homogenitat der Substanz
schlieBlen, wogegen die lange Schleppe - analog dem Elu-
tionsdiagramm - fiir eine Vielzahl von Substanzen spricht.
Die GroBe der fiarbbaren Flecke ist auf die hohe Trdgerkon-
zentration (200 pmol/ml), der gegeniber die Menge der radio-
aktiven Verunreinigung vernachlédssigbar ist, zuriickzufihren.
Die Trennung ist nicht sehr deutlich, wegen der voneinander
unabhingigen Nachweismethoden fiir Radioaktivitdt und ADTA
jedoch ausreichend. Mit dieser Untersuchung wurden die Er-
gebnisse der Gelchromatographie bestatigt.

7. Diskussion

Die Arbeiten von Foreman et al. (1953 und 1960) schienen zu
beweisen, daB ADTA und DTPA nicht in nennenswerter Menge
in vivo abgebaut werden. Aus papierchromatographischen
Untersuchungen wurde geschlossen, dall die im Urin ausge-

schiedene qu—Aktivitét allein suf intaskte markierte Che-
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latbildner zuriickszufiihrer sei. DaB dieser SchluB aus
papiercﬁroﬁatographisdhen Untersuchungen allein und nur

in einem Laufmittelsystem nicht zulidssig ist, wurde neben
anderen Einwanden bereits in der Einleltung aufgezeigt.

Die Papierchromatographie von Losungen mit ungereinigter
und gereinigter ADTA—2—44C und deren abgetrennter Verun-
reinigung zeigt, daB die ADTA in dem von Foreman verwen-—
deten Laufmittelsystem nicht von ihren Verunreinigungen
abgetrennt werden kann (Abb. 1). Die gleichen Ldsungen
zeigen bel der Hochspannungselektrophorese auf einer Dinn-
schichtplatte (Cellulose) deutlich eine radioaktive Substanz,
die nicht mit der ADTA identisch ist (4bb. 17). Dieses
Ergebnis ist ein weiterer Bewels dafir, daBl die mit nur
einer Untersuchungsmethode festgestellte Einheitlichkelt
einer Substanz kein ausreichendes Reinheitskriterium dar-
stellt. Die Behauptung von Foreman et al., die Chelatbild-
ner ADTA und DTPA wiirden nicht metabolisiert, erhielt Je-
doch eine Stitzung durch die Tatsache, daB nur etwa 0,1 %
der applizierten 44C—Dosis in der Exspirationsiuft der Ver-
suchstiere als 14002 nachgewiesen werden konnte. Foreman
hatte allerdings nur die in C-2-Position markierten Ver-
bindungen und nur bei einer Dosis untersucht. Daraus konnte
nicht mit Sicherheit geschlossen werden, daBl sich die
Chelatbildner v5llig inert im Organismus verhalten.

Nachdem Darwish und Kratzer (1965) in der Exspirations-
luft von Kiiken, denen oral '‘C-markierte KDTA verabreicht
worden war, 4 - 5 % der Dosis als 44002 fanden, gewann die
Frage nach dem metabolischen Verhalten der Chelatbildner
neue Aktualitit. Havlidek et al. (1968) untersuchten daher
bei verschiedenen Dosen (41 und 100 pmol) und mit unter-
schiedlich markierten Chelatbildnern (ADTA-1-"7%c, ADTA-2-
%0, ADTA-8thylen- *C und DTPA-1-17C), ob diese Substanzen
von der Ratte metabolisiert werden. Die Autoren fanden mit
ihrer bereits eingangs beschriebenen lMethode eine nennens-
werte Veratmung der Chelatbildner, unabhingig von der Dosis
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und von dem chelierten Metallion. Bei ADTA-4-14C und.

ADTA—2—440 betrug die in der Exspirationsluft nachgewie-
sene FO-Aktivitit ca. 1 %, bei der DTPA ca. 0,8 % der
Dosis. Die &dthylenmarkierte ADTA wurde dagegen nur zu
einem minimalen Prozentsatz veratmet. Daraus wurde ge~
schlossen, daB die Chelatbildner, im Gegensatz zu Foreman's
Annahme, doch metabolisiert werden, und zwar sollten die
Acetatgruppen in vivo abgespalten werden.

Bei der an sich geringen GrdBe des gefundenen Effektes
muBBte natiirlich eine Vortiduschung des Ergebnisses durch
radioaktive Verunreinigungen einkalkuliert werden. Auto-
radiolyseprodukte glaubten die Autoren wegen der geringen
spezifischen Aktivitdt der Pridparate ausschliellen zu
konnen. Die papierchromatographische Untersuchung der
verwendeten Ldsungen hatte ebenso wie die Reinheitspri-
fung mittels Hochspannungselektrophorese keine eindeutigen
Hinweise fur eine stirkere Verunreinigung der Substanzen
ergeben. Allerdings muBl darauf hingewiesen werden, daB

bei der radiometrischen Auswertung der Chromatogramme und
Elektropherogramme, wie sie von den Autoren vorgenommen
wurde, elne nur geringfigige Verunreinigung sich wegen der
‘hohen Restaktivitit dem Nachweis entzieht.

Un den EinfluB der Autoradiolyse zu studieren, wurde eine
DTPA~44O—Lésung mit 20 MR bestrahlt und anschlieBend deren
Veratmung in vivo gemessen. Die so behandelte Losung ergab
eine Erhdhung der Veratmungsrate um einen Faktor von 1,63%.
Gleichzeitig erschien im Hochspannungselektropherogramm
ein deutlicher zweiter Peak, den man den Zersetzungspro-
dukten zuschrieb. Da die Steigerung der Veratmungsrate in
vivo geringer war als die VergrdBerung des zweiten Peaks
im Elektropherogramm, glaubten die Autoren, daB der gefun-
dene Effekt einer Metabolisierung der Chelatbildner zuge-
schrieben werden dirfte.
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DaBl diese SchluBfolgerung nicht erlaubt ist, zeigen die
folgenden halbquantitativen Uberlegungen. Tolbert (1960)
vercffentlichte Daten iiber die jdhrliche Selbstbestrah-
lungsdosis von 44C-markierten Substanzen und deren Zer-
setzung in Abhdngigkeit von der Dosis, wobei ein Moleku-
largewicht von 125 und ein G-Wert* von 5 vorausgesetzt
wurden. PFlir ein Priparat mit der spezifischen Aktivitat
von 1 mCi/g ergibt sich eine Selbstbestrahlungsdosis von
8,3 - 10° rad/Jahr und bei 1 mCi/mmol (MG = 125 vorausge-
setzt) eine Dosis von 6,6 - 406 rad/Jahr. Demnach werden
durch eine Dosis von 406 rad etwa 0,06 % und durch eine
Dosis von 107 rad etwa 0,59 % einer 14C—markierten Ver-
bindung zersetzt. Aus den von Tolbert angegebenen Werten
kann man die D57% zu ungefahr 1,68 - 409 rad abschatzen.
Da die D57% umgekehrt proportional dem Molekulargewicht
ist, kann -~ gleicher G-Wert vorausgesetzt -~ die D57% fir
Substanzen mit einem Molekulargewicht von 400 bestimmtb
werden; in diesem Bereich liegen die Molekulargewichte
der verwendeten Verbindungen. Nach Dertinger und Jung:
(1969) kann fiir organische Stoffe mit einem Molekularge-
wicht von 400 ein G-Wert von etwa 2,5 erwartet werden,
wodurch sich die D3,7%'verdoppelt° Durch lineare Extrapo-
lation wird fiir eine Zersetzung von etwa 1 % eine Dosis
von ca. 1,2 - 107 rad gefunden. Mit diesem Wert und der
bekannten spezifischen Aktivitdt der verwendeten Chelat-
bildner wurde die nach einjahriger lLagerung 2zu erwartende
prozentuale Zersetzung der Substanzen berechnet:

