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Summary 

Lead in liver, spleen and kidney of poisoned catt- 
le is bound to substances containing ferric hydroxi- 
de. In liver and kidney the smaller amount of lead is 
sorbed by ferritin, the greater amount by insoluble 
ferric hydroxide. In the spleen ferritin and inso- 
luble ferric hydroxide contain approximately the same 
amount of lead. The insoluble ferric hydroxide par- 
ticles could be concentrated by digestion of inso- 
luble liver proteins with phenol. They were not iden- 
tical with hemosiderin. The sorption of lead ions and 
of other metal ions to ferritin and ferric hydroxide 
was investigated in vitro. Lead sorption is preferred 
over the sorption of other metal ions. Reaction of 
metal ions with the protein shell of ferritin occur- 
red only with copper ions. The sorbed metal ions 
could be split from ferritin by high concentrations 
of other metal ions and strongly by hydrogen ions. It 
seems, that lead binding disturbs the storage of iron 
in tissues in lead poisoning. 

Es ist seit langem bekannt, da~ das Blei sich in 
der Leber speichert. In der veterin~rmedizinischen 
Toxikologie verwendet man die Bestimmung des Leber- 
bleigehaltes zur Sicherung der Diagnose Bleivergiftung. 
Bei akuten Vergiftungen finden sich auch in der Niere 
sehr hohe Bleigehalte, w~hrend bei chronischen Vergif- 
tungen der Gehalt in der Leber ausgepr~gter ist. Der 
Bleieinwirkung auf die Leber ist bisher wenig Aufmerk- 
samkeit gewidmet worden, obwohl Leberdegenerationen 
fGr die Bleivergiftungen typisch sind (I). 

~hrend der Einbau von Blei in die Knochen und die 
Einwirkung auf die Blutfarbstoffbildung intensiv un- 
tersucht wurden (2), sind bisher Angaben Gber die 
Bleibindung an inhere Organe sp~rlich. Der Bleigehalt 
der Leber konnte durch EDTA oder BAL bei Ratten nicht 
ver~udert werden (3)- An Kaninchen verabreichte, sehr 
geringe Nengen an 210Pb fanden sich vorwiegend in den 
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Mitochondrien der Leber (4), es wurde allerdings nicht 
versucht, die chemische Bindung des Bleis aufzukliren. 
Deshalb erschien es yon Interesse, die Bindung des 
Bleis an die Inhaltsstoffe yon Leber, Niere und Milz 
zu untersuchen. 

Methodik 

Die Organe stammten zum grS~ten Tell von verendeten 
oder notgeschlachteten Rindern aus der Eifel. Die Tiere 
waren einer dauernden Bleizufuhr ausgesetzt. Das Mate- 
rial wurde in ~dhlgef~en als ExpreBgut versandt. Wenn 
es nicht sofort weiterverarbeitet werden konnte, wurde 
es tiefgefroren. Zum Homogenisieren der Organe benutzte 
man den Ultra-Turrax (Janke & Kunkel, Stauffen), eine 
Eisenabgabe an das verarbeitete Material war dabei 
nicht feststellbar. In keinem Fall wurde den Organen 
nachtr~glich Blei oder Eisen zu~esetzt. 

S~mtliche bei den Versuchen benutzten Ger~te, LSsun- 
gen und Reagentien wurden nach den Regeln der Spuren- 
analyse (5) auf einen Blei- oder Eisengehalt geprGft. 
W~hrend die Eisengehalte meist vernachl~ssigt werden 
konnten, muBten die meisten L6sungen mit Dithizon von 
Blei befreit werden. Bleiarme Salzs~ure wurde durch 
Einleiten von Chlorwasserstoffgas in zweimal destil- 
liertes Wasser hergestellt. 

Die Eisenbestimmungen erfolgten nach der Vorschrift 
von Kaldor (6), wobei dutch Erhitzen mit Salzs~ure nur 
das Nichth~mineisen erfa~t wird. Aus diesen salzsauren 
LSsungen wurde das Blei durch Amalgamvoltammetrie in 
Anlehnung an Specker und TrGb (7) bestimmt. 

