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In vitro-studies show that the Ca-chelates of EDTA and DTPA are equally effective in removing
Zn from the proteins and that the Zn-protein pool is composed of several fractions with different
stabilities. Only a small fraction of the protein-bound Zn can be labelled by ®Zn in vitro and, as
to the mobilization of %Zn, Ca-DTPA was found to be 20 times more effective than equimolar
Ca-EDTA. The isotope exchange between Zn-DTPA and protein-bound %Zn is an extremely fast
reaction whereas in the case of Zn-EDTA a sluggish exchange takes place. The analysis of the
results led to conclusion that the ligand and isotope exchange reactions in the case of EDTA
proceed via the free Zn2*-ion; with the high-dentate DTPA, however, the formation of ternary and
mixed complexes plays an important role. The implications of the findings as related to the toxi-

city of the Ca-chelates are discussed.

Die Ca-Chelate bestimmter synthetischer Poly-
aminopolycarbonsiuren, Athylendiamintetraacetat
(ADTA) und insbesondere Diithylentriaminpenta-
acetat (DTPA), haben sich im Verlauf der letzten
Jahre als Antidote der Wahl bei Vergiftungen mit
stabilen und radioaktiven Metallionen erwiesen (Li-
teratur bei 1). Um therapeutisch befriedigende Re-
sultate zu erzielen, miissen in der Regel hohere Do-
sen iiber lingere Zeitspannen verabreicht werden. In

diesem Falle haben sich jedoch beim Menschen und

Sonderdruckanforderungen an Dr. G. SEGewiTz, Kernfor-
schungszentrum Karlsruhe, Institut fiir Strahlenbiologie,
D-7500 Karlsruhe 1, Postfach 3640.

bei Versuchstieren toxische Nebenwirkungen gezeigt.
Es liegt nahe, die Toxizitdt auf die Bindung essen-
tieller Spurenmetalle zuriickzufithren. Unter dem
Einflul der Ca-Chelate kommt es zu einer deutlich
positiven Zn-Bilanz, wihrend die Ausscheidung ande-
rer Spurenmetalle in wesentlich geringerem Mafle
intensiviert wird (Literatur bei 1—3). Fiir die
pathogenetische Relevanz der Zn-Bindung spricht
weiterhin, dafl das im Vergleich zu Ca-DTPA stabi-
lere Zn-Chelat des DTPA eine stark herabgesetzte
Toxizitdt aufweist 479,

Die Hypothese, dal die Toxizitit auf einer Mobi-
lisierung von Zn beruht, stof3t bei einer quantitativen
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Uberpriifung jedoch auf gewisse Komplikationen:
Die Stabilititskonstante des Zn-Chelats von ADTA
betrigt 101526, die des DTPA 10'®40, wihrend
die der Ca-Chelate des ADTA und DTPA mit den
Werten von 101%85 bzw. 101989 praktisch identisch
sind 1% 11, Die sog. Effektivitdtskonstante?!, in der
die im biologischen Milieu konkurrierenden Ca*-
und H*-Ionen beriicksichtigt werden, ist fir Zn-
DTPA rund 90-mal groBer als die des Zn-ADTA,
und es sollte demzufolge auch eine entsprechend
hohere Effektivitait des DTPA erwartet werden. Tat-
sichlich ist jedoch DTPA, was die Intensivierung der
Zn-Ausscheidung betrifft, nur 20-mal wirksamer als
ADTA und beziiglich der Toxizitit nur 2-mal wirk-
samer 8, Uberraschend ist schlieBlich, daB bei Ver-
abfolgung von %Zn-DTPA wesentlich mehr 6Zn
reteniert wird als im Falle von ®5Zn-ADTA 12 13,

In der vorliegenden Arbeit sollten die Ursachen
fiir die erwahnten Diskrepanzen durch in vitro-Unter-
suchungen im Blutserum abgeklart werden. Das
Serum ist fiir unsere Fragestellung besonders geeig-
net, weil die Chelate sich praktisch ausschlieflich im
extrazelluliren Wasser verteilen und somit ihre
Wechselwirkung mit dem durch die Serumproteine
gebundenen Zn die primidre Reaktion sein sollte.