*Unter dem G-Wert versteht man die Zahl der Molekiile, die
pro 100 eV absorbierter Strahlungsenergie verandert wer-
den.
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Substanz Spez.Aktivitit Selbstbe~ % Zer-
. strahlung setzung
nCi/eg rad/Jahr

H4ADTA-éthyien 5.4 4,48.10° 0,37
Ney, ADTA-1- ¢ 2,63 2.18-10° 0,18
Na, ApT4-2-"%C 56,8 47,2 -10° 3. 94
HDTPA (Geigy) 7.4 5,95«10? 0,49

H,DIPA (Schweer) 1,5 1,25-10° 0,1

DaB die GroBenordnung dieser Werte richtig ist, zeigen die
vom Hersteller gemachten Angaben iber die radiochemische
Reinheit der ADTA—Q—qQC, die im Februar 1966 99 % und im
Januar 1968 nur noch 95 - 96 % betrug. Uber die Lagerzeit
der Ubrigen Substanzen ist nur bekannt, daB die DTPA (Geigy)
mehrere Jahre alt war, bevor sie fir die Veratmungsver-
suche verwendet wurde.

Der Versuch von Havliicek et al., den EinfluB etwaiger
Autoradiolyseprodukte auf den Veratmungseffekt anhand
einer bestrahlten NaBCa DTPA-Losung zu studieren, ver-
dient ebenfalls einiger kritischer Anmerkungen. Die D57%

ist bei Bestrahlung in Losung der Konzentration propor-
tional. Fir die Bestrahlung einer NaBCa DTPA-Losung der
Konzentration 0,59g/g (das entspricht der angewandten Kon-
zentration der Injektionsldsung von 200 pwmol/ml) mit 20 MR
ergibt die graphische Lisung eine Zersetzung von 1 - 2 %.
Wie Dertinger und Jung (1969) am Beispiel der Ribonuclease
zelgten, betrdgt allerdings der G-Wert in Losung nur etwa
die Hilfte des G-Wertes im Trockenen, was zu einer Vermin-

~ A~ roy e e e 2
derung der erwarteteten Zerstdrungsrate fihrt. Diese

sehr grobe Abschatzung zeigt, daB der bel der Bestrahlung
einer DTPA-Ldsung mit 20 MR erhaltene Anteil an Spaltpro-
dukten in der gleichen GrdBenordnung liegt, wie bei der
Autoradiolyse nach ldngerer Lagerung. Dabei mul3 beachtet
werden, daB in der ILdsung bei der Bestrahlung natiirlich
der gleiche Prozentsatz an inaktiven Spaltprodukten ent-
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steht, der wegen des groBen Uberschiusses an Tragersubstanz
mit den aktiven Bruchstiicken konkurriert. Aus diesen Griin-
den ist es keineswegs unerwartet, wenn Haviidek et al. mit
einer bestrahlten DTPA-LOsung eine Erhdhung der Veratmungs-
rate um nur 0,5 % erhielten. Die Behauptung, daB wegen die-
ser geringen Erhchung der Veratmung nach Bestrahlung der
urspriunglich gefundene Effekt auf einen Abbau der Chelat-
bildner beruhen muB, kann daher nicht mehr aufrecht erhal-
ten werden.

Falls die Veratmungsergebnisse durch den Abbau von Auto-
radiolyseprodukten hervorgerufen werden, multe erwartet
werden, daBl die Substanz mit der gréBten spezifischen Akti-
vitdt auch am starksten verunreinigt ist. Das wird bereits
durch eine qualitative Betrachtung der Elutionsdiagramme,
die nach der Gelfiltration {iber Sephadex G 10 erhalten
wurden, bestdtigt. Die einwandfrei abgetrennten Verunrei-
nigungen betragen bei der ADTA-2-'7C 3,63 % und bei der
ADTA-1-1C sowie bei der DTPA-*C (Geigy) je 0,35 %. Es
ist nicht zu erwarten, dal bereits durch einen Trenn-
schritt radiochemisch reine Substanzen erhalten werden.
Bei den abgetrennten Verunreinigungen dirfte es sich nur
um kleinere Molekiilbruchstiicke handeln, wogegen die der
ADTA shnlicheren Produkte im Hauptpeak auftreten sollten.
Daher darf ausdem abgetrennten Bruchteil der 14C-Aktivitét
nicht quantitativ auf die Veratmungsrate geschlossen wer-
den. Die von Schweer synthetisierte DTPA besitzt die ge-
ringste spezifische Aktivitdt und sollte demnach die
sauberste Substanz sein und sich metabolisch inert verhal-
ten. Tatsichlich zeigt sie mit der ADTA-thylen- ' C bereits
im ungereinigten Zustand einen deutlich geringeren Effekt
als die librigen Chelatbildner. Beide Substanzen ergeben
auch im Elutionsdiagramm lediglich einen Peak, der aller-
dings stark verbreitert ist. Das 188t den Schluf} zu, dalB
es sich bei den etwa vorhandenen Verunreinigungen nicht
um sehr kleine Molekiille handeln kann.
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Obwohl die ADTA—éthyleﬂ—q4C fast dieselbe spezifische Akti-
vitit besitzt wie die DIPA- 'C (Geigy), wird sie bereits

im ungereinigten Zustand wesentlich schwacher veratmet als
die ibrigen ADTA-Prdparate. Zwar kdnnen aus Jjeder markier-
ten ADTA prinzipiell die gleichen Bruchstiicke entstehen,
aber bei der dthylenmarkierten Verbindung wird ein anderer

o Aktivitit besitzen. Wie bereits erwihnt,

Teil von ihnen
kann man aus dem Elutionsdiagramm schlieBen, daBl es sich
dabei hauptsichlich um ADTA-Zhnliche Substanzen handeln
diirfte. Es ist daher nicht verwunderlich, daB diese Auto-
radiolyseprodukte ein anderes, der ADTA dhnliches metabo-
lisches Verhalten zeigen als kleinere 14C-markierte Mole~
kile. Damit erkl&rt sich zwanglos die im Vergleich zu den
iibrigen ADTA-Priparaten auBerordentlich niedrige Veratmungs-
rate der ADTAméthylen—quc

