Technik des pharmakologischen Tierexperimentes

bei Verwendung radioaktiver Isotope
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Radlolsotope sind in der pharmakologischen Forschung besonders dann wichtig, wenn elne zu geringe
Konzentration den Nachweis des Pharmakons oder die ldentifizierung seiner Abbauprodukte nicht
zulassen. AuBer den lblichen Besonderheiten der Isotopenchemie sind fiir pharmakologische Tier-
experimente zahlreiche biologische Bedingungen wichtig, weshalb hier eine zusammenfassende Uber-
sicht liber die Méglichkeiten und Ausfilhrungen pharmakologischer Tierexperimente gegeben wird.

Nachdem mit Indikatormethoden in der Biochemie tiber-
zeugende Fortschritte erzielt werden konnten, finden die
radioaktiven Isotope mehr und mehr Eingang in die
pharmakologische Forschung. In einer vorangegangenen
Mitteilung!) wurde ein Uberblick Giber entsprechende Ar-
beiten auf dem Gebiete der Pharmakologie gegeben.

Das Arbeiten mit radioaktiven Isotopen érfordert eine
Umstellung auf die Besonderheiten der Isotopen-
chemie?). Priparative und analytische Arbeit z. B. mu8
wegen der Gefahr der radioaktiven Verseuchung?) streng
getrennt werden. Stark aktive Prdparate machen Strah-
lenschutzmaBnahmen notwendlg. Abfélle radioaktiver
Produkte diirfen nicht in die Kanalisation geleitet werden,
Die Synthesen von radioaktiven Verbindungen weichen
nicht selten von den gewohnten ab, da man aus Ausbeute-
griinden meistens versucht, das aktive Element erst mog-
lichst spdt einzubauen. Auch die analytische Arbeit er-
fordert besondere Methoden. Verunreinigungen chemischer
Art, die u. U. zu Fehlergebnissen fithren wiirden, sind meist
bei der radiochemischen Analyse ohne Belang. Dagegen
droht dauernd die Gefahr der radioaktiven Infektion, d. h.
die Einschleppung von stark radioaktivem Material durch
Verschmierung sog. gewichtsloser Aktivitdten, wie sie vom
Pile bezogen werden. Glaswaren, die dem Auge als tadel-
los sauber erscheinen, ktnnen durch Aktivitdten verun-
reinigt sein, die zu vollig falschen Ergebnissen fdhren.
Diese AusfGhrungen zeigen, daB auch im pharmakologi-
schen Tierexperiment bei Verwendung von Isotopen be-
sondere Gesichtspunkte beachtet werden mfissen. Die fib-
liche Technik des Tierversuchs muB dabel als bekannt
vorausgesetzt werden. Wir verweisen auf die einschlagige
Fachliteraturé 3),

Auswahl und Haltung der Tiere

Beim Indikatortierversuch sind bei der Auswahl der
Tierart selbstverstdndlich zundchst physiologische Ge-
sichtspunkte, wie Erndhrungsweise, Immunitdtsver-
hiltnisse und Kreislaufempfindlichkeit zu beachten. Dar-
iber hinaus ist es aber ratsam, auchdie radiochemischen
Gegebenheiten in Rechnung zu stellen. Hat man z. B.
die Absicht, die markierte Substanz bzw. deren Stoff-
wechselprodukte in Organen nachzuweisen und zu messen,
so wird man, um nicht zu groB8e Organe aufarbeiten zu
mtssen, Ratten oder M3use verwenden. Will man hin-
gegen die Substanz auch chemisch identifizieren (Isotopen-
verdiinnungsanalyse), so erfordert dies von selbst hdufig
ein groBeres Versuchstier, Beabsichtigt man {iber ldngere
Zeitabschnitte die Ausscheidung einer markierten Ver-
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bindung zu verfolgen, so wird man meistens das Kanin-
chen als Versuchstier wihlen, da die Harnmengen von
Ratten und Mdusen ftir eine exakte Analyse hidufig zu
klein sind. Hunde eignen sich schlecht zum Aufenthalt
in Stoffwechselkéfigen. GroBere Versuchstiere wie Schafe,
Ziegen und Rinder, iiber die in amerikanischen Arbeiten
hiufiger berichtet wird, machen kostspielige, besonders
konstruierte Stallungen notwendig.

Soll der Blut- oder Harnspiegel einer Substanz fiber
karzere Zeitabschnitte kontinuierlich verfolgt werden (z.B.
bei Clearance-Versuchen), so arbeitet man zweckmdBig mit
Hunden. Bei der Wahl der Versuchstiere ist weiterhin die
Mbglichkeit einer exakten Applikationsart zu berick-
sichtigen. Ein weiterer Gesichtspunkt ist der Wert der
benutzten markierten Substanz. Dies gilt vor allem, wenn
man sich bei der Darstellung einer Biosynthese bedienen
muB. Trotzdem sollte man im Interesse der MeBgenauig-
keit in der Regel mit nicht zu kleinen Versuchstieren ar-
beiten. Eine Erhohung des Tiergewichts um den Faktor 10
(etwa von einer 200 g schweren Ratte auf ein 2 kg schwe-
res Kaninchen) erleichtert die notwendigen Manipulationen
meist erheblich, wdhrend die Erhdhung der Aktivitdt um
den Faktor 10 beziiglich Arbeitsaufwand und Kosten in
vielen Fdllen nicht so sehr ins Gewicht fidllt. Die Gefahr
des MiBlingens rein manueller Operationen ist bei kleinen
Versuchstieren viel griBer und fithrt zu einer fteren Wie-
derholung des betreffenden Versuches.