Methodik

Es wurde lipoidarmes Humanserum verwendet, das
bis zu seiner Verwendung bei —10 °C gelagert wurde.
In einem speziellen Versuch verwendeten wir Cohn-
sche Fraktionen, und zwar Albumin (krist., reinst
98%), a-Globulin (lyophil., rein > 95%), S-Globulin

(lyophil., rein > 95%) und y-Globulin (lyophil., rein
> 98%). Die Fraktionen (Serva) wurden in l-proz.
ultrareiner NaCl gelost.

Die Chelate wurden durch entsprechende Ansdtze
von Na,H,ADTA, H;DTPA (Fluka), NaOH, CaCl,
bzw. ZnO hergestellt, wobei alle Chemikalien den p.a.-
Reinheitsgrad hatten. Die Losungen der Chelate stell-
ten wir mit 1 bzw. 0,1 N NaOH oder HCl auf den pH-
Wert des Serums 7,4 ein. Durch komplexometrische
Titration priiften wir die Losungen auf Aquivalenz von
Metall und Chelatbildner.

Die Stammlésung des tragerfreien 8ZnCl;, 1 mCi in
0,1 M HCl (The Radiochemical Centre, Amersham)
wurde mit tridestilliertem Wasser verdiinnt und mit
HCI auf einen pH-Wert von 3 —4 eingestellt.

Die Bestimmung des stabilen Zn im Serum erfolgte
mit Hilfe der Atomabsorptionsspektrophotometrie, die
durch andere Kationen oder Anionen nicht gestort wird.
Die Untersuchungen wurden mit einem Absorptions-
spektrophotometer und einer Zinkhohlkathodenlampe
(FL 175 C 24b) von Hilger & Watts durchgefiihrt und
die Absorptionswerte der Eich- und Probelésungen mit
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einem an die MeBvorrichtung angeschlossenen Schrei-
ber (Honeywell) registriert. Die Erfassungsgrenze be-
tragt 0,02 ug Zn-ml~!. Als optimal wurde folgende
Einstellung der Apparatur ermittelt: Wellenldnge:
213,9 nm, Stromstirke beim Betrieb der Zinkhohl-
kathodenlampe: 10 mA, Spaltbreite: 0,3 mm, Verhalt-
nis des PreBluft-Acetylengemisches der Flamme
(I'min~%): 9,0+3,0:1,1. Als Eichlosungen dienten
Losungen mit Konzentrationen von 0,1 bis 1,5 ug
Zn-ml™!, die aus metallurgisch sauberem Zn-Pulver
(Merck) und 6 N HCl (ultrarein) hergestellt und mit
1-proz. Na,H,ADTA-L6sung verdiinnt wurden.

Die Bestimmung der %5Zn-Aktivitdit der Proben er-
folgte mit Hilfe eines NaJ(T1)-Bohrlochkristalls und
eines y-Spektrometers (Baird Atomic, Modell 707) im
1,11 MeV-Peak.

Die Trennung der Serumproteine von den Chelaten
erfolgte mittels der Gel-Filtration iiber Sephadex G-25
fine; als Elutionspuffer diente 0,2M Tris/HCl in 1M
NaCl (pH 7,4; ©=0,01). Die Dimension der Sdule be-
trug 70 x 2,4 cm, das Gelvolumen 450 ml, die Elutions-
geschwindigkeit 90 ml-h™!, die Fraktionsgrofle 1,8 —
2,0 ml.

Ergebnisse

Die erste Versuchsreihe priifte die Wirksamkeit
verschiedener Konzentrationen der Ca-Chelate be-
ziiglich der Mobilisation von stabilem Zn. Die Ver-
suchsanordnung war folgende: 2ml Humanserum
und Chelatlésung wurden bei Zimmertemperatur ge-
mischt und nach 5 Min. sdulenchromatographisch
aufgetrennt. Der Zn-Gehalt des in dieser Versuchs-
reihe verwendeten Serums betrug (1,52 0,06)
ung-ml~ 1, Die Zn-Recovery nach erfolgter Trennung
machte im Durchschnitt 98% aus; die von den
Serumproteinen gebundene Zn-Menge wurde in %
der jeweiligen Recovery ausgedriickt. Die in Abb. 1
wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, dall beide Li-
ganden gleich wirksam sind. In dem Konzentrations-
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Abb. 1. Abhingigkeit der Mobilisation von stabilem Zn von
der Konzentration der Ca-Chelate. Geometrische Mittel von
je 6 Einzelwerten und Standardfehler.
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bereich 1-107¢ bis 1-10™* M ist die Effektivitit der
Chelatbildner sehr gering, zumal rund 10% Zn des
Serums so locker gebunden sind, daf sie bei der Auf-
trennung auch ohne Chelatbildner aus den Proteinen
entfernt werden. Dies macht es plausibel, warum die
Kurve in Abb. 1 100% nicht erreicht. Weiterhin ist
aus der Abb.1 zu entnehmen, daf3 eine bestimmte
Zn-Fraktion, die rund 20% ausmacht, nicht durch
die in hohem Uberschul vorliegenden Chelatbildner
mobilisiert werden kann. Wird die Auftrennung
nach lidngerer Inkubation der Ansidtze (bis zu 2
Stdn.) vorgenommen, ergibt sich ein gleiches Mobi-
lisationsausmal} wie in Abb. 1; auf die Wiedergabe
der entsprechenden Daten wird verzichtet.