Die durch einmalige Gelfiltration gereinigten Chelatbild-

ner sind, wie bereits erwdhnt, vom radiochemischen Stand-
punkt aus betrachtet, keineswegs vollig homogen. Dies ist

aus dem Elektropherogramm der ungereinigten und der gerei-
nigten ADTA-2-*C eindeutig ersichtlich (Abb. 17). Die
Verunreinigung, die bei der Hochspannungselektrophorese

als Schleppe hinter dem ADTA-Fleck erscheint, ist lediglich
verringert. Daher kann der mit gereinigten Pr&paraten er-
haltene Veratmungseffekt nicht ohne welteres einem echten
Abbau der Chelatbildner zugeschrieben werden. Erst nach
wiederholter Chromatographie der saubersten Fraktionen

kdnnte eine genaue Aussage gemacht werden. Fur die toxi-

sche Wirkﬁng der Chelatbildner ist Jjedoch eine Metaboli-
sierung, die sicher unter 0,1 % liegen dlirfte, ohne Bedeutung,
weshalb eine weitergehende Untersuchung dieser Frage nicht

sinnvoll ist.

In den Abb. 18 - 21 sind die Veratmungsergebnisse aus Ta-~
belle 17 graphisch aufgetragen. Zweil verschiedene Kurven-

arten sind angedeutet. Die bereits im ungereinigten Zustand

14 14

schwicher veratmeten Pridparate (ADTA-1-""C, ADTA-Zthylen- C
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und DTPA (Schweer)) zeigen in den ersten acht Stunden
einen nahezu linearen Anstieg der Veratmungsrate. Diese
Kinetik wird durch die Reinigufig nicht weséntlich gedndert.
Es erfolgt lediglich eine etwas bessere Angléichung an die
Linearitdt und eine Senkung der’abéolut veratmeten Menge.
Die Veratmung der beiden Pripatate mit dem groBten Effekt
(ADTAs2—44C und DTPA (Geigy) hat bereits nach vier Stunden
rizhezu den Maximalwert erreicht. Besonders deutlich tritt
dies bei den abgetrennten Verunreinigungen hervor. Die ge-
reinigten Chelatbildner zeigen dagegen in den ersten acht
Stunden ebenfalls eine nahezu lineare Veratmungskinetik.
Diese Ergebnisse konnen mit folgender Hypothese erklart
werden: Der gefundene Veratmungseffekt der ungereinigten
Chelatbildner beruht auf dem Abbau von niedermolekularen
Autoradiolyseprodukten und einem minimalen Abbau von Che-
latbildnern bzw. diesen sehr &hnlichen Substanzen, die
z.B. durch Abspaltung von 002 entstehen konnten. Die nieder-~
molekularen Bruchstiicke werden sehr schnell metabolisiert,
was die groBe Anfangsgeschwindigkeit der Veratmung erkldrt
und durch den auBerordentlich groflen Effekt beli den abge-
trennten Verunreinigungen gestiitzt wird. Chelatbildner
und/oder ihnen Zhnliche Produkte werden dagegen sehr lang-
sam im Organismus abgebaut. Da innerhaldb sechs Stunden
bereits 95 % der Chelatbildner von der Ratte ausgeschieden
sind, muB angenommen werden, daBl kurz nach der Injektion
durch einen aktiven Transport ein Teil der Chelatbildner
aus dem extrazellulidren in den intrazellul8ren Raum ge-
langt. Dieser Teil wird anschliefend langsam metabolisiert,
und nach acht Stunden sind die am Abbau beteiligten Enzyme
nicht mehr mit Substrat gesattigt, so daR die Reaktions-
geschwindigkeit mit sinkender Substratkonzentration ab-
nimmt. Diese Hypothese erklirt widerspruchsfrei die in
vivo gefundenen Ergebnisse, der positive Beweis fiir ihre
Richtigkeit ist damit jedoch nicht erbracht.
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Aufgrund unserer Ergebnisse werden kritische Anmerkungen
zu Arbeiten notwendig, die mit ungereinigten Chelatbild-
nern durchgefiihrt wurden. Bohne et al. (1968) fanden fir
die Plasmaclearance der ADTA und DTPA bei der Ratte einen

multiexponentiellen Verlauf. Ein Teil der Aktivitdt wurde
mit einer Halbweritszelt von 20 Minuten, der andere mit einer
Halbwertszeit von 20 - 40 Stunden (die Unterschiede fiir
ADTA und DTPA konnten dabei statistisch nicht gesichert
werden) ausgeschieden. Der "langsame" Term betrigt weniger
als 0,1 % der verabfolgten Dosis und wurde von den Autoren
durch die Bindung der Chelate bzw. ihrer Metaboliten durch
Plasmaproteine erkldrt. Nach obiger Hypothese ist diese
Moglichkeit zwar nicht auszuschlieBen, es muB aber beach-
tet werden, dafl dieser zweite Anteil auch aus Verunreini-
gungen und/oder deren Metaboliten bestehen kdnnte. Zur
Klarung dieser Frage miiBten die Versuche mit gereinigten
Praparaten wiederholt werden.

Analoge Uberlegungen gelten fir die Arbeit von Weber
(196%b), der nach i.v. Injektion die Verteilung von ADTA-
2»440 bei Ratten autoradiographisch untersuchte. Da die
abgelagerte Aktivitdt nur einen minimalen Bruchteil der
applizierten Dosis ausmacht und Weber die Verbindung mit
der stidrksten Verunreinigung benutzt hatte, kann auch hier
nicht ausgeschlossen werden, daB es sich moglicherweise
bei der aufgefundenen 140~Aktivitét um radiocaktive Verun-
reinigungen und/oder deren Metaboliten handelt.