Bei der Haltung der Versuchstiere ist grundsédtzlich
jede Mdglichkeit einer radioaktiven Verseuchung ihrer Um-
gebung zu vermeiden. Radioaktive Tiere sind unter allen
Umstdnden von nicht im Versuch befindlichen fernzuhal-
ten, Radioaktive Mduse, Ratten, Meerschweinchen und
Kaninchen hidlt man am besten in Stoffwechselkdfigen.
Harn und Kot radioaktiver Tiere ist nach den Gesichts-
punkten der Abfallbeseitigung in radiochemischen Labo-
ratorien zu behandeln, insbes. wenn es sich um langlebige
Isotope handelt. -Dasselbe giit fiir die Beseitigung von
Tierkadavern. Je nach Isotop sind die Tiere zu verbrennen
(z. B. ¥C) oder an gekennzeichneter Stelle zu vergraben
(z. B. Kobalt, Radium).

Hunde werden am besten in Freilandboxen gehalten.
Dabel ist fir hdufige Reinigung der Stélle und Gehege zu
sorgen, um jegliche Verschmierung der Tiere mit radio-
aktiven Exkrementen zu vermeiden. Radioaktive Hunde
sollen stets voneinander getrennt gehalten werden. Man
beobachtet immer wieder Tiere, welche Exkremente fres-
sen. Dies bedeutet eine Verseuchungsmoglichkeit, die un-
ter Umstdnden zu Fehlergebnissen fithren kann. Ratsam
ist ferner eine auffdllige Markierung radioaktiver Ver-
suchstiere (farbige Marken). UnerlédBlich ist eine sorgfdl-
tige Buchftihrung iiber jedes einzelne Versuchstier, Die
Tiere sollen erst nach vélliger Ausscheidung oder entspre-
chendem Abfall der Aktivitat fiir neue Versuche verwendet
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werden. Auch sollte man die Versuchstiere aus strah-
lenbiologischen Griinden nicht zu oft fiir Isotopenversuche
heranziehen. Einmal besteht die Gefahr, daB die Tiere
noch unvermutete Aktivititen enthalten, zum anderen
muB man erwarten, daB stdrker strahlengeschidigte Tiere
in ihrem Stoffwechselverhalten gewisse Anomalien zeigen
kbnnen. Selbstverstdndlichist es, daB aktive Versuchstiere,
besondersSchlachttiere nicht weiterverduBert werden diirfen.
Das Tierpflegepersonal ist iiber die Gefahr der Strahlen-
schdden eingehend zu belehren. Der Tierpfleger muf seine
Hénde und Kleider nach jedem Umgang mit stark aktiven
Tieren an einem Geiger-Miiller-Zahlrohr messen lassen.

Besondere VorsichtsmaBnahmen erfordern alle Versuchs-
tiere, denen solche 4C markijerte Verbindungen verabfolgt
wurden, die im Verlaufe des intermedidren Abbaus als
1CO, in der Atemluft ausgeschieden werden. Dies gilt
auch bei Verwendung von Substanzen, die nach Ausschei-
dung in Harn oder Kot durch bakterielle Zersetzung zu
freiem 14CQO, fithren kdnnen. Derartige Versuchstiere diir-
fen auf keinen Fall in Gebauden gehalten werden, in denen
radiochemische Messungen durchgefiihrt werden. Es muB
bei der Einrichtung der Stalle beriicksichtigt werden, daB
14CQO, mit dem Calciumcarbonat von Mauerwerk und Wand-
anstrich einem Austausch unterliegt, so daB ein derartiger
Raum nach einiger Zeit betrdchtlich radioaktiv verseucht
sein kann. Man wird sich in der Regel dadurch helfen kdn-
nen, daB man sotche Tierstalle mit einem Olfarbenanstrich
versieht, fiir dichtschlieBende Tiiren sorgt und den Raum
ausreichend ventiliert. Manche Autoren empfehlen zusitz-
lich eine dauernde Durchspiilung mit inaktivem CO,, um
das anfallende #¥CQO, zu verdiinnen. Durch dieses Vorgehen
kann eine Verseuchung der Radume, zumindest vom Stand-
punkt des Strahlenschutzes aus, vermieden werden. Im
Falle, daB jedoch griBere 1#CO,-Mengen erwartet werden,
oder daB in der Umgebung der Tierstalle radiochemische
Prazisionsmessungen, insbesondere !4C-Altersbestimmun-
gen durchgefithrt werden, ist es ratsam, an die Venti-
lationseinrichtung eine Absorptionsanlage anzuschliefen.
Ahnliche VorsichtsmaBnahmen sind bei der Verbrennung
14C-haltiger Tierkadaver zu ergreifen.

Technik der Darreichung von Isotopen

Die orale Verabfolgung von markiertem Material soll
moglichst per Magensonde geschehen. Eine Zumischung
zum Futter ist nur in den seltensten Fallen zulassig, auf
keinen Fall aber bei Bilanzversuchen. Die Tiere verstreuen
fast immer Futter, was zur Vermischung mit den Exkre-
menten flihrt, Beziiglich der Technik der Magensonden-
futterung sei auf die Fachliteratur verwiesen®). Vor dem
Herausziehen der Sonde aus dem Schlund ist sie noch mit
einer geeigneten inaktiven Fliissigkeit durchzuspritzen, um
den griBten Teil der Aktivitat aus der Sonde zu entfernen.
Jedes Tier ist hinterher einige Zeit zu beobachten (Er-
brechenl).