Die unlSslichen Leberanteile fGr die Auslaugungs- 
versuche mit Salzs~ure und Phenol wurden durch Homoge- 
nisieren, Vermischen mit der fGnffachen Menge 0,9 proz. 
NatriumchloridlSsung, Zentrifugieren und Wiederholung 
dieses Vorganges erhalten. Dabei wurden kleinere Mengen 
an TrGbstoffen, die bei 600 g nicht sedimentieren, ver- 
worfen. Das Sediment enthielt z. B. 16 % Trockenmasse 
und 5 ppm Blei und 200 ppm Eisen. FGr die Auslaugungs- 
versuche mit Salzs~ure benutzte man 5 g des Sediments 
und 10 ml Salzs~ure. Zur Herstellung einer phenolischen 
LSsung setzte man solange wasserfreies Phenol zu, bis 
das im Sediment enthaltene Wasser vom Phenol aufgenom- 
men war, zentrifugierte bei 600 gab, zog den RGckstand 
nochmals mit 90 proz. Phenol aus und ftLhrte mit den 
vereinigten PhenollSsungen die Sedimentationsversuche 
aus. 

Die Untersuchung der 18slichen, bleihaltigen Verbin- 
dungen erfolgte durch Ausziehen yon 50 g Leberhomogenat 
mit 150 ml 0,1M NatriumacetatlSsung. Nach Abzentrifu- 
gieren wurde die LSsung auf 800 C erhitzt, geldihlt und 
zentrifugiert. ImDberstand f~llte man das Ferritin mit 
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Aceton. Von allen Fraktionen wurden Proben zur Analy- 
se entnommen, die Verluste wurden rechnerisch elimi- 
niert. 

Ein in ~hnlicher Weise erzeugter Milzauszug wurde 
ohne Erhitzen dutch Gelchromatographie getrennt. 
10 ml des Auszugs wurden auf eine S~ule mit 85 cm 
Packungsl~nge und 2,5 cm Durchmesser mit bleifrei ge- 
waschener Sepharose # B (Deutsche Pharmacia, Frank- 
furt) gegeben. Als Eluierungsmittel diente 0,1E Na- 
triumacetatlSsung. Ferritin erschien nach 210-310 ml. 
Zur Reinheitskontrolle wurde es der Acrylamidgelelek- 
trophorese nach (8) mit Anf~rbung als Berliner Blau 
und mit Amidoschwarz unterzogen. 

UnlSsliche Nierenbestandteile wurden wie bei der 
Leber gewonnen. FGr L6seversuche verwandte man auf 
5 ~ Feuchtmaterial 50 ml folgender L6sungen: Puffer 
vom pH 4,6 mit 0,5 M an Natriumacetat und Essigs~ure, 
0,9 proz. NatriumchloridlSsung und 0,1E Natriumci- 
tratl~sung, beide auf pH 7 eingestellt. Die Ultrafil- 
tration der Extrakte erfolgte dutch KollodiumhGlsen 
SM 13 200 (Sartorius-Nembranfilter GmbH, GSttingen). 

FGr die Nodellversuche in vitro wurde Ferritin aus 
Pferdemilz hergestellt, jedoch nicht kristallisiert, 
um eine Verunreinigung mitCadmiumsulfat zu Vermeiden. 
Die Reaktionsans~tze enthielten Ferritin mit 2 mg 
Ferritineisen, 1 ml 1N Natriumacetatl~sung und zuge- 
setzte NetallsalzlSsung. Das pH wurde auf 7,0 • 0,1 
eingestellt und das Volumen auf 10 ml aufgefGllt. 
Nach 30 Min. Stehen wurden die freien Netallionen in 
der VersuchslSsung direkt polarographisch bestimmt, 
die an Ferritin gebundenen wurden aus der Differenz 
ermittelto In analoger Weise wurden Versuche mit nach 
(9) hergestelltem Apoferritin und mit Eisenhydroxid 
angesetzt. Letzteres f~llte man aus einer L6sung von 
Eisen-II-perchlorat, die mit Natriumhydrogencarbonat 
auf pH 7-8 gebracht wurde, durch Einleiten von Sauer- 
stoff aus. Die direkte polarographische Netallbestim- 
mung wurde auch bei der Untersuchung des pH-Einflus- 
ses und von Komplexbildnern auf die Netallsorption an 
Ferritin benutzt. 