Die diskutierten Ergebnisse bieten eine zwanglose Erkla-
rung flr die uneinheitlichen Befunde aus den in vitro-
Versuchen. Diese Experimente wurden mit der am leichtesten
zugdnglichen, aber auch am stirksten verunreinigten ADTA-
2—140 durchgefiihrt. Bei der groBlen Zahl méglicher Auto-
rgdiolyseprodukte und der geringen GrdéBe der Effekte er-
scheint die Frage nach der Art der abbauenden Enzyme nicht
sinnvoll und eire eingehende Untersuchung eribrigt sich.
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Mit den Ergebnissen dieser Arbeit darf die Behauptung von
Havlicek et al., daB die Chelatbildner zu etwa 1 - 2 %
abgebaut werden, als widerlegt angesehen werden. Die Unab-
héngigkeit des von den Autoren gefundenen Veratmungseffekts
von der applizierten Tragerdosis und den chelierten Metall-
ionen findet eine einfache Erklarung in der Tatsache, daB
zumindest sein grofter Teil auf den Abbau von Verunreini-
gungen zuruckzufithren ist. Die Feststellung von Foreman

et al., daB ADTA und DTPA hdchstens zu einem Anteil, der
kleiner als 0,1 % der verabfolgten Dosis ist, veratmet
wird, wird somit bestatigt.

8. Zusammenfassung

Ankniipfend an in vivo-Versuche von Havlidek et al., (1968)
wurde versucht, in Homogenaten aus Rattenorganen ein Che-
latbildner abbauendes Enzym zu isolieren. Es gelang der
Nachwels einer enzymatischen Reaktion mit 14C—markierter
ADTA in vitro in Homogenaten aus Leber, Niere und Darm.
Eine Anreicherung des Enzyms war nicht moglich, da es
offenbar fest an Zellstrukturen gebunden ist und bei allen
Abloseversuchen ein betrdchtlicher Aktivititsverlust auf-
trat. Die enzymatische Reaktion verliuft langsam (iiber
mehrere Stunden mit konstanter Geschwindigkeit), ist an
die Gegenwart von 02 gebunden und besitzt ein pH-Optimum
von ca. 5,9. Homogenate verlieren durch Lyophilisieren
und Einfrieren den groBlten Teil ihrer enzymatischen Akti-
vitdt., Durch Erwirmen auf 60 °C (30 Min.) kénnen sie voll-
stdndig inaktiviert werden. Als Enzymhemmer wirken nur
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Inhibitoren mit breitem Wirkungsspektrum, insbesondere

Substanzen mit grofBer Afflnltat zu Schwermetallen und SH-~
Gruppen. Eine Beteiligung der MAO und eines Teiles der
Atmungskétte konnte durch Versuche mit spezifischen Inhi-
bitoren ausgeschlossen werden. Die Cytochromoxidase ist,
wie mit einem Enzynmpréparat aus Rinderherzmitochondrien
gezeigt wurde, fiir den Abbau ebenfalls bedeutungslos.




Im Verlauf der Untersuchungen ergaben sich Zweifel an der
urspringlichen Annahme, daB die gefundenen Effekte tat-
sdchlich auf einem Abbau der ADTA beruhen. Radiochemisch
unterschiedlich reine Substanzen ergasben in vitro ihrer
Verunreinigung proportionale Veratmungseffekte, und nach
einer groben Vorreinigung iiber Sephadex G 10 war in vitro
kein Abbau nachweisbar. Darauf wurden die Versuche von
Havlicek et al. (1968) mit gereinigten und ungereinigten
Chelatbildnern wiederholt. Es zeigte sich, dalBl iber
Sephadex G 10 gereinigte Chelatbildner in vivo nur ca.
1/10 des mit den ungereinigten Substanzen erhaltenen Ver-
atmungseffekts ergaben. Damit war die frihere Annahme,

die ADTA und DTPA wiirden in vivo zu ca. 1 % metabolisiert,
widerlegt und der Befund von Foreman et al. (1953), der
nur eine Metabolisierung der ADTA von ca. 0,1 % nachwelsen

konnte, bestatigt.

9. Methodik

Tiermaterial, Organgewinnung und Homogenatherstellung

Als Versuchstiere dienten Albinoratten des Heiligenberg-
Inzuchtstammes, die Standardfutter (Altromin R) und Lei-
tungswasser ad 1lib. erhielten.

Flir die in vitro-Versuche wurden Organe von mannlichen
Tieren mit einem K6rpergewicht von 180 - 220 g verwendetb,
wahrend die Versuche in vivo (analog denen von Havlicek
et al.) mit weiblichen Ratten, deren Kdrpergewicht 170 -
190 g betrug, durchgefihrt wurden. Die Organe wurden den
Tieren unter Athernarkose, nach Ausbluten aus der Aorta
und V. cava inf. entnommen und sofort gewogen. Alle wel-
teren Prozeduren wurden im Eisbad durchgefihrt. Nach
grobem Zerkleinern mit einer Schere wurden pro g Frisch-
gewebe 5 ml Saccharoseldsung (0,25 M) bzw. der entspre-
chende Puffer zugegeben und mit Ultra-Turrax oder nach
Potter und Elvejem (in einem Glashomogenisator mit einge-
paBtem Teflonstempel) homogenisiert. Der Darm wurde vor
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der weiteren Verarbeitung nit physiologischer Kochsalz-
1sung gespiilt. Urin wurde von m#nnlichen Ratten, die in
einem Stoffwechselkdfig immobilisiert waren, dber 24
Stunden gesammelt. Zur Serumgewinnung wurde frisches Blut
in einer Laborzentrifuge kurz zentrifugiert.

Standardansitze und Standardbedingungen

Standardansatz I:

9 ml Puffer (Sérensen pH 5,9)

0,5 ml auf enzymatische Aktivitdt zu untersuchende Lésung
bzw. Suspension

0,1 ml Substratldsung (Na,CakDTA-2- "G 12 wCi/ml, 400

pmol/ml)

e

Standardansatz II:

Wie I, aber 0,2 ml Substratldosung und zusdtzlich zur
Substratldsung 154 mg Na2CaEDTA= 6 H,0 (Sattigung)

Die Ans#dtze wurden je nach Bedarf modifiziert (siehe
Experimenteller Teil).

