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1 Einleitung

Chrom hat in den modernen Naturwissenschaften eine Uber 200 Jahre alte
Geschichte. Bekannt wurde es wegen der Vielfarbigkeit seiner Salze und
bekam daher seinen Namen von dem griechischen Wort fir Farbe ,chroma®“.
Als 1761 Rotbleierz (PbCrO4) von Johann Gottlob Lehmann im Ural entdeckt
wurde, wusste man noch nicht, dass Chrom ein Bestandteil dieses Erzes
war. Wenig spéter, 1770, fand Peter Simon Pallas im Ural ein Erz, welches
er wegen seiner roten Farbung Krokoit nannte. 1797 konnte Louis-Nicolas
Vauquelin Chrom(lII)Oxid aus Krokoit und Salzsaure gewinnen und ein Jahr
spater erhielt er zwar verunreinigtes aber elementares Chrom durch
Reduktion des Chrom(lI1)Oxid mit Holzkohle. Bis Ende des 19. Jahrhunderts
wurde Chrom hauptsachlich als Farbpigment genutzt. Seit Ende des 20.
Jahrhunderts wird Chrom zur Herstellung von korrosions- und
hitzebestandigen Legierungen verwendet. Chrom ist ein Ubergangsmetall
und kommt hauptséchlich in der dreiwertigen Form Cr(lll) vor, welches die
stabilste Form ist. Die zwei- und vierwertigen Formen sind instabil und
kommen nur sehr selten vor. Die sechswertige Form Cr(VI) ist ein starkes
Oxidationsmittel und wird von der International Agency for Research on
Cancer und vom US Toxicology Program als karzinogen und Ausléser flr
Lungenkrebs anerkannt (Barceloux, 1999). Die Toxizitat von sechswertigem
Chrom liegt vermutlich in dessen Reduktion durch Cytochrom b5 und der
Entstehung von freien Radikalen (Borthiry, 2007). Trivalentes Chrom wird

dagegen als nicht karzinogen angesehen.

1.1 Chrom als essentielles Spurenelement

1959 wurde Chrom als Bestandteil des Glukose-Toleranz-Faktors entdeckt
(Schwartz, 1959) und fand somit Eingang in die Forschung der
Spurenelemente und Erndhrungsphysiologie. Chrom wird seit 20 Jahren in
einschlagigen Lehrbichern und Verdéffentlichungen als essentiell bezeichnet.
Es gibt verschiedene Hinweise fur eine Funktion von Chrom im Glukose- und
Lipidstoffwechsel (aktuelle Ubersicht: (Mertz, 1998; Vincent, 2004)). Von dem
“Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine of the National

Academies of Science” (USA) liegt seit 1980 ein ,estimated safe and



adequate daily dietary intake“(ESADDI) von 50-200 pg taglich vor. Diese
Angabe wurde 2002 revidiert und mit einem ,adequate intake“ von 35 ug / d
fir Manner und 25 pg / d fir Frauen angegeben. Diese Werte berechnen
sich aus der durchschnittlichen Nahrungsaufnahme eines erwachsenen
Menschen pro Tag (Vincent, 2004). Man nimmt an, dass diese taglich
aufgenommene Menge Chrom zu keinem gesundheitlichen Schaden oder
Risiko fuhrt. Da der tagliche Bedarf an Chrom sehr gering ist, und Chrom in
den meisten Lebensmitteln wie Vollkornprodukten, Fleisch, Hefe und Wasser
vorkommt, ist ein Chrommangel unter normalen Erndhrungsbedingungen

sehr unwahrscheinlich.

Die geringen physiologischen Mengen bilden die Hauptprobleme der
Chromforschung, welche direkt abhangig von den  aktuellen
Analysemdglichkeiten ist. Je gréBer in einem Organismus die Konzentration
eines Elements ist, desto einfacher ist dessen Nachweis. Wasserstoff,
Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel als Hauptbestandteile eines
Organismus kbénnen relativ einfach in der GréBenordnung g/kg
Kérpergewicht gemessen werden. Ebenso kdnnen Natrium, Magnesium,
Kalium, Kalzium, Chlorid und Phosphor noch in g/kg Korpergewicht
gemessen werden, allerdings bereits in geringeren Mengen als die zuvor
genannten Elemente. Im Gegensatz dazu sind Spurenelemente wie Chrom
mit einer Konzentration von weniger als 50 mg/kg Koérpergewicht
vergleichsweise schwierig zu messen. Ein Fortschritt in der Messung
kleinster Mengen von Elementen war die Entwicklung der Atom-Absorptions-
Spektroskopie (AAS) durch Alan Walsh. Dabei handelt es sich um eine
Konzentrationsbestimmung durch Messung des absorbierten Lichts von
Substanzen bzw. Atomen in Gasform. Mit dieser Methode wurden bereits
zahlreiche Messungen zur Bestimmung der Konzentration von Elementen
bzw. Spurenelementen in Geweben durchgefiihrt (KirchgeBner, 1990).