Die Ergebnisse des Versuchs legten es nahe, die
Mobilisation von stabilem Zn aus den sog. Cohn-
schen Fraktionen zu untersuchen. Bei Auftrennung
von 1-proz. Losungen der Cohn schen Fraktionen,
die beziiglich der Ca-Chelate 0,1 M waren, verhielten
die einzelnen Proteine sich unterschiedlich, indem
die Mobilisation aus den f- und y-Globulinen erheb-
lich groBer ist als aus Albumin und a-Globulin

(Tab. T).

Tab. I. Zn-Gehalt der C o h n schen Fraktionen vor und nach
Einwirkung von Ca-ADTA und Ca-DTPA (in % der Ausgangs-
menge) . Arithmetische Mittel von je 3 Einzelwerten und Stan-

dardfehler.
Fraktion ugZn-ml-1 Ca-ADTA Ca-DTPA
Albumin 1,17 21,50 + 0,86 9,16 + 1,14
o-Globulin 0,38 20,84 + 1,08 12,26 + 0,76
B-Globulin 0,12 1,24 + 0,28 0,92 4+ 0,21
y-Globulin 0,10 0,86 + 0,16 0,52 4 0,18

In der nachsten Versuchsreihe wurde die Wirk-
samkeit verschiedener Konzentrationen der Ca-Che-
late beziiglich der Mobilisation von radioaktivem
65Zn untersucht. Die Versuchsanordnung war die
gleiche wie im Falle von stabilem Zn, mit der Aus-
nahme, daB das Serum zuvor mit trigerfreiem %5Zn
markiert wurde: 2 ml Serum, dessen Zn-Gehalt (1,48
10,05) ug-ml™! betrug, wurden mit 20 ul einer
tragerfreien 9ZnCl,-Losung mit einer Aktivitdt von
0,8 —1,0 «Ci pro ml Serum versetzt, 15 Min. bei
Zimmertemperatur  stehengelasssen, anschlieend
2 ml Chelatlésung zugegeben und nach einminiitigem
Umriihren sdulenchromatographisch aufgetrennt. Die
65Zn-Recovery nach erfolgter Trennung betrug im
Durchschnitt 97,5%. Die im Serum gebundene %3Zn-
Menge wurde wiederum in % der jeweiligen Reco-
very ausgedriickt. Die in Abb. 2 wiedergegebenen
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Abb. 2. Abhidngigkeit der Mobilisation von %Zn von der Kon-
zentration der Ca-Chelate. Geometrische Mittel von je 6 Ein-
zelwerten und Standardfehler.

Ergebnisse zeigen im Gegensatz zur Mobilisation von
stabilem Zn, dal} Ca-DTPA eindeutig wirksamer als
Ca-ADTA ist und daB im héheren Konzentrations-
bereich sich kein Plateau einstellt. Eine Verlange-
rung der Inkubationsdauer der Ansdtze bis zu
4 Stdn. hatte wiederum keinen Einfluf} auf das Aus-
mal der %°Zn-Mobilisation.