Zur Beatmung wurde fir eine Stunde ein kontinuierlicher
Tuftstrom durch die Apparatur (Abb. 2) gesaugt und danach
die enzymatische Reaktion mit 1 ml halbkonzentrierter
Schwefelsdure gestoppt. Zwanzigminiitiges Splilen mit Iuft
erwies sich als ausreichend fur die Sammlung des noch in

der Apparatur verbliebenen Restes an 440020

14

Bestimmung der C-Aktivitat

Die 'TC-Aktivitdt der Proben wurde in einem Flissigszin-

tillationszihler (Mark I, Nuclear Chicago Corporation) bei
0 °C zusammen mit einem Standard (d.k. einem aliquoten
Teil der Substrat- bzw. Injektionsldsungen) gemessen.
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Als Flissigszintillatoren dienten:

1) Petroff-Szintillator

8 g 2,5-Diphenyloxazol (PPO)

110 mg 2,2'-p~Phenylen-bis-(5-Phenyloxazol) (POPOP)
wurden in 100 ml Toluol geldst und nach Zugabe von 150 ml
2-Butoxy-athanol wurde mit Toluol auf 1000 ml aufgefiillt.

2) Bray's-Szintillator

4 g PPO

200 mg POPOP

60 g Naphthalin

wgrden mit 100 ml Methanol sowie 60 ml Athylenglykol
versetzt und mit Dioxan auf 1000 ml aufgefiillt.

Zur Messung des 44002 wurden nach Beendigung der Verat-
mungsversuche je 10 ml Petroff-Szintillator in die Ab-
sorptionsglaschen pipettiert und, wenn ndétig, mit Metha-
nol aufgefillt (Gesamtvolumen ca. 22 ml). Die Bestimmung
der ﬁ4C—Aktivitét in den durch die Gelchromatographie
rhaltenen Fraktionen erfolgte mit je 10 pl ILdsung in

10 ml: Bray's-Szintillator.

Die gemessene Impulsrate wurde mit Hilfe einer Quench-
kurve, die mittels Toluol- 'C bekannter Aktivitit herge-
stellt war, in Zerfadlle pro Minute umgerechnet. Dieses
Verfahren war notwendig, um die verschieden starke Lo-
schung der Proben, die bei einer (z.B. durch Iuftsauer-
stoff hervorgerufenen) Verfarbung suftritt, zu beriick-
sichtigen.

Blindwerte

Es zeigte sich, daBl bel Veratmungsversuchen, in denen das
Homogenat durch Saccharoseldsung oder Puffer ersetzt war,
im Absorptionsgefall ebenfalls 440 nachweisbar war. Dieser
Leerwert ist unabhingig vom pH des Ansatzes, steigt kaum
mit zunehmender Inkubationsdauer und besitzt unter ILuft
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und N2 denselben Wert. Im Mittel ergaben sich fiir den
Leerwert 220 Zerfi#lle pro Minute, das entspricht 10 - 20 %
des auftretenden Effekts. In Einzelf8llen schwankte er
allerdings zwischen 100 und 400 Zerfallen pro Minute, so
daB geringe Anderungen in der enzymatischen Aktivitdt
nicht mehr sicher feststellbar waren. Die mit der ADTA-2-
140 gefundenen Leerwerte waren etwa doppelt so hoch wie
die mit ADTA-1-""C erhaltenen, was bei dem unterschied-
lichen Reinheitsgrad der beiden Prdparate den Erwartungen
entspricht. Umgekehrtes Verhalten zeigte die 14C-markierte
Bromessigsdure. Der Leerwert, der mit Bromacetat-ﬂ-qqc
erhalten wurde, war zwei- bis dreimal grdBler als im Falle
von Bromacetat-2—/'40° Das ist, wenn man die leicht erfol-
gende Decarboxylierung der halogenierten Essigsdure be-

ricksichtigt, nicht verwunderlich.

Zentrifugation

Die Differentialzentrifugation zur Anreicherung einzelner
Zellbestandteile wurde nach Hageboom (1955) durchgefiihrt.
Fir die Isolierung der Kernfraktion wurden eine Servall-
Zentrifuge, sonst eine Ultrazentrifuge (Beckman Spinco L 50) .
verwendet. Da im Inneren der Zentrifugenrdhrchen auf die
suspendierten Partikel in Abhangigkeit von ihrem Aufent-
haltsort unterschiedlich grofle Krdfte einwirken, wurden

die Drehzahlen so gewdhlt, daB die angegebenen Vielfachen
von g in der Mitte der Probe voll zur Wirkung kamen. Die

mit Ultraschall zerkleinerten Homogenate wurden zur voll-
stdndigen Sedimentierung aller Partikel 1 Stunde bei 100 000

Behandlung mit Detergentien

Mit dem Ultra-Turrax hergestellte Nierenhomogenate (Saccha-
rose 0,25 M) wurden wie folgt mit verschiedenen Detergentien
behandelt:
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1. Digitonin 4 ml Homogenat wurden mit 14 ml einer 2 %igen
Digitoninldsung (Morton 1955) bei 4 °C 20 Minuten ge-
rihrt.

2. Teepol 710 4 ml Homogenat wurden mit 0,008 ml 40 %iger

Teepollosung bel 4 °¢ 35 Minuten gerihrt und nach der
Entnahme von 1 ml Homogenat 3 ml H20 zugefigt.

T\AAA B B 2l w1l TTAamm A~ o A A e N oneys No
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Desoxycholat bei 4 °C 35 Minuten gerihrt. AnschlieBend
Behandlung wie unter 2.

4, Triton X-100 14 ml Homogenat wurden mit 1 % (V/V)
Triton X-100 im FEisbad 1 Stunde geriuhrt.

5. N-Cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid 9 ml Homogenct
(in Phosphatpuffer 0,17 M, pH 7,0) wurden mit 9 mg
Detergenz bei & °c 35 Minuten gerihrt.

Unmittelbar nach der Behandlung mit den Detergentien folgte
eine Zentrifugation bei 15 000 X g (20 Min.). Danach wurden
die Sedimente im urspringlichen Ldsungsmittel suspendiert
und aliguote Teile (je 0,5 ml Ausgangshomogenat entspre-
chend) filir die einzelnen Ans8tze entnommen.

Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmungen erfolgten nach der geringfigig
modifizierten Methode von Beisenherz et al. (195%). Nach
Zugabe von Trichloressigsdure zur Ausfallung des Proteins
stand der Ansatz 30 Minuten in einem auf 90 OC erwirmten
Wasserbad. Ferner wurde die Proteinkonzentration nicht

aus der bei 550 mp gemessenen Extinktion errechnet, sondern
direkt aus einer mit Rinderalbumin aufgestellten Eichkurve

abgelesen,

Sprithreagenz nach SYkora und Eybl

Das Reagenz farbt ADTA- und DTPA-Komplexe durch Bildung
der jeweiligen Co(III)-Verbindungen violett.
Zusammensetzung: 1 % CoCl, 2 % K20r207 und 10 % Eisessig
in Wasser.
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Chelate

Inaktive Chelate: NaECa ADTA - 6 HZO (Calcium—Titriplex(R))
von E. Merck AG, Darmstadt.
NaBCa DTPA o 7 H20 von J.R. Geigy, Basel.