Ergebnisse 

1. Leber. Das Blei kann aus Leberhomogenaten prak- 
tisch nicht dialysiert werden, wie Tab. 1 zeigt. Auch 
schwache S~uren und Komplexbildner und starke Basen 
k6nnen es nicht zu dialysierbaren Verbindungen umset- 
zen, das erreichen in nennenswertem Umfang lediglich 
starke S~uren und Komplexbildner. Aus diesen Befunden 
konnte bereits geschlossen werden, da~ das Blei an 
hochmolekulare Verbindungen gebunden ist und ferner, 
dab komplexe Bindungen nicht vorliegen, da diese 
durch Natronlauge gespalten werden. 
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TABELLE 1 

Dialysierbarkeit von Blei aus Leberhomogenaten. (Es 
wurden 50 g Homogenat mit #0 ppm Pb zusammen mit 50 ml 
LSsungsmittel 16 Stunden gegen Wasser dialysiert.) 

LSstmgsmittelzusatz 

Ohne 
Puffer pH 4 
0,1N Salzsiure 
1N Salzsiure 
0,1N Natronlauge 
0,1M EDTA 
25. proz. AmmoniumcitratlSsung 
50 proz. AmmoniumacetatlSsung 

% des Bleis 
dialysiert 

4 
29 
53 

18 

2 

Wurde Leberhomogenat mit 0,9 proz. Natriumchlorid- 
oder 0,01M NatriumacetatlSsung ausgelaugt, so war im 
Durchschnitt 62 % des Bleis unlSslich. Dieser unlSsli- 
che Anteil war mit Salzs~ure der Konzentrationen von 
0,1 - 6 N herauslSsbar, gleichzeitig wurde auch Eisen 
als Eisen-III-chlorid in LSsung gebracht. Dabei bestand 
eine weitgehende Parallelitit der SalzsiurelSslichkeit 
dieser beiden Metalle. 

Es wurde auf verschiedene Weise versucht, die blei- 
und eisenhaltigen Verb!ndungen rein zu isolieren. Eine 
Aufarbeitung auf H~mosiderin verlief negativ. SchlieB- 
lich gelang eine gewisse Anreicherung dutch LSsen der 
wasserunlSslichen Leberanteile in Phenol. Dabei gingen 
die metallhaltigen Verbindungen scheinbar in LSsung. 
Da sie beim Zentrifugieren wieder sedimentieren, liegen 
offensichtlich keine niedermolekularen Eisenverbindungen 
vor. Aus der Tab. 2 ist eine gute Parallelitit zwischen 

TABELLE 2 

Sedimentation von Blei- und Eisenverbindungen aus phe- 
nolischen LSsungen wasserunlSslicher Leberanteile 

Zentrifugal- Dauer 
beschleunigung 

% Pb % Fe 
sedimentiert sedimentiert 

10 000 g 30 Min. 30 58 
10 000 g 60 Min. 40 47 
20 000 g 60 Min. 52 54 
40 000 g 60 Min. 62 62 
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Blei und Eisen erkennbar, demnach mGssen die beiden 
Netalle gemeinsam darin vorkommen. Die Sedimente sahen 
braun aus, bestanden also z. T. aus Eisenhydroxid und 
enthielten B]ei und Eisen etwa im Verh~ltnis I : 500. 
Es kann angenommen werden, dab die geringe Bleimenge 
an der Oberfl~che des Eisen-III-hydroxids sorbiert ist. 
Y~utsprechende Nodellversuche sind welter unten be- 
schrieben. 

Die Extraktion yon 3 verschiedenen Leberhomogenaten 
mit NatriumacetatlSsung und anschlieBender Erhitzung 
auf 80 oc - eine abgekfirzte Eethode zur Anreicherung 
von Ferritin - zeigte durchschnittlich eine L~slich- 
keit von 7 % des Bleis und 4 % des Eisens. Da~aufhin 
wurde eine Leber auf Ferritin ausgearbeitet und die 
Blei- und Eisengehalte der Fraktionen bestimmt. Die 
Ergebnisse in Tab. 3 zeigen eine leidliche ~berein- 

TABELLE 3 

Fraktionierung wasserl~slicher Blei- und Eisenverbin- 
dungen aus Leber 

Fraktion % Pb* % Fe* 
W~Briger Extrakt 20 5,8 
Hitzestabil bis 80 o 7 $,# 
F~llbar mit Aceton (Ferritin) 5 3,7 
Als Ion vorliegend 2 nicht best. 