In den weiteren Versuchsreihen wurde die Wirk-
samkeit verschiedener Konzentrationen der Zn-
Chelate beziiglich der Mobilisation von %3Zn aus dem
Serum, d. h. die Frage des Isotopenaustausches unter-
sucht. Der Zn-Gehalt des Serums betrug (1,39t
0,07) ug-ml™'. Die Versuchsanordnung war in
allen anderen Beziehungen identisch mit denen der
vorangehenden Versuche (Abb. 2). Erfolgt die sdu-
lenchromatographische Trennung sofort nach Zugabe
der Zn-Chelate, findet, wie Abb. 3 zeigt, im Falle von
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Abb. 3. %Zn-Gehalt der Proteine in Abhingigkeit von der

Konzentration der Zn-Chelate nach sofortiger saulenchromato-

graphischer Trennung. Geometrische Mittel von je 6 Einzel-
werten und Standardfehler.
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Zn-ADTA erst bei einem sehr hohen Uberschufl des
Liganden eine Mobilisation von %Zn aus den Serum-
proteinen statt, wihrend Zn-DTPA in einem erheb-
lich niedrigerem Konzentrationsbereich bereits wirk-
sam ist. Im Gegensatz zu den Ca-Chelaten, bei denen
das AusmaB der %°Zn-Mobilisation von der Inkuba-
tionsdauer der Ansitze unabhingig war, spielt der
Zeitfaktor im Falle des Isotopenaustausches bei
ADTA eine entscheidende Rolle, wihrend er fiir
DTPA praktisch bedeutungslos bleibt. Diesen Fest-
stellungen liegen Versuche zugrunde, in denen die
Auftrennung nach unterschiedlich langer Inkubation
der Ansitze (bis 48 Stdn.) bei Zimmertemperatur
vorgenommen wurde. Die Kinetik fiir den Isotopen-
austausch mit Zn-ADTA folgt einer Exponentialfunk-
tion. Wie Tab. Il zu entnehmen ist, nimmt der Inter-
zept fiir ¢ =0 mit steigender Chelatkonzentration ab,
wiahrend der Exponent zunimmt.

Tab. II. Kinetik des Isotopenaustausches zwischen Zn-Chela-

ten und proteingebundenem %7Zn. Parameter und Standard-

fehler der Funktion R(t)=R()e~#t-R(t) und R(o): protein-
gebundenes %5Zn in %. t: Stunden.

Chelat- R(()) ;
konzentration
[mol - 1-1]
Zn-DTPA
3 x 103 83,14 ~ 0
(82,13 —84,15)
7 x 10-5 59,62 ~ 0
(58,61 —60,83)
1 x 104 21,29 ~ 0
(20,28 —22,30) B
Zn-ADTA
3 x 10-3 92,45 — 0,047 + 0,006
(91,43—93,47)
1 x 102 83,45 — 0,225 + 0,003
(82,42—84.48)
3 X 102 59,63 — 6,517 + 0,311
(58,51 —60,75)
Diskussion

Um die Mobilisation von stabilem Zn aus den
Serumproteinen deuten zu konnen, ist es angebracht,
die Frage zunichst in einer allgemein giiltigen, semi-
quantitativen Form zu analysieren.

Bezeichnen wir mit [M]; und [L]; die Konzentra-
tionen aller Metall- bzw. Chelatspezies. Die Konzen-
tration des Metallchelats [ML] hédngt von der Stabi-
litatskonstante
ML)

K=

0
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sowie von [M]; und [L]; ab. Dabei sind [M] und
[L] gleich [M;—ML] bzw. [L;—ML], so dal (1)
auch als

[ML]

= [M¢—ML] [L{—ML]

(2)
geschrieben werden kann. Die Formulierung (2)
wird den Verhiltnissen in einem biologischen System
gerecht, indem [M;— ML] nicht nur die Konzentra-
tion freier Metallionen [M] allein, sondern auch die
aller anderen Spezies, z.B. der Verbindungen von
M mit biologischen Liganden, wiedergibt; fiir
[Li—ML] gilt sinngemal das gleiche, d. h. es wird
auch der Konkurrenz von Ca** Rechnung getragen.
Da bei dieser Betrachtung konkurrierende Reaktio-
nen impliziert sind, hat K’ eine andere Bedeutung
alsK, indem K’ die sog. conditional Stabilititskon-
stante ist 14, Sind K’, [M]; und [L]; bekannt, dann
1aBt sich [ML] als Unbekannte aus (2) berechnen.
In Abb. 4 ist eine nach (2) berechnete Kurvenschar
wiedergegeben, welche die Abhingigkeit der chelier-
ten Metallfraktion von [L]; und der sog. Instabilitéts-
konstante 1/K’ zeigt. Die gestrichelte Vertikale gibt
die aquimolare Konzentration [L];= [M]; wieder,
und die Kurven sind in bezug auf n, den Exponen-
ten von [L];, [M], und 1/K’, normiert.