Subcutane, intramuskuldre und intracardiale Injek-
tion von radioaktivem Material bietet keine Besonderheit
gegeniiber der sonst iiblichen Technik. Man muB jedoch
vermeiden, daB aktives Material bei der Entfernung der
Luft aus der Injektionsspritze an die AuBenseite der Spritze
gelangt oder als Tropfen der Kaniile anhaftet (radioaktive
Verseuchung des Felles sowie der Hinde des Experimen-
tierenden). Spritzen, welche zur Injektion von hochak-
tivem Material dienen, soll man auch nach sorgféltiger
Reinlgung nicht zur Blutentnahme fiir analytische Zwecke
verwenden. Am besten bewahrt man Injektionsspritzen
und Kanillen fiir beide Zwecke rdumlich getrennt auf. Eine
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Besonderheit bietet die intraperitoneale Injektion
von aktivem Material. Beim Durchstechen der Bauch-
decke soll auch hierbei wegen der Gefahr einer Darmver-
letzung gleichzeitig injiziert werden (Fliissigkeitswall vor
der Nadeispitze). Dies geschieht aber mit einer Spritze,
die eine geeignete inaktive Fldssigkeit, z. B, physiologische
Kochsalzlgsung, enthidlt. Die Injektion der Isotope folgt
mit einer zweiten Injektionsspritze, wenn sich die Nadel-
spitze bereits in der Bauchhdhle befindet. So wird eine
Verseuchung des Stichkanals weitgehend vermieden. Die
Injektion in die Schwanzvene von Ratten und Mausen
sollte sich nur der wirklich Gefibte zutrauen, Man ist hdu-
fig erstaunt, wieviel Aktivitdt trotz einwandfreier Injek-
tionstechnik bei Messung des Schwanzes einige Minuten
nach der Injektion noch nachzuweisen ist. Ahnliches gilt
auch bei der scheinbar gelungenen intracardialen Injek-
tion. Auch dabei sind im Herzbeutel oft nicht unbetrdcht-
liche Aktivitdten aufzufinden. Man sollte nach Maglich-
keit in gut sichtbare (Kaninchenohr) oder {reigelegte Ve-
nen (V. jugularis bzw. femoralis des Meerschweinchens) in-
jizieren. Beim Hund wird die V. saphena parva herange-
zogen. Wer aus Griinden exakter Dosierung eine para-
vengse Injektion sicher vermeiden will, sollte die spdter
zur ¢fteren Blutentnahme angegebene Technik in Narkose
benutzen. Zu beachten ist bei der Injektion sog. gewichts-
loser Aktivitdten (d. h. Isotope mit hoher spezifischer Ak-
tivitdt ohne inaktiven Triger), daB sehr erhebliche Akti-
vitidten in der Spritze adsorbiert werden konnen. AuBer-
dem verbleiben im kapillaren Spalt zwischen Spritzenwan-
dung und Kolben oft betrdchtliche Aktivitdten. Die inji-
zierte Dosis muB3 dann um den nachtriglich bestimmten
Spritzenriickstand korrigiert werden. Kdufliche Injek-
tionsspritzen sind nicht geeicht. Die angegebene Gradu-
ierung weicht oft stark vom tatsdchlichen Volumen ab.
Dies macht sich bei Indikatoruntersuchungen stérker be-
merkbar als bei Versuchen mit inaktivem Material. Zur
Nacheichung von Injektionsspritzen bewdhrt sich
Xylol aus physikalischen Griinden besser als Quecksilber.

Verfolgung der Ausscheidung markierter
Substanzen in den Exkrementen

Will man quantitativ die im Kot ausgeschiedenen radio-
aktiven Isotope erfassen, so wird man in der Regel das
Kaninchen als Versuchstier wéhlen. Der Boden des Stoff-
wechselkafigs soll aus einem weitmaschigen Gitter be-
stehen, durch das der Kot durchfillt. Darunter ist ein
engmaschiges Netz oder eine Siebplatte, die den Kot vom
Harn trennt. Manche Unannehm-
lichkeiten beim Sammeln des |
Kotes lassen sich vermeiden,
wenn man durch geeignete Fiit- -
terung fiir eine ausreichend
trockene Konsistenz sorgt. Jeg-
licher so gesammelte Kot kann
durch Aktivitdten aus dem
Harn verunreinigt sein. Kommt
es hierauf an, so benutzt man
besser eine Vorrichtung wie sie
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tion von Radioindikatoren zu vermeiden. Will man quanti-
tativ sammeln, so ist nach jeder Sammelperiode der Kifig
grindlich zu reinigen und das Waschwasser zu messen.
Wegen der geringen Harnmenge von Miusen und Ratten
ist es verstidndlich, daB gerade bei diesen kleinen Versuchs-
tieren der Fehler durch Adsorption von Aktivitit am
Sammeltrichter und auch durch Verschmieren auf dem
Fell der Tiere ziemlich gro8 ist.

Datiir sei ein Zahlenbeispiel angefiihrt: Eine Ratte erhielt intra-
peritoneal 1,53 « 10 T/min 8] als Jodsulfanilsiure. Im Auffang-
gefil werden nach 1 Tag 334500 T/min, nach einem weiteren
Tag 3600 T/min gemessen. Eine Reinigung des Kifigs ergab im
Waschwasser 196500 T/min. Die Ratte wurde sodann in lau-
warmem Leitungswasser gebadet. Das Badewasser enthielt wei-
tere 4200 T/min. Dieses Beispiel zeigt deutlich, wie gro8 der Feh-
ler bei kleinen Versuchstieren durch Verschmierung und Adsorp-
tion sein kapnp, insbesondere wenn es sich um Substanzen hoher
spezifischer Aktivitit handelt. Man sollte daher in der Regel fiir
Versuche dieser Art Tiere von mindestens KaninchengriBe neh-
men. Katzen eignen sich nicht fir den Aufenthalt in Stoffwechsel-
k#figen.

Die gemessenen Teilchenzahlen werden unter Berfick-
sichtigung der Halbwertzeit des verwendeten Isotops am
besten auf die Injektionszeit oder auf den Zeitpunkt der
Messung des injizierten Prdparates umgerechnet. Aus den
erhaltenen Werten und aus der spezifischen Aktivitdt des
injizierten Prédparates 148t sich die jeweilige gewichtsmadBige
Menge der ausgeschiedenen markierten Verbindung be-
rechnen, falls die chemische Verbindung bekannt ist, in
welcher die markierten Atome ausgeschieden werden.