*Anteile vom Gesamtgehalt des Homogenats 

stimmung zwischen Blei- und Eisengehalt, wenn man von 
der Tatsache absieht~ dab das Blei in einer nicht hit- 
zestabilen Verbindung starker als das Eisen angerei- 
chert ist. Leberferritin spielt als Bleispeicher anteil- 
m~Big keine groBe Rolle. Noch geringer ist die Henge 
der freien Bleiionen, es erGbrigt sich deshalb zu prfi- 
fen, ob sie schon in der Leber vorhanden waren oder 
erst bei der Aufarbeitung entstanden sind. 

2. Nilz. Die Nilz hat als Speicherungsorgan f~r Blei 
wohl keine besondere Bedeutung, wegen ihres Ferritin- 
reichtums war es jedoch yon Interesse, das Vorkommen 
yon Blei darin zu untersuchen. In 4 Eilzen waren im 
Durchschnitt ~7 % des Bleis und &3 % des Zisens in 
0,1H Natri~macetatl~sung 18slich. Der Milzextrakt wur- 
de durch Gelchromatographie an Agarosegel aufgetrennt. 
In der Ferritinfraktion famden sich 59 % des 15slichen 
Bleis und 68 % des Eisens. Da das Rinderferritin bis 
jetzt nicht kristallisiert werden kann (10), wurde die 
Reinheit durch Sbereinstimmung der Berliner-Blau- und 
der ~idoschwarzf~rbung in der Acrylamidgelelektropho- 
rese festgestellt. Der Rest der Hetalle verteilte sich 
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ziem!ich gleichm~Big auf die anderen Fraktionen mit 
der Ausnahme, dab eine Fraktion, die vor dem Ferritin 
erschien, 23 % des Bleis und 15 % des Eisens enthielt. 
Die in Sieser Fraktion enthaltenen Substanzen mfissen 
ein grSBeres Nolekulargewicht als Ferritin haben; ob 
es sich hierbei um ferritinhaltige Aggregate oder um 
andere, eisenhydroxidhaltige Stoffe handelt, wurde 
nicht geprGft. Es kann abet angenommen werden, dab 
das Blei hier in ~hnlicher Weise sorbiert ist wie 
beim Ferritin. Ebenfalls nicht welter untersucht wurde 
die Bleibindung an die unlSslichen Milzbestandteile, 
da hier gegenfiber der Leber nichts Neues zu erwarten 
war. 

5. Niere. Der Anteil unlSslicher Bleiverbindungen 
in der Niere ist noch hSher als in Leber und Milz. Es 
wurden zumeist 90 % und mehr gefunden. Die w~2rigen 
AuszGge enthielten keine freien Bleiionen, es waren 
Spuren yon Ferritin nachweisbar, an das das Blei ge- 
bunden sein konnte. 