Die in Abb. 1 wiedergegebene Abhingigkeit der
Mobilisation des stabilen Zn von der Chelatkonzen-
tration zeigt ein deutliches Plateau bei rund 20%
des proteingebundenen Zn; es handelt sich offensicht-

ML

n+3 ned
2102

n- n nel, ne2
208 2908 290 207

lOg[L][ —

Abb. 4. Experimentell ermittelte Konzentrationsabhéngig-

keit der Zn-Mobilisation durch Ca-Chelate (—@®@—) im Ver-

gleich zu theoretisch berechneten Kurven. Bzgl. Einzelheiten
s. Text.
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lich um eine so fest gebundene Fraktion, daf} selbst
hohe Chelatkonzentrationen unwirksam bleiben. Sub-
trahiert man diese Fraktion von den experimentellen

Punkten der Abb. 1, erhalt man die in Abb. 4 ein-
[ZnL)]
[(Zn]
die in zwei Beziehungen von den theoretisch gefor-
derten Verhaltnissen abweicht: 1. Das Verhaltnis
gleichwirksamer Konzentrationen {ADTA];/[DTPA];
ist 1, obwohl das Verhaltnis der eingangs erwahnten
effektiven Stabilitatskonstanten K,DTPA/K/ADTA =90
ist. 2. Die experimentelle Kurve zeigt bei hoheren
Chelatkonzentrationen einen eindeutig flacheren Ver-
lauf als die theoretisch berechneten Kurven.

gezeichnete Konzentrationsabhéngigkeit von

Der Berechnung der theoretischen Kurven liegt
die Annahme zugrunde, daf} das zu mobilisierende
Metall in einer homogenen Form vorliegt, d. h. dal}
die Bindungsstabilitdt seiner Proteinkomplexe quan-
titativ durch eine Konstante gekennzeichnet werden
kann. Diese Voraussetzung ist jedoch, wie die Ver-
suche mit den C o h n schen Fraktionen zeigen (Tab.
I), nicht erfiilllt. Die Heterogenitat beziiglich der
Bindungsstabilitdit von Zn muf} sich aber, wovon
man sich rechnerisch leicht iberzeugen kann, in einer
Abflachung der Kurven manifestieren 1°. Eine Erkla-
rung des Befundes, dal beide Ca-Chelate gleich-
wirksam sind, kann von folgender Uberlegung aus-
gehen: Die Stabilitatskonstante K, die definitions-
gemall auch in K’ enthalten ist, gilt nur fir die
Chelierung freier Metallionen und impliziert somit
einen Mobilisationsmechanismus iber die freien Zn-
Tonen. Grundsatzlich ist aber auch eine Mobilisation
tiber die Bildung eines intermedidren terndren Che-
lats: Protein-Zn-Polyaminopolycarbonsdure denkbar.
Da bei der Bildung eines terniaren Komplexes nicht
alle Ligandenatome des Chelatbildners, sondern nur
eine begrenzte Anzahl beteiligt sind (dies gilt in be-
sonderem Mafle fiir Zn mit der niedrigen Koordina-
tionszahl 4), sollten keine wesentlichen Unterschiede
der Effektivitit von ADTA und DTPA auftreten. In
diesem Zusammenhang sei erwéhnt, daf} die Bildung
terndrer Komplexe auch im Falle der Zn-haltigen
Carboanhydratase wahrscheinlich gemacht werden
konnte 6.