Beabsichtigt man fiber kairzere Zeitabschnitte die Iso-
topenkonzentration im Harn kontinuierlich zu verfolgen,
so arbeitet man am besten mit Hunden, bei denen vorher
operativ eine Blasenfistel angelegt wurde. Ausschei-
dungsversuche sind in wachem oder narkotisiertem Zu-
stand der Tiere mdglich, wobei zu beachten ist, daB die
Diurese durch die Narkose beeinfluBt sein kann. Gut er-
zogene Hunde lassen sich jedoch in Seitenlage ohne Nar-
kose fiir einige Stunden auf einen Tisch legen, was fiir kiir-
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daB sich eine Hilfsperson
wihrend des Versuches
ausschlieBlich mit dem
Hund beschiftigt. MuB
man derartige Ausschei-
dungsversuche iiber einige
Tage ausdehnen, so ist die
in Bild 2 wiedergegebene
Einrichtung zu empfehlen.

Ein Hund mit bereits angelegter und verheilter Blasenfistel er-
hilt nach sorgfiltiger vorheriger Polsterung mit Watte Gipsver-
binde um die Oberschenkel, in deren oberste Schicht genilgend
starke Vorhangschnur eingegipst wird. In gleicher Weise legt
man eine Gipshalskrause an, Der Hund wird dann in ein Eisen-
geriist eingesetzt. Er soll mit allen vier Beinen in normaler Hal-
tung auf dem Boden stehen. Der Rumpf ruht auf breiten, ver-
stellbaren Hanfgurten, auf die sish das Tier jederzeit zum Schla-
fen niederlassen kann. Die an den Gipsverbinden befestigten
Schniire werden an dem Metallgeriist so verspannt, daB der Hund
in méglichst bequemer Haltung {ixiert bleibt und weder zu wenig
noch zu viel Bewegungafreiheit hat. Derartige Versuchstiere diir-
fen niemals sich selbst iiberlassen werden, da sie in unbewachten
Momenten durch wilde Ausbruchsversuche leicht zu Schaden kom-
men kénnen. Aulerdem ist durch Verstellen der Gurte und
Schniire stets fiir eine qualireie Haltung des Hundes zu sorgen.
Weiterhin achte man auf Stauungen in den eingegipsten Ex-
tremititen.

Der Harn kann, falls man nicht bestimmte Fraktionen
oder Reinsubstanzen isolieren will, bei vielen Isotopen di-
rekt im Fliissigkeitszdhlrohr gemessen werden. Dies ist
allerdings bei weichen Strahlern wie 35S oder 14C vorldufig

noch nicht méglich. Triibe Harne (etwa vom Kaninchen)
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sind vor der Messung zu kldren. Von Messungen getriibter
Fliissigkeiten im Flassigkeitszdhlrohr ist abzuraten, da
widhrend der Messung eine Sedimentation der suspendier-
ten Teilchen stattfinden kann. In anderen Fillen kommt
es zu einer Anreicherung durch Adsorption an der Glas-
wandung des Zdhlrohres, wobei die Verhéltnisse der Selbst-
absorption der zu messenden Fliissigkeit in unberechen-
barer Weise verdndert werden kénnen und zu MeBfehlern
AnlaB geben. Klare Harne konnen, soweit sie eiweiBfrei
sind, ohne Vorbehandlung gemessen werden. EiweiBgehalt
geringer Konzentration ftihrt manchmal, wenn die Ak-
tivitdt an das EiweiB adsorbiert wird, dazu, da8 sich EiweiB
und Aktivitit an der Glaswand wihrend der Messung all-
mdihlich niederschlagen. Dies duBert sich in einer Zunahme
der Teilchenzahl bei hintereinander folgenden Messungen?).
Man entfernt das storende Protein am besten nicht durch
Koagulation, da bei der Fidllung die zu messende Aktivitit
mitgerissen werden kann. Besser ist je nach Art der ak-
tiven Substanz einz vorhergehende Hydrolyse mit Sdure
oder Lauge (Vorsicht: die dannwandigen Fltissigkeitsz&hl-
rohre sind empfindlich gegen starke Alkalien). Klarer
Harn kann selbstverstdndlich auch in der im folgenden Ab-
schnitt beschriebenen Apparatur gemessen werden.

Es sei hier noch darauf hingewiesen, daf die Verwendung von
Flissigkeitszihlrohren auch bei der Anwendung von Fil-
lungsreaktionen méglich ist. Dabei wird zuerst die Aktivitit des
unbehandelten klaren Harnes gemessen. Durch Messung des nach
Fillung gewonnenen Filtrates kann die im Niederschlag befind-
liche Aktivitdt errechnet werden. Es versteht sich von selbst, daB
Fliissigkeitszdhlrohre nach jeder Messung sorgfiltiz mit Chrom-
schwefelsiure oder rauchender Salpetersiure sowie mit destillier-
tem Wasser zu reinigen sind. Da eine Trocknung im Trocken-
schrank nicht méglich ist, kann man fiir Prazisionsmessungen das
anhaftende Wasser schnell durch Spiilen mit Tetrahydrofuran und
anschliefendes Einblasen von Luft entfernen. Das Entfernen des
Wassers durch kriftiges Ausschleudern verringert die Lebens-
dauer der Zihlrohre erheblich.

Bestimmung von Isotopenkonzentrationen
im Blut

Die Bestimmung des Blutspiegels einer Substanz ist eine
Aufgabe, vor die der Pharmakologie haufig gestellt wird.
Besonders fiir die kontinuierliche Verfolgung sind die Iso-
topenmethoden deswegen gut geeignet, weil unter Voraus-
setzung gentigend hoher spezifischer Aktivitdten eine Be-
stimmung mit weniger Material mdglich ist und somit
durch hédufige Blutentnahmen keine groBeren Blutmengen
dem Kreislauf entzogen werden. In der Regel wird man
im Parallelversuch qualitativ ermitteln, in welcher chemi-
schen Verbindung die verabfolgte Aktivitdt in einzelnen
Zeitabschnitten des Versuches vorliegt. Dies kann mit
Hilfe der gebrduchlichen Analysenmethoden geschehen.
Haéufig erleichtert aber auch hier die sog. Isotopenverdfin-
nungsanalyse die Arbeit!), Aussichtsreiche Maglichkeiten
ergeben sich durch die Verwendung der Papierchroma-
tographie. Man kann einem 2u bestimmenden Substanz-
gemisch nacheinander alle erwarteten Verbindungen in in-
aktiver Form im Uberschuf zugeben. Kennt man die Lage
der betieffenden Substanz im Chromatogramm, so kann
man durch Messung der ausgeschnittenen Farbflecke unter
einem Fensterzdhlrohr feststellen, ob die zugegebene Sub-
stanz die Aktivitdt enthilt oder nicht und somit mit der
gesuchten radioaktiven Verbindung identisch ist.