C-markierte Verbindungen:
Nai,rliDTA-’!- C (1 mCi/mmol) zu 99 %
radiochemisch rein, von International

14
14

Chemical and Nuclear Corporation, City
of Industry, Calif./USA.
N, ADTA-2-"%C (21,6 mCifmdl) zu 95-96 %
radiochemisch rein, von Radiochemical
Centre, Amersham, England.

" vl
HAADTA-éthylen—'*C (1,58 mCi/mmaol) von
Mallinckrodt Nuclear, Orlando, Florida/
USA.
HDTPA-1-"%C (2,81 mCi/mmdl) von den
Geigy Research Laboratories, Ardsley,
N.Y./USA.
H5DTPA—4-14C (0,59 mCifmmdl) syntheti-
siert von Schweer.
BrCH,~COOH-1- ' 'C (45,5 mCi/mmol) zu 98 %
radiochemisch rein
und
BrCH,-C00H-2-"*C (46,6 m0i/mol) zu
98 - 99 % radiochemisch rein, von
Radiochemical Centre, Amersham, England

Gelchromatographie

Sephadex G 10 wurde einige Stunden, unterbrochen durch
mehrmaliges Dekantieren, in Wasser gequollen und an-
schlieBend blasenfrei in Saulen, deren Auslauf mit Glas-
wolle verschlossen war, eingefillt. Fir die einzelnen
Reinigungsversuche wurden folgende SZulendimensionen ge-
wahlb:
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Betthdhe Saulendurchmesser
Vorversuch 44 em 1 cm
Reinigung 143 cm 1,4 cm

Die Elutionsgeschwindigkeit betrug im Vorversuch 31 ml/h
und bei der Reinigung 26 - 28 ml/h. Falls nicht anders
vermerkt, wurden die Na-Salze der Chelatbildner in 1 ml
Wasser geldst aufgegeben. Die FraktionsgroBe betrug 1,8 ml
(40 Tropfen).

Injektionsliosungen

Alle Chelatbildner wurden als Ca-Chelate intraperitoneal,

X o . o> . : 43 T~
n 0,5 ml Wasser gelbst, injiziert. Die Konzentration be-

fde

trug 200 pmol/ml und die 440—Dosis bei den ungereinigten
und den gereinigten Verbindungen etwa 4 uCi/ml, wogegen
die Losungen, in denen die abgetrennten Verunreinigungen
enthalten waren, eine wesentlich niedrigere Aktivitdt be-
saBen, wie aus folgenden Daten hervorgeht:

Verunreinigungen von 14C—Aktivitét
ipTa-1-"4g 8,6 n0i/ml
ipra-2-"%¢ 7. 42nCi/ml
prPA-1-"C (Geigy) 57  nCi/ml

Der pH~-Wert der Injektionslosungen lag bei den Chelaten
der ADTA um 5, bei denen der DTPA zwischen 7,5 und 8,0,
Die Ca-Chelate der markierten Verbindungen wurden sus den
Na-Salzen durch Zugeben der entsprechenden Menge CaCl, -
Losung hergestellt. Vor der Verwendung standen alle Izjek~
tionsldsungen mindestens 12 Stunden im Kihlschrank.
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11. Tabellen







Tabelle 1

M c-Ausscheidung nach i.p. Injektion von Na,Cakpra-2-"%¢

(nach Foreman et al. 1955)°

% der 1*c-Dosis
14/2 n 6 h 24 h
Urin 85,22 95,73 9%, 56
Faeces 0,50 2,04 5,63
quO
> ausgeatmet - 0,05 0,08
Tabelle 2
14

CO, in der Atemluft (24 Std.) nach i.p. Injektion 1=
e
'%C—markierter Chelatbildner. Mittelwerte mit IMutungs-

Dbereich fiir P = 0,05 (nach Havlidek et al. 1968).

Chelat ?§Z§§> % der 440—Dosis
Na,CalDT4 1 1,353 £ 0,148
100 1,191 £ 0,212

NaY(III)ADTA 100 1,175 £ 0,168
Na,CaDTPA 1 0,724 £ 0,108
] 100 0,852 ¥ 0,100
1000 0,848 £ 0,129

Na,ZnDTPA 4 0,860 £ 0,452
100 0,546 £ 0,177




Tabelle 2%

44002 in der Atemluft (24 Std.) nach i.p. Injektion von
100 pmol Na2CaADTA in verschiedenen Positionen markiert.
Mittelwerte mit Mutungsbereich fiir P = 0,05 (nach Havlicek
et al. 1968). ’

Position des '7C % der 1*C-Dosis
1-C-ac. 1,191 % 0,242
2-C-ac. 1,234 £ 0,062
dthylen 0,0513% 0,024

Tabelle 4

Veratmung von NaECaADTA-2—440 durch Organhomogenate und

Serum. Die veratmete Menge pro Organ ergibt sich aus dem
fir den Standardansatz I bestimmbten Wert durch Multipli-
kation mit dem von den einzelnen Organen erhaltenen Homo-

genatvolumen.
% der % Dosis
Organ
pro Standardansatz pro Organ
0,48 - 1072 0,50
Leber ? : 5 ¥
0,81 « 10~ 0,84
-2 o
Niere 2,82 - 10 5 » 59
1,57 - 10~ 0,22
Serum 0 0




Tabelle 5

pH-Abhdngigkelt der Veratmung im Nierenhomogenat im
Standardansatz I. Mittelwerte aus 2 Messungen.

pH % der '*C-Dosis
6,5 6,43 - 107°
7,4 2,59 - 1072
8,5 0,68 - 1072

Tabelle 6

Einwirkung von Detergentien auf die Veratmung in Nieren-
homogenaten. Als Kontrolle diente ein unbehandeltes Homo-
genat. Standardansatz I.