Bei der Mobilisation von %Zn (Abb. 2) liegen
grundsitzlich andere Verhaltnisse vor, indem 1.
DTPA etwa 20-mal wirksamer als ADTA ist, 2. beide
Ca-Chelate wirksamer als bei der Mobilisation von
stabilem Zn sind und 3. die Konzentrationsabhéngig-
keit der Mobilisation mit den theoretisch zu erwar-
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tenden Kurven gut iibereinstimmt. Wenn man auf
die in Abb. 4 wiedergegebenen Verhilinisse und die
vorangehenden Uberlegungen zuriickgreift, fithren
diese Befunde zu der Folgerung, da in vitro nur ein
kleiner Bruchteil des proteingebundenen Zn durch
65Zn markierbar ist, daB diese Zn-Fraktion relativ
locker gebunden ist und daf schlieBlich die Mobilisa-
tion iiber das freie Zn?*-Ion der dominierende Me-
chanismus ist. Zu beantworten ist nur die Frage, wa-
rum das Verhiltnis der Wirksamkeiten von DTPA
und ADTA mit einem Wert von ~ 20 eindeutig klei-
ner als das Verhaltnis der effektiven Stabilititskon-
stanten (~90) ist. Abb. 4 ist zu entnehmen, dal
geringere Effektivitatsunterschiede, als aufgrund der
Unterschiede zwischen den Stabilitdtskonstanten zu
erwarten, dann auftreten konnen, wenn [L];<[M],
ist. Da jedoch [Zn]{~2-1075M ist und davon nur
ein kleiner Bruchteil mit 5Zn markiert wird, ist diese
Randbedingung sicherlich nicht erfiillt, und es muf}
nach einer anderen Erkldrung gesucht werden. Zu-
ndchst wire denkbar, da neben der Mobilisation
iiber das freie Zn?* auch der Mechanismus der Bil-
dung intermedidrer terndrer Komplexe eine Rolle
spielt. Weiterhin konnte die (anschlieBend zu disku-
tierende) Tatsache, dafl der Isotopenaustausch im
Falle von Zn-DTPA erheblich schneller als bei Zn-
ADTA verlduft, eine im Vergleich zur Theorie ge-
ringere Wirksamkeit von DTPA vortiuschen: Be-
schreibt man die Mobilisation des radioaktiv mar-
kierten proteingebundenen Zn durch das Ca-Chelat
durch

PZn* + L=P + LZn* (3)
und den Isotopenaustausch durch
LZn* + PZn = LZn + PZn* (4)

so mufl, da die durch (3) mobilisierte Fraktion
[LZn*] < [PZn]; ist, Reaktion (4) nach rechts ab-
laufen, und die eigentliche Mobilisation wird da-
durch gewissermafen maskiert.

Dal} der Isotopenaustausch im Falle von Zn-DTPA
erheblich schneller als bei Zn-ADTA abliuft und ein
Gleichgewicht sich in sehr kurzer (in unserer Ver-
suchsanordnung nicht nachweisbaren) Zeit einstellt,
wurde bereits frither beschrieben1? und hat aller
Wahrscheinlichkeit nach die Bildung eines gemisch-

ten Komplexes
PZn* + LZn = PZn*LZn = PZn + LZn* (5)

z'x.ls Ursache, wihrend der langsame Ablauf bei Zn-
ADTA auf einer iiber das freie Zn2* ablaufenden



MOBILISATION VON PROTEINGEBUNDENEM ZINK DURCH CHELATE

Reaktion beruhen konnte. Es ist ohne weiteres denk-
bar, da die sterische Anordnung der beiden Zn-
Atome in dem gemischten Komplex nach (5) ihren
Austausch in starkem MaBe begiinstigt. Fiir die Bil-
dung des postulierten gemischten Komplexes spricht,
daB DTPA im Vergleich zum 6-zihnigen ADTA 8
Ligandenatome besitzt und dadurch in der Lage ist,
ein relativ stabiles Zn,-DTPA zu bilden 1 15,

Die %Zn-Aktivitit des Zn-DTPA betrdgt laut
Tab. II fir die drei untersuchten Konzentrationen
17, 40 bzw. 79%. Geht man von der Annahme aus,
daBl das gesamte proteingebundene ~2-107%M Zn
sich am Isotopenaustausch beteiligt, miiite im Gleich-
gewicht, d. h. bei gleicher spezifischer Aktivitat aller
Zn-Fraktionen, eine Aktivitit von 60, 78 bzw. 83%
erwartet werden. Diese Werte sind hoher als die
experimentell erhaltenen. Auflerdem ist zu bertick-
sichtigen, daf} nach den in Abb. 2 wiedergegebenen
Resultaten nur ein kleiner Bruchteil des protein-
gebundenen Zn in vitro mit %Zn markierbar ist.
Dementsprechend miiflite die 85Zn-Aktivitit von Zn-
DTPA noch héher sein, als oben angegeben. Die Ur-
sache fiir diese Diskrepanz ist nicht klar, und es
kann im Moment nur eine Erkldarung vorgeschlagen
werden, derzufolge 1. die Bildung gemischter Kom-
plexe nach Reaktion (5) die %5Zn-Markierung von
proteingebundenen Zn-Fraktionen, die duch iono-
genes %Zn nicht markierbar sind, erméglicht und
2. da [ZnDTPA] > [ZnP] das Gleichgewicht der
Reaktion (5) verschoben ist und der gemischte Kom-
plex bei unserer Methodik von den Proteinen nicht
getrennt werden kann.