Hat man erst qualitativ die zu bestimmende Substanz
gekldrt, so ist die quantitative, fortlaufende Bestimmung
der Blutkonzentration markierter Verbindungen (abge-
sehen von weichen Strahlern) ohne besondere Schwlerig-
keiten im Fltssigkeitszahirohr mdglich. Der Arbeitsauf-

7) H. Gétte u. M. Frimmer, unverdffentlicht.
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wand fiir eine derartige Analyse liegt meist weit unter dem
einer entsprechenden quantitativen, etwa kolorimetrischen
Bestimmung. Dies féllt bei Serienuntersuchungen beson-
ders ins Gewicht.

Gilt es die Blutkonzentration einer markierten Verbin-
dung ein einziges Mal zu einem bestimmten Zeitpunkt nach
Verabfolgung des aktiven Prdparates zu bestimmen, so
kommt man mit Ratten aus. Man 1468t das Blut nach Td-
tung der Tiere auf vorgewogenes Filtrierpapier tropfen.
Die Menge des Blutes wird durch Wégen in einem sofort
nach der Blutentnahme zu verschlieBenden Wdigeschil-
chen ermittelt. Die zugehdrige Aktivitdt bestimmt man
nach einer der chemischen Eigenart der zu untersuchenden
Verbindung angepaBten Veraschung im Fliissigkeitsz&hl-
rohr, Bei weichen Strahlern 148t es sich vorldufig nicht
umgehen, das zu bestimmende Element in Form eines
Niederschlags unter einem Fensterzdhlrohr zu messen.
Methoden zur Messung in Gasform diirften nur in seltenen
Fillen geeignet sein. Das Filtrierpapierverfahren zur Blut-
entnahme an der Ratte 148t sich unter der Voraussetzung
verfligbarer hoher spezifischer Aktivitdten auch fiir mehr-
malige Einzelentnahmen verwenden. Man macht dann
mit einem Rasiermesser einen Einschnitt in das Schwanz-
ende des Tieres und nimmt den austretenden Bluttropfen
mit Filtrierpapier auf. Da bei kleinen
Blutmengen die Wasserverdunstung [.]
wihrend der Manipulation sehr stark
ist, bezieht man die Aktivitidten zweck-
mdBig auf das Trockengewicht des
Blutes. Das Verfahren sollte nur an-
gewandt werden, wenn pro Blutent-
nahme mindestens 50 T/min aber dem
Nulleffekt des Zdhlrohres zu erwarten
sind.

Bei Meerschweinchen 4Bt sich
durch Herzpunktion fiir radiochemi-
sche Zwecke meist ausreichend Blut
gewinnen. Technisch einfacher ist
jedoch die Blutentnahme am Kanin-
chenohr mit Hilfe einer Saugglocke.
Am Hund sind hdufige Venenpunk-
tionen ohne besondere Schwierig-
keiten moglich. Wenn sehr viele MeB-

so sind fiir eine sicher meBbare Kenzentration im Blut
sehr erhebliche Ausgangsaktivitdten erforderlich.

Aus Griinden einer mdglichen radioaktiven Verseuchung
sollte man niemals aus demjenigen BlutgefdB zur Analyse
Blut entnehmen, in das man die Aktivitdt injiziert hat.
Das entnommene Blut wird sofort nach der Punktion in
Natriumcitrat-Ldsung iibergefithrt. Haben sich die Blutkor-
perchen zwischen Entnahme und Messung abgesetzt, so
ist das Gemisch vor der Messung griindlich aufzuschiitteln,
da sonst die friither erwdhnten Fehler durch Eigenabsorp-
tionsdnderungen auftreten kénnen.

Fiir manche Zwecke, vorwiegend fir Blutkreislauf-
arbeiten, bei denen es auf Erkennung rascher Konzen-
trationsdnderungen ankommt, eignet sich das in Bild 3 an-
gegebene Durchstromungszdhlrohr*). Die bis jetzt im
Handel befindlichen Durchstrdmungszédhlrohre sind fir die
Durchstromung mit Blut ungeeignet. In dem angegebenen
Modell ist durch eine eingebaute Glasspirale fiir eine gleich-
miBige wendelfdrmige Umspiilung des eigentlichen Zahl-
rohres gesorgt. Das Zahlrohr kann nach Abschirmung mit
Blei und vorheriger Fiillung mit Ringerldsung mittels
Schlauchverbindungen und Glaskaniilen am narkotisierten
heparinisierten Hund direkt an eine groBe Arterie ange-
schlossen werden, wobei das ausflieBende Blut in das peri-
phere Arterienende zuriickgeleitet wird (Bild 4). Beim An-
schluB an eine Vene mu8 eine Pumpe dazwischengeschaltet
werden, Die Hauptschwierigkeit des Verfahrens ist die Ver-