Substanz Koﬁtiiﬁle

Teepol 710 22
Desoxycholat ﬁg
Digitonin ﬁg

CN-Cetyl-N,N,N-trimethyl | 75
ammoniumbromnid 99
Suspendierter Niederschlag 119

Cmritenx 0 | B
Suspendierter Niederschlag 182




Tabelle 7
Einwirkung der Ultraschallbehandlung auf die Veratmung in

Nierenhomogenaten.
Probe Zerfille Min_qmg_q Protein
Homogenat nach Potter und 51
Elvehjem
Homogenat nach Ultraschall- 0
behandlung
Niederschlag nach Ultra- onl
schallbehandlung
Uberstand nach Ultraschall-
behandlung 0
Tabelle 8

Binwirkung von Phospholipasen auf ein Nierenhomogenatol
Standardansatz TI.

Probe Zerfdlle Min—qmg-ﬂ Protein
. . 66
Niederschalg suspendiert 69
Niederschlag mit Iipase A 06
behandelt
Niederschlag mit Lipase D 63
behandelt 61
Niederschlag nach Behandlung 137
mit Lipase A 157
Niederschlag nach}Behandlung 129
mit Lipase D 112




Tabelle 9

- Veratmung im Nierenhomogenat unter Imft, Sauverstoff und
Stickstoff. Standardansatz I. Der unter ILuft erhaltene
Wert wurde gleich 100 % der Kontrolle gesetzt.

Gas % der Kontrolle
, 128
02 93
8
85 22
30




Tabelle 10

Einwirkung verschiedener Enzyminhibitoren auf die Verat-
mung im Nierenhomogenat. Standardansatz I. Die Inhibitor-
konzentration war (mit wenigen Ausnahmen) ’IO”BM° Bei den -
Versuchen mit RBS 25, CHCl3 und Na-Cholat wurden je 0,1

ml ILosung und vom Rattenserum 0,5 ml dem Standardansatz I

8-0Oxychinolin
Alloxan

zugegeben.

Tanibi tor % der Kontzolle,  dex Lontoolie
KCN 11 34-0
Nags : 20 47-0
NaN5 10 27-0
RBS 25 15 20-9
CHC1 18 20-15
Na~Cholat (20 %ig) 2 3~
p-Chinon 18 30-6
Dinitrophenol 9 10-7
Naphthochinon 4 8-0
Hg012 12 24-0
Rattenserum 24 31-16
Antimycin A keine Hemmung nachweisbar
Amobarbital’ n
Nardil® n
H2NOH°H01 "

BNy 580, "
Aminoguanidin "
Semicarbazid "
Methylenblau "

1) 5-Athyl-5-iso-amylbarbitursiure
2) B-Phenylathylhydrazin-hydrogensulfat




Tabelle 11

Enzymatische Aktivitdt gegen ipra-2-1¢ una Cytochrom-
oxidaseaktivitdt eines Priparats aus Rinderherz.

Probe Zerfgminnqmg_qProtein AE55omin_4mg—qProtein
Cytochrom-
oxidase- 0 8
praparat
Suspendierter ' v
Niederschlag 76 1,55

Tabelle 12

ADTA—2-44C—Veratmung eines Mitochondrienpraparats aus

Rinderherz.
Probe Zerfalle min_qmg—qProtein
Suspendierter Niederschlag 879
KGN 10™7n 0
15' bei 90°C inkubiert 0
Tabelle 13

Vergleich der Veratmung von NaFeADTA-2-14C una NaECaADTA—
14

2 C durch ein Nierenhomogenat.
Chelat | % der Dosis
-2
% 14 1,1 - 10
Na2CaADTA—2— C 425 . 10—2
NaFeliDTA-2- "¢ ASHEN 40-2
, ‘ 0,9 « 10~




Tabelle 14

Vergleich der Veratmung von ADTA-2-440 und lli_DTA—’l—14

in vitro (Mittelwerte aus 2 Messungen).

C

Der Wert fiir pH 5,9 wurde mit Nierenhomogenat einer
zwelten Ratte gewonnen. '

% der 16 Dosis
pH ADTA-Z-qQC» inra-1-"¢ o0/ 01
4,5 | 12,4 . 1072 3.6 . 107° 3.4
5,9 33 - 4O=2 7,6 - 1072 4.4
6,5 45,5o 1072 3.5 - 4072 4,7

Tabelle 15

Leerwerte mit Na-Bromacetat. Die zugefigte Bromacetat-

44C_

Aktivitit) der maximal erwarteten Verunreinigung von 4 %.

menge entspricht dem 10-fachen Wert (bezogen auf die

Die Berechnung der Prozentwerte erfolgte unter der An-

14

nahme, daB 1,2 pCi verunreinigte ADTA-"'C im Ansatz vor-

handen ist.

Probe % der Dosis
Br-ac-2- ' 10 ] L g . a0-2
mit 40 pmol Na,CakDTA ’
Br-sc-2- "¢ 1,5 « 1075
ohne NaZCaADTA ; 1,9 - 10~
Br-ac—1- 1" ] 4,8 « 1075
mit 40 pmol NagcaADTA ’ 5,0 - 10
Br-ac—1- G 3 4,1 40:5
ohne NaszADTA 3,6 « 10




Tabelle 16

Veratmung von Na—Bromacetat—q4C mit Nierenhomogenat.

Es wurden Jjeweils die entsprechenden Leerwerte aus
Tabelle 15 subtrahiert. Die Berechnung der Prozentsdtze
erfolgte unter den bei Tab. 15 genannten Voraussetzungen.

Probe % der Dosis
Br-ac-2- 140 ) 2,2 - 1075
mit 40 ymol NaECaADTA 2,5 + 10
Br-ac-2- 10 <q . 02

ohne NagCaADTA
Br-ac-1-1"¢ ) 1,3 - 1075
mit 40 pmol NaZCaADTA 1,6 = 10
Br-ac-1-17C 1,3 - 1075
- ohne NazCaADTA 1,2 - 10




Tabelle 17

Veratmung ﬂ40-markierter Chelatbildner in vivo.
% der 44C—Dosis
Substanz
O-4 h 0-8 h 0-24 h
0,281 40,429 0,594
ungereinigt +0,027 -0,074 +O ,183%
Na . CaADTA- . ,0,0234 ,0,0628 © 0,144
LB Peak I £0,0074 £0,0040 | *0.0175
; 3,05 5517 6,12
Peak II 0,371 0,43 *0.482
. 1,235 1,577 1,683
ungereinlgt | 45’05 t0.008 | *0.0%6
Na,CaliDTA- . ,0,0649 L0,1124 10,1691
o2k Peak I £0.0032 to.00u4 | *0.0%6
. 31,75 40,19 LA,k
Peak II 72050 L9046 1 T 4l42
e U o449 G, 0861 0,138
. ungereinigt + + +
Ha,CalDTA- to,0048 0,0173 %0 Johs
C-sthylen  Peak- ,0,0193 ,0,0%76 10,0579
maximum £0,0009 t0,0017 | £0,0029
.. L1,613 1,854 1,933
ungereinigt 10 1103 103085 +O 082
Na_CaDTPA- ; ,0,0338 0,0727 | ,0,1223
i Peak I £0.00%5 $0.0062 i *0.0192
0-(Geigy) L o5 9,28 21,64
4,2 19, 1,
Peak II t 1.3 7,88 | t2.4s
. 0,0985 0,1703 0, 4954
ungerelnigt + +A7 iy
e (Schweer) Peak- ,0,0537 ,0,0839 | 0,1135
maximum —O 0048 -0,0026 *o , 0055




12. Abbildungen




Abbildung 1

Autoradiogramm eines Papierchromatogramns.