Anlaf fiir unsere Untersuchung waren die ein-
gangs dargelegten Komplikationen fiir die Hypo-
these, dal der Wechselwirkung des endogenen Zn
mit den Chelaten eine pathogenetische Relevanz fiir
ihre Toxizitdt zukommt. Unser Befund, daB bei der
Mobilisierung von stabilem Zn DTPA und ADTA
gleichwirksam sind, scheint auf den ersten Blick den
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Sachverhalt noch mehr zu komplizieren, da in vivo
DTPA beziiglich der Zn-Ausscheidung etwa 20-mal
wirksamer als ADTA ist 2. Das von uns untersuchte
geschlossene in vitro-System unterscheidet sich je-
doch in einem wesentlichen Punkt von den Verhalt-
nissen invivo, indem die Resorption von Zn aus
dem Intestinaltrakt entfallt. Das enteral resorbierte
Zn, das normalerweise zum grofB3ten Teil wieder aus-
geschieden wird, sollte sich im Blutplasma beziiglich
der Bindung durch Plasmaproteine und der Mobili-
sierbarkeit durch die Chelatbildner wie das %Zn in
unserem in vitro-System verhalten. Wir konnen so-
mit folgern, da8 bei dem invivo durch die Chelat-
bildner zur Ausscheidung gebrachten Zn es sich im
wesentlichen um das enteral resorbierte Zn und zu
einem erheblich geringeren Teil um das wihrend der
Biosynthese in die Proteine eingebaute Zn handelt.
Fir die Toxizitat der Chelatbildner sollte in erster
Linie die Mobilisierung der letzteren Zn-Fraktion
malgeblich sein. Daf} das Verhiltnis der toxischen
Dosen Ca-DTPA/Ca-ADTA etwa 2 betrigt, d.h. >1
und <20 ist, weist darauf hin, daB die durch die
Chelierung des enteral resorbierten Zn bedingte posi-
tive Zn-Bilanz insofern pathogenetisch relevant ist,
als die Auffiillung des endogenen Zn-Pools verlang-
samt wird. Das Verhiltnis gleich toxischer Dosen
(~2) kann somit als Resultante aus den entspre-
chenden Werten von 1 bzw. 20 fiir die Zn-Mobili-
sierung aufgefalt werden, und wir glauben, durch
unsere Untersuchung die erwihnten Diskrepanzen
weitgehend beseitigt zu haben. AbschlieBend sei noch
bemerkt, daB3 die Uberlegun'gen, welche die Mobili-
sierung von Metallen aus endogenen Komplexen be-
treffen (Abb. 4), Méglichkeiten fiir die Abschitzung
der Stabilitit von Metallkomplexen mit endogenen
Liganden ersffnen.

Herrn Prof. Dr. A. CATscH danke ich fiir das Inter-
esse an den Untersuchungen und Frau M. PETEREIT
fiir die wertvolle technische Assistenz.

10 G. SCHWARZENBACH et al., Helv. Chim. Acta 37, 937
[1954].

! G. ANDEREGG et al., Helv. Chim. Acta 42, 827 [1959].

12 A. CatscH u. D. Ku. L&, Strahlentherapie 130, 557
[1966].

13 B. ROsOFF et al., J. Appl. Physiol. 30, 12 [1971].

14 A. RiNGBOM, Complexation in Analytical Chemistry, New
York-London, Interscience Publishers [1963].

15 G. SEGEWITZ, Dissertation, Karlsruhe 1972.

16 S. CArPY, Biochim. biophys. Acta 151, 245 [1968].

17 'W. JaAMMERs u. A. CATscH, Naturwissenschaften 22, 588
[1967].