|

punkte ndtig sind und es die Eigenart

des Versuches erlaubt, arbeitet man
am vorteilhaftesten in Narkose und
legt am besten in der Leistenbeuge
beiderseits die groBen GefidBe frei. Diese
kann man dann beliebig oft punktieren.
Die spezifische Aktivitdt der verabfolgten markierten
Verbindungen sollte nach Moglichkeit so eingerichtet wer-
den, daB man pro Punktion mit 0,5 bis 1,0 cm?® Blut
auskommt. D. h. in jeder Probe sollten mindestens 50 Zer-
fille pro Minute (fiber dem Nulleffekt) meB8bar sein. Diese
gewinschten Isotopenkonzentrationen im Blut sind
jenach der chemischen Eigenart der verabfolgten Stoffe und
je nach Art der Darreichung durch sehr unterschiedlich
hohe applizierte spezifische Aktivitaten zu erreichen. Von
einem Stoff wie z. B. dem ,,Periston* (W.Z.), der sich
bei intravendser Injektion nur tiber das Blutvolumen ver-
teilt und nur langsam wieder aus der Blutbahn verschwin-
det, wird man mit verhéltnismidBig niederen spezifischen
Aktivitdten auskommen. Hat man hingegen eine Substanz,
die nur langsam aus dem Darm resorbiert wird, etwa ein
Schwermetall, und die sich vom Blute aus auf griBere
Gewebsbezirke verteilt oder gar wihrend der Resorption
schon durch Harn und Kot wieder ausgeschieden wird,
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Bild 3

meidung jeglicher Gerinnung innerhalb des Z&hlrohres. Das
Durchstromungszdhlrohr wird an einen Verstdrker mit In-
tegriereinrichtung angeschlossen. Dadurch ist eine fort-
laufende Registrierung auf einem optischen Kymographion
moglich. Das Verfahren eignet sich selbstverstindlich
auch zur fortlaufenden Registrierung von Konzentrationen
markierter Pharmaka in isolierten Organsystemen, mit
denen der Pharmako-
loge haufig arbeitet.
So lassen sich z. B.
in ein Herz-Lungen-
Nieren-Priparat zwei
Durchstromungszdhl-

rohre einbauen, wodurch es méglich wird, die Konzen-
tration eines zu untersuchenden Stoffes in Blut und Harn
gleichzeitig fortlaufend zu registrieren (Clearance-Versuche).

vom Zhirohr

vom Herz

2um Lahirohr

Bild 4

*) Das beschriebene Durchstrémungszahlronr wurde gemeinsam mit
Herrn Glasblisermeister P, Kasper entwickelt.
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In manchen Fillen werden Stoffe spezifisch in bestimm-
ten Organen innerhalb kurzer Zeit angereichert. Man kann
dann das betreffende Organ vor dem eigentlichen Versuch
operativ freilegen und das Einwandern der Aktivit4t mit
Hilfe eines angelegten Glockenzédhlrohres fortlaufend ver-
folgen. Bild 5 zeigt eine Kurve, die derart an der Milz eines
Hundes aufgenommen wurde, der radioaktiv markiertes
Polyphosphat intravends erhalten hatte®). In nicht allzu-
ferner Zukunft ist auch in Deutschland mit der Einfithrung
nadelférmiger Scintilationszdhler zu rechnen, die in die
Blutbahn oder in Organe eingestochen werden kdnnen,

70001 =

T/min ———
]
(Y
™

1 1 Il 1 1

0 30 60 90 720 750
min ———»
Bild 5
Zunahme der 3P-Aktivitit in der Milz nach Injektion von
Polyphosphat

Verarbeltung von Organen

Der Nachweis der Speicherung eines Pharmakons macht
die Aufarbeitung von Organen hiufig notwendig. Nur sel-
ten reicht es aus, nur die Strahlung der markierten Ver-
bindung quantitativ zu bestimmen, wobei natarlich nichts
tiber die Art der chemischen Verbindungen ausgesagt wer-
den kann, in der die radioaktiven Atome vorliegen. Han-
delt es sich um geniigend energiereiche Strahler, so kann
man fiir orientierende Versuche etwa gleich dicke Organ-
schnitte anfertigen und diese unter Berficksichtigung der
Zihlrohrgeometrie unter einem Glockenzdhlrohr messen,
Genauere Werte kénnen jedoch nach vorangegangener Ver-
aschung im Fliissigkeitszdhlrohr erhalten werden. Bei der
Auswahl der Veraschungsmethode ist die Chemie des zu
bestimmenden Elementes zu beriicksichtigen. Es muB ver-
mieden werden, daB sich wédhrend der Veraschung Teile
der Aktivitit verflachtigen. Die in der physiologischen
Chemie iiblichen Veraschungsmethoden sind fiir radio-
chemische Untersuchungen nicht immer die glinstigsten.
Verascht man z. B. in konzentrierter Schwefelsdure, so
muB bei der Messung im Fliissigkeitszdhlrohr die durch
die Dichte der Schwefelsiure bedingte Erhéhung der
Selbstabsorption (im Vergleich zu Wasser) berficksich-
tigt werden. Unerwiinscht sind ferner Niederschldge in
der Veraschungsfliissigkeit, da an diese wesentliche Akti-
vitdten adsorbiert werden kénnen, Unzuldssig ist die Mes-
sung von getriibten oder inhomogenen Veraschungsflilssig-
keiten. Es mu8 angestrebt werden, bei der Veraschung
mdglichst zu Endprodukten zu kommen, die eine gegen-
iiber Wasser zu vernachldssigende Dichte haben (Ver-
aschung in rauchender Salpetersdure oder in Salpeter-
sure-Perhydrol mit anschlieBendemn Abrauchen der Sdure
und Auffillen mit Wasser). Weniger wichtig in der radio-
chemischen Analyse ist hdufig die Vollstdndigkeit der
Veraschung, wie sie z. B. bei Eiwei8 fiir Kjeldahl-Analysen