Aus den unlSslichen Anteilen eiues Nierenhomogenats 
lieB sich mit Essigs~ure-Natriumacetat-Puffer pH 4,6 
26 % des Bleis als ultrafiltrierbare, polarographisch 
aktive Bleiionen l~sen. Versuche zur BleilSsung mit 
neutralen Salzen, mit Komple~oildnern oder Reduktions- 
mitteln (um schwerlSsliches Eisen-III-hydroxid in 
leicht lSsliche Eisen-II-salze zu fiberfGhren ) ergaben 
zun~chst kein ganz einheitliches Bild, obwohl die LSs- 
lichkeit yon Blei und Eisen imallgemeinen fiberein- 
stimmte. Dann wurden die Versuche unter Beschr~nkung 
auf zwei LSsungsmittel - NatriumchloridlSsung als ein- 
fache Salz-, Natriumcitrat als ChelatligandlSsung - 
fortgesetzt, well die Frage einer AusscheidungsmSg- 
lichkeit fur das Blei in der Niere interessierte. Mit 
NatriumchloridlSsung ~ingen 13 % des Bleis und 45 % 
des Eisens in LSsung, davon waren allerdings nut 25 % 
des gel~sten nisens und 27 % des Bleis ultrafiltrier- 
bar. Bei der Behandlung der unlSslichen Nierenbestand- 
teile mit NatriumcitratlSsung wurden 84 % des Bleis 
und 62 % des Eisens gelSst, davon waren 54 % des Bleis 
und 93 % des Eisens ultrafiltrierbar. Diese Ergebnisse 
zeigen, dab die bleihaltigen Eisenhydroxidteilchen in 
der Niere eine sehr geringe Partikelgr6~e habenund 
leicht kolloidal in LSsung gehen. Mit Komplexbildnern 
werden sie gr52tenteils zu niedermolekularen Teilchen 
umgesetzt. So lieBen sich einige Widersprfiche vorheri- 
ger Versuche aufkl~ren, es waren kolloidale Teilchen 
beim Zentrifugieren nicht sedimentiert und deshalb als 
lSsliche Metallverbindungen angesehenworden. Warum 
das Blei in der Niere reaktionsf~higer als in der Le- 
bet ist, CitratlSsuhgen hatten dort z. B. keine Wir- 
kungen, kann z. Zt. nicht erkl~rt werden. 



4. Sorption von Netallionen in vitro an Ferritin 
und Eisenhydroxid. Um N~heres Hber die Art der Bindung 
von Blei an Ferritin und Eisenhydroxid zu erfahren, 
~r~en Modellversuche ausgefGhrt, da bisher keine Un- 
tersuchungen Gber das Bindeverm~gen von Ferritin f~r 
andere Netalle als Eisen bekannt sind. Die Ergebnisse 
der Anlagerungsversuche bei pH 7 sind in Abb. I dar~e- 
stellt. Man ersieht~ dab bei allen Metallionen aus- 
ser Kupfer die Bindung in Form einer Sorptionskurve 
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Abb. I Sorption von Netalliomen an Ferritin 
in LSsungen vom pH 7 mit 2 mg Ferri- 
tineisen. 

verl~uft. Diese Kurvenform kommt durch Reaktion an der 
Oberfl~che eines hochmolekularen Teilchens zustaude. 
Zun~chst werden nur wenige Ionen sorbiert, deshalb an- 
n~hernd lineare Zunahme der sorbierten Teilchen. In 
dem Na~e, in dem die Oberfl~che mehr und mehr besetzt 
wird, nimmt die Konzentration der Ionen in LSsung zu 
und schlieBlich geht die Kurve in eine Waagerechte 
Gber. Jetzt ist die Oberfl~che besetzt, durch weitere 
ErhShung der Ionenkonzentration in LSsung wird die 
Zahl der sorbierten Ionen nicht mehr erhSht. Von den 
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untersuchten Hetallen werden die Bleiionen am st~rk- 
sten gebunden. 

Da festgestellt werden konnte,daB Apoferritin 
auBer Kupferionen keine Metallionen binden kann, be- 
wirkt der Eisenhydroxidkern des Ferritins die Hetall- 
ionensorption. Gestfitzt wurde dieser Befund durch die 
Tatsache, dab die Sorption von Hetallionen an synthe- 
tisch gewonnenes Eisenhydroxid der Sorption an Ferri- 
tin so ihnlich ist, dab sich eine Wiedergabe der Kur- 
ven erfibrigt. DaB das Kupfer eine Ausnahme macht, 
liegt an der starken Bindung seiner Ionen an Proteine. 