Papier: Whatman No. 1

Laufmittel: Isopropancl:HCl1l 0,2 N (1:1 V/V)

Temperatur: 22 %¢

Zeit: 10 h, absteigend

Substanzen: je 6 pl aufgetragen

1. Losung mit ungereinigter ipra-2-T4g
Na,CaiDra-2-"%C 200 umol/ml, 4 nCi/ml

>, Lisung mit gereinigter ADTA-2-"%C

Na,CakDTA-2-"*C 200 wmol/ml, & uCi/ml

3. Losung mit ADTA und abgetrennter Verunreinigung
Na2CaKDTA 200 ymol/ml als Triger
\\\ radioaktiv
/// mit Sprilhreagenz anfirbbar






Abbildung 2

Apparatur zum Nachweis des enzymatischen Abbaus der
Chelatbildner in vitro.

1. ReaktionsgefaB

2. Sicherheitsflasche

Trockenrohr mit Kieselgel

&

Absorptionsgefal

[

oW
[

Verbindungsstick aus Gummi
6. Wasserbad 30 ¢



e

adung 47




Abbildung 3, 4 und 5

Abhangigkeit der umgesetzten Substrabmenge von der
Substratkonzentration. Die unterschiedlichen Ordinaten-
abschnitte in den Abbildungen 4 und 5 beruhen auf der
biologischen Variabilitat der Jeweiligen Versuchstiere.
Die vertikalen Linien bezeichnen die Spannweiten.
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Abbildung ©

21 )y
Gefundene ‘*Coz—Aktivitét in Abh#ngigkeit von der
zugefiigten Homogenatmenge (in Zerfdllen pro Minute).
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Abbildung 7

pH-Abhéngigkeit der enzymatischen Reaktion. Die Reaktion
wurde mit Nierenhomogenaten von zwel verschiedenen Ratten
durchgefihrt.
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Abbildung 8

Zeitabhangigkeit der enzymatischen Veratmung.
Die vertikalen Linien bezeichnen die Spannweiten.
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Abbildung 9

EinfluBl der Bebritungstemperatur auf die enzymatische
Veratmung. Die vertikalen Linien bezeichnen die Spann-

weiten.
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Abbildung 10

Verteilung der eluierten Aktivitidt auf die einzelnen
Fraktionen nach einer Gelfiltration von Na2CaADTA—2- C
Uber Sephadex G 10. Betthohe 44 cm, Durchmesser 1,1 cm,
FraktionsgroBe 1,8 nl.

14
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Abbildung 11

Verteilung der eluierten Aktivitat auf die einzelnen
Fraktionen nach einer Gelfiltration von Na4ADTA—2-440
iiber Sephadex G 10. Betthdhe 143 cm, Durchmesser 1,4 cm,
FraktionsgroBe 1,8 nml.
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Abbildung 12

Verteilung der eluierten Aktivitat auf die einzelnen
Frakbtionen nach einer Gelfiltration von Na4ADTA—1—440
iiber Sephadex G 10. Betthohe 143 cm, Durchmesser 1,4 cm,
FraktionsgroBe 1,8 ml. '
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Abbildung 13

Verteilung der eluierten Aktivitdt auf die einzelnen
Fraktionen nach einer Gelfiltration von NaBCaDTPA—ﬂ- C
(Geigy) Uber Sephadex G 10. Betthdhe 143 cm, Durchmesser
1,4 cm, FraktionsgroBe 1,8 ml.

14
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Abbildung 14

Verteilung der eluierten Aktivitidt auf die einzelnen Frak-
tionen nach einer Gelfiltration von Na4ADTA—éthylen—44C
Uber Sephadex G 10. Betthdohe 143 cm, Durchmesser 1,4 cn,
FraktionsgroBe 1,8 ml.
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Abbildung 15

Verteilung der eluierten Aktivitdat auf die einzelnen
Fraktionen nach einer Gelfiltration von NaBDTPA—-’I—-q4C
(Schweer) iiber Sephadex G 10. Betththe 143 cm, Durch-
messer 1,4 cm, FraktionsgrdBe 1,8 ml.
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Abbildung 16

Apparatur zur Bestimmung der ausgeatmeten

44002—M9nge

nach Havlidek et al.

1.

Exsikkator mit Drahtnetz, auf dem sich eine Ratte
lber Kieselgel befindet.

Trockenflasche mit Kieselgel zur Entwadsserung der
Exspirationsluft.

Waschflasche mit Methanol zur S&ttigung der Iuft.
Absorptionsgefifle

Verbindungsstiicke aus Gummi- bzw. PVC-Schlauch.
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Abbildung 17

Hochspannungselektropherogramm von Injektionsldésungen.
1. Von ADTA-2-T¢ abgetrennte Verunreinigung
2, Gereinigte AEpTa-2-T4c
3. Ungereinigte KDTA—E—%LC, je 6 pl aufgetragen
\\\ radioaktiv
/// mit Spriihreagenz anfirbbar
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Abbildung 18

Veratmung von gereinigter und ungereinigter ADTA-Zthylen-
446 und DTPA-qqc-Schweer in vivo. Einfache Standardfehler
der Mittelwerte.
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Abbildung 19

Veratmung gereinigter ADTA-1-17C, ADTA-2-"*C una DIPA-
44C—Geigy in vivo. Einfache Standardfehler der Mittel-

werte.
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Abbildung 20

Mo, ipra-2-"c unda DTRA-

C-Gelgy in vivo. Einfache Standardfehler der Mittel-
werte.

Veratmung ungereinigter ADTA-1-
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Abbildung 21

Veratmung der abgetrennten Verunreinigungen von ADTA-
1-1¢, ipra-2-1C una DTPA-1“C-Geigy in vivo. Einfache
Standardfehler der Mittelwerte.
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