%) M. Frimmer, Arch. exper. Pathol. (im Druck).
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gefordert wird. Wesentlich ist nur die homogene Verteilung
des MeBgutes sowie die Dichte der zu bestimmenden
Flissigkeit. Man tut jedoch gut daran, sich bei Beriick-
sichtigung der Dichte des Memediums nicht auf schwie-
rige Berechnungen einzulassen, sondern den Korrektur-
faktor empirisch durch Eichung bekannter Aktivitdten in
den jeweiligen Veraschungsendprodukten zu ermitteln.
Dies gilt auch ftir Messung von Organextrakten in organi-
schen Lésungsmitteln. In manchen Fillen wird man eine
trockene Veraschung vorziehen (Messung von Ca in Kno-
chen und Organen). In seltenen Fillen (13! J) ist eine Bom-
benveraschung angebracht. Es sei darauf hingewiesen,
dafl bei sehr niederen Teilchenzahlen in der Veraschungs-
fltissigkeit hdufig sicher meBbare Werte erreicht werden
kdnnen, wenn man das gesuchte Isotop durch geeignete
Fillungsmethoden anreichert. Von einer Veraschung in
konzentrierter Kalilauge sollte abgesehen werden, da sich
die natiirliche Radioaktivitdt des gewthnlichen Kaliums
bei den meisten Messungen schon stérend bemerkbar macht.

In der Regel wird bei pharmakologischen Arbeiten die
quantitative Bestimmung der Zerfdlle/min pro Organge-
wichtseinheit nicht ausreichen, sondern eine Identifi-
zierung der chemischen Verbindung, in der die ak-
tiven Atome vorliegen, notwendig sein. Auch hier bilden
die Isotopenverdiinnungsanalyse und die Papierchromato-
graphie die wichtigsten Méglichkeiten des experimentellen
Vorgehens, In besonderem MaBe ist die chemische Iden-
tifizierung der Aktivitdt bei den Verbindungen des Koh-
lenstoffs notwendig. Der *C diirfte in Zukunft dhnlich wie
in der Biochemie den wichtigsten Eckpfeiler der pharma-
kologischen Isotopenforschung bilden.

Arbeiten mit 4C

Die Messung des 1¢C ist wegen der besonders weichen
Strahlung des Isotops mit Schwierigkeiten verbunden.
Deshalb spielt auch die Selbstabsorption des MeBgutes
eine viel groBere Rolle als bei anderen Isotopen. Der MeB-
vorgang diirfte im pharmakologischen Experiment in der
Regel folgender sein: Die isolierte oder stark angereicherte
4C-haltige Verbindung wird trocken oder feucht verascht
und das entstandene 14CO, in Natronlauge aufgefangen.
Aus dieser Natronlauge wird das CO, bei Gegenwart von
Ammoniumchlorid mit fiberschiissiger Bariumchlorid-L&-
sung gefdllt. Die entstandene Bariumcarbenat-Fillung
wird unter Vermeidung des Zutritts von atmosphérischer
Kohlensdure in verschiedenen, aber gleichm#Bigen Schicht-
dicken auf Aluminium-Schilchen eingetrocknet. Die je-
weiligen Schichtdicken werden durch Wigung der getrock-
neten Schilchen ermittelt und die Aktivititen mit Fen-
sterzdhlrohren fir sehr weiche Strahlen gemessen. Fiir
jedes exakt zu bestimmende Kohlenstoffprdparat ist nicht
wie bei anderen Isotopen eine einzige Z&ihlrohrmessung
ausreichend, sondern es ist ratsam, den erzeugten Barium-
carbonat-Niederschlag in verschiedener Schichtdicke zu
messen. Gemessen wird jeweils die spezifische Aktivitdt des
Bariumcarbonats, aus der sich bei bekanntem Gewicht der
gesamten Fillung die Aktivitdt des veraschten Kohlenstoffs
berechnen l48t. Die Grenze der ohne Schwierigkeiten
exakt mefbaren spezifischen Aktivitdt liegt beim Bari-
umcarbonat bei etwa 10-7 ml pro mg bei Sattigungs-
schichtdicke in Schidlchen von 25 mm Durchmesser,
Schon aus diesem Grunde erscheint es angebracht, das
MeBgut weitgehend anzureichern. Hat man nicht sehr
hohe spezifische Ausgangsaktivitdten zur Verfiigung, so
ist es meist schon aus meBtechnischen Griinden unmdig-
lich, ein unvorbereitetes Organ einfach zu verbrennen. Der
inaktive Kohlenstoff des Organs verdiinnt das 4C der
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gesuchten Verbindung bei diesem Vorgehen hdufig so stark,
daB die spezifische Aktivitit des Bariumcarbonats jenseits
exakter Mefbarkeit liegt. Selbst wenn man die gesuchte
Verbindung in inaktiver Form dem Organ in erheblicher
Menge zusetzt und diese Verbindung dann zusammen mit
der aktiven isoliert, ist die resultierende Verdonnung des
Kohlenstoffs weit geringer als diejenige bei der Veraschung
des gesamten Organs.

Eine Besonderheit fiir biologische Versuche bildet die
Moglichkeit der Messung des *#CO, in der Atemluft von
Versuchstieren. Auch dabei ist bei der Versuchspla-
nung zu berdcksichtigen, daB das ausgeatmete #CQO, durch
das inaktive CO, der Atemluft so stark verdiinnt werden
kann, daB bei ungenfigender spezifischer Aktivitdt des ver-
abfolgten *C markierten Pharmakons die spezifische Ak-
tivitdt der ausgeatmeten Gesamtkohlensdure jenseits der
MeBbarkeit mit den dblichen Verstdrkern liegen kann.

Die Versuchsanordnung richtet sich nach der Art der
verwendeten Tiere. Kleine Versuchstiere wie Ratten und
Miuse bringt man in geschlossene Kammern, die mit CO,-
freler Luft durchspiilt werden. Das austretende Gasge-
misch wird durch ein Absorptionssystem mit NaOH gelei-
tet, das in gewissen Zeitabstdnden gegen ein neues ausge-
wechselt wird. GraBere Versuchstiere kann man in Nar-
kose mit Hilfe einer Atempumpe kfinstlich beatmen, wobei
die der Pumpe zugeleitete Einatemluft von CO, gereinigt
werden muB, wihrend die ausgeatmete Luft durch ein
Absorptionssystem gesaugt wird.