Ferritin soll nach (11) kleine Mengen yon Eisen- 
II-ionen enthalten, deren Oxidation dutch SH-Gruppen 
verhindert wird. Bei unseren Versuchen wurden dutch 
die Sorption yon Bleiionen keine Eisen-II-ionen in 
Freiheit gesetzt. DaB solche Ionenverinderungen mSg- 
lich sind, zeigte ein Versuch mit cadmiumhaltigem Fer- 
ritin. Nach Zusatz yon Bleiionen wurden 2/3 der den 
sorbierten Bleiionen ~quivalente Henge Cadmiumionen in 
Freiheit gesetzt. Die sorbierten Ionen werden auch 
dutch Wasserstoffionen verdringt. Wird bleihaltiges 
Ferritin, das bei pH 7 keine polarographische Stufe 
ergibt, mit S~ure versetzt, so erscheint unterhalb 
pH 6 diese Stufe und erreicht bei pH 3,5 wieder die 
HShe der ReferenzlSsung. Demnach ist das Blei wieder 
vSllig desorbiert. 

Um einen Oberblick fiber den EinfluB der komplexen 
Bindung von Bleiionen auf die Sorption an Ferritin zu 
erhalten, wurde bei konstanter Ferritin- und Bleimenge 
Citnat, SH-Glutathionat, Nitrilotriacetat und EDTA zu- 
gesetzt. Nit zunehmender St~rke des Bleikomplexes und 
zunehmender Konzentration an Komplexbildnern nimmt die 
Sorption ab. Das ist dadurch bedingt, dab durch die 
Komplexbildung die Konzentration an freien Metallionen 
verringert wird. Da das Ferritin eine heterogene Phase 
darstellt, kann man fur die Austauschreaktion keine 
Gleichgewichtskonstante nach dem Massenwirkungsgesetz 
berechnen. Es liBt sich lediglich feststellen, dab das 
Ferritin mit den Biokomplexbildnern Citrat und Gluta- 
thionat um das Bleiion konkurrieren kann. 

Im ganzen zeigen die Versuchsergebnisse, dab das 
Blei gegenGber anderen Metallen bevorzugt von Ferritin 
und von Eisenhydroxid sorbiert wird. Es ist also ver- 
stindlich, dab in Leber, Niere und Nilz bleivergifte- 
ter Rinder das Blei von eisenhydroxidhaltigen Stoffen 
gebunden ist und daB andere Hetalle sich dort nicht 
oder nut in untergeordnetem NaB finden. Settlemire 
und Eatrone (12) stellten zwar einen hohen Zinkgehalt 
in der Leberferritinfraktion bei Ratten fest, dos Fut- 
ter enthielt jedoch den auBerordentlich hohen Zinkge- 
halt yon 0,75 %, so dab diese Befunde als Ausnahme an- 
zusehen sind. 

Eine Beziehung zwischen Eisen und Blei ist bereits 
yon Butt et al. (13) gefunden worden. Sie stellten 
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einen nahezu linearen Zusammenhang zwischen Eisen- 
und Bleigehalt in menschlichen Lebern bei Krankheiten 
mit abnormer Eisenspeicherung fest. Da die Patienten 
offensichtlich keine grSgeren Bleimengen aufgenommen 
hatten, stammt der Bleigehalt dieser Lebern aus den 
kleinen Bleimengen in Nahrung und Luft. Sie w~rden 
normalerweise ausgeschieden, in diesen F~llen yon den 
grogen Eisenhydroxidmengen festgehalten. W~hrend dort 
die StSrung des Eisenstoffwechsels Ursache der Blei- 
speicherung ist, ist es bei den untersuchten Rindern 
die abnorme Bleizufuhr. Wahrscheinlich f~hrt Sie zu 
einer Vergnderung der Eisenspeicherung, wie der Vet- 
such Gber die 18slichen Anteile in Lebern zeigte. Es 
wurden nut 7 % lSsliches Nichth~mineisen gefunden, 
w~hrend Underwood und Morgan (14) in gesunden Rindern 
70 % festgestellt haben. Ob die StSrung der Eisenspei- 
cherung eine allgemeine Erscheinung bei der Bleiver- 
giftung ist und ob ihr eine Bedeutung fur die Blei- 
wirkung im 0rganismus zukommt, mGssen weitere Unter- 
suchungen zeigen. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstGtzte 
diese Arbeit dutch Gew~hrung einer Sachbeihilfe. 
Fraulein B. Saacke sei fur gewissenhafte Mitarbeit 
gedankt. Ferner danke ich den Herren Ve~erin~rbeamten 
der Ve~erin~r~mter in Schleiden und Euskirchen fGr 
die Probenahmen. 
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