Arbeiten mit radioaktivem Kohlenstoff sind durch-
schnittlich mit bedeutend grdBeren technischen Schwierig-
keiten verbunden als solche mit anderen Isotopen. Die
Schwierigkeiten beginnen bereits bei der Synthese der
zu markierenden Verbindungen, die gegeniiber den ge-
brduchlichen organischen Syntheseverfahren meist erheb-
liche Abweichungen notwendig macht, insbes. wenn die
durch den mdéglichen Einbau von “C an verschiedenen
Stellen einer organischen Molekel bedingte Isomerie aus-
genfitzt werden soll. Beziiglich ndherer Einzelheiten der

Analytisch-technische Untersuchungen

Synthese und MeBverfahren tiir 14C sei auf die einschldgige
Literatur verwiesen® 19),

Dosierung radioaktiver Isotopen Im Tierversuch
und Strahlenschiaden

Die beim Zerfall radioaktiver Atomarten auftretende
ionisierende Strahlung fiihrt bei hinreichender Intensitét
im lebenden Gewebe zu schweren Zerstdrungen. Man ist
bei Tracer-Untersuchungen am Menschen sehr vorsichtig
geworden und hat die frither tiblichen Zahlen der Toleranz-
dosis erheblich reduziert. Die neue international fest-
gesetzte Toleranzdosis betrdgt 0,05 r/Tag. Unter der

‘Voraussetzung gleichmiBiger Verteilung fiber den ganzen

Kdrper darf eine verabfolgte Isotopendosis beim Menschen
nur eben so groB sein, daB die Strahlendosis an keiner
Stelle des Korpers hoher als 0,05 r/Tag liegt. Nach An-
gaben von Hohne und Kiinkel (Hamburg-Eppendorf) er-
gibt die Toleranzkonzentration der wichtigsten Isotope
ausgedriickt in Mikrocurie pro kg Korpergewicht folgende
Werte: 14C 12,35; 24Na 0,65; 32P 1,15; 3§ 15; 42K 0,94;
4Ca 10,5; 55Fe 132; %°Fe 1,35; ¢°Co 0,74; %Cu 7,6; "As
0,76; 7'As 4,2; MAg 3,3; 131] 2,25; 203Hg 4,45. Diese
Zahlen sollen beim Menschen méglichst unterschritten wer-
den. Bei radioaktiven Tierversuchen konnen die fiir den
Menschen festgesetzten Toleranzdosen je nach Versuchs-
dauer erheblich tiberschritten werden, ohne daB man zu
befiirchten braucht, daB die Versuchsergebnisse durch
akute Strahlenschdden beeinfluBt werden. Mit akuten
Strahlenschdden ist im kurzfristigen Isotopenexperiment
bei den fiirTracer-Untersuchungengebrduchlichen Dosierun-
gen wohl kaum zu rechnen. Dagegen konnen Spdtschd-
den bei den manchmal nitigen Dosierungen durchaus er-
wartet werden. Man sollte deshalb Tiere, die gréBere Iso-
topenmengen erhalten haben, nicht fiir weitere Untersu-

chungen verwenden. Elngeg. am 23. Jull 1952 [A 468]

%) M. Calvin, Ch. Heidelberger, J. Reid, M. Tolbert u. P, F. Yenk-
wich: Isotoplc Carbon, Verlag John Wiley and Sons Inc., New
York [1949].

10y H, Gotte, diese Ztschr. 63, 89 [1951].

Fluor-Bestimmung mit Destillation als H,SiF;

unter Kreislauffihrung des Wassers

Von Dipl.-Chem. G. PIETZKA und Priv.-Doz. Dr. P. EHRLICH
Aus dem Institut fiir Anorganische Chemie der T. H. Hannover und Hauptlaboratorium der Riedel-de Haén A.-G., Seeize

Fir die Analyse des Fluors wurde eine Apparatur entwickelt, in der das zur Abdestillation des H,SiF,

erforderliche Wasser im Kreislauf gefiihrt wird; damit ist mit einfachen Mitteln das Problem der

unbeaufsichtigten Destillation geldst. Die anschlieBende maBanalytische Bestimmung des Fluors nach

Fillung als Bleibromofluorid ist unter Benutzung einer neu ausgearbeiteten Schnelimethodz in
10—15 min madglich.

Fiir die analytische Bestimmung des Fluors ist eine
groBe Anzahl von Verfahren beschrieben, bei denen die
Schwierigkeiten noch nicht {iberwunden sind.

Im Kapitel I beschreiben wir eine Verbesserung des De-
stillationsverfahrens. Dessen Anwendungsbereich und
maBanalytische Methoden zur Bestimmung des Fluors im
Destillat werden im Kapitel 11 besprochen. Im Kapitel 111
wird schlieBlich gezeigt, wie die ,,Bleibromofluorid‘-Me-
thode!), die viel Zeit erfordert, mit nicht ganz so groBer
Genauigkeit schnell ausgefiihrt werden kann.

1) P. Ehrlich u. G. Pietzka, Z. analyt. Chem. 133, 84 [1951].
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1. Kreislaufdestillation

In schwierigeren Fallen gilt heute als genauestes und am
vielseitigsten anwendbares Verfahren zur Fluor-Bestim-
mung die Methode nach Willard und Winter?). Danach
wird das Fluor bei Gegenwart von Kieselsdure aus stark
saurer Losung als H,SiF; abdestilliert und kann dann in
der Vorlage auf verschiedene Weise maBanalytisch be-
stimmt werden. Ein Nachteil dieses sonst sehr eleganten
Verfahrens ist darin zu sehen, daB die Destillation, die bis

%) H. H. Willard u. O. B. Winter, Ind. Engng. Chem., Analyt. Edit.
5,77 (1933,
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