Eine neue Methode zur Bestimmung von Chromkonzentrationen in
Blutproben ist der ,advanced oxidation process“ (AOP). Hierbei handelt es
sich um eine Vorbehandlung der Blutprobe mit H,O, und UV-Licht, um
organisches Material zu zerstéren und Chrom aus seinen Verbindungen zu

I6sen. Des Weiteren wird die Blutprobe mit Sdure (HNOj3) behandelt, um das



Enzym Katalase zu deaktivieren. Die so vorbehandelte Blutprobe wird mit der
.catalytic adsorptive stripping voltametry* (CAdSV) analysiert und erlaubt
eine Genauigkeit der Chromkonzentration von 6 * 0,3 ppb. Die
Messergebnisse dieser Methode wurden mittels AAS bestatigt (Yong, 2006).
Zur Bestimmung von Chrom(lll)Komplexen in biologischen Matrizes eignen
sich HPLC-Analysenmethoden. Eine bewahrte Methode besonders zur
Bestimmung von Chrompicolinat ist die ,reversed phase high performance
liquid chromatography“ (RP-HPLC) (Koll, 2005). Diese Methode wurde auch
in der vorliegenden Arbeit als Analysemethode genutzt und wird im Kapitel
3.6.2 genauer erlautert.

Zur Fraktionierung von Chromkomplexen wird auch die ,reversed-phase ion-
pair chromatography” (RPIP-HPLC) genutzt. Die RPIP-HPLC ermdglicht eine
schonende Fraktionierung von organischen Chromverbindungen durch

Verwendung anderer Eluenten.

Der alleinige Nachweis eines Elements in einem Organismus ist jedoch noch
kein hinreichender Beweis flr eine physiologische Funktion. Es muss daher
zwischen lebensnotwendigen ,essentiellen Spurenelementen und zufallig
vorhandenen ,akzidentellen* Spurenelementen unterschieden werden. Je
geringer die Konzentration eines Elementes ist, umso schwieriger ist die
Beweisflhrung seiner Essentialitdt. Dies erklart sich dadurch, dass der
Ansatz solcher Versuche meist im Entzug des entsprechenden Elements
liegt, um die dann auftretenden Verdnderungen des Organismus zu
beobachten. Von Cotzias wurde folgende Definition eines essentiellen
Elements formuliert (Cotzias, 1967):

e Das Element ist in allen gesunden Geweben aller Lebewesen
vorhanden.

e Seine Konzentration ist von einem Tier zum nachsten ziemlich
konstant.

e Sein Entzug aus dem Koérper erzeugt reproduzierbar und unabhangig
von der betrachteten Spezies die gleichen physiologischen und

strukturellen Abnormalitaten.



e Diese durch einen Mangelzustand erzeugten Abnormalitdten werden
stets von bestimmten biochemischen Verdnderungen begleitet.
e Diese biochemischen Veranderungen kdnnen verhindert oder geheilt

werden, wenn der Mangelzustand verhindert oder behoben wird.

Die biologische Wirkung eines Elements kann in einer einfachen Dosis-

Wirkungsbeziehung dargestellt werden (Mertz, 1987).
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Abbildung 1 Dosis- Wirkungsbeziehung eines Elements im Organismus nach Mertz
(Mertz, 1987)

Die Abbildung zeigt die Abhangigkeit der optimalen biologischen Wirkung,
welche nur in einem bestimmten Dosisbereich erreicht wird. AuBerhalb
dieses Bereichs kommt es entweder zu einer Vergiftung (toxisch) oder zu
einem Mangel. Mit steigender Dosis lassen sich finf Bereiche einteilen
(Mertz, 1987):

Mangel: Verbunden mit der Entwicklung klinischer Symptome.
Suboptimal oder Marginal: Metabolische Defekte sind offensichtlich.
Optimal

0N~

Subtoxisch: Biochemische Defekte beginnender Toxizitat entwickeln
sich.

5. Toxisch: Klinische Symptome sind manifest.
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Als Beispiel fir eine solche Dosis-Wirkungsbeziehung soll der
Eisenstoffwechsel kurz beschrieben werden, weil Eisen ein dem Chrom
ahnliches Ubergangsmetall und ein sicher essentielles Spurenelement ist
(KirchgeBner, 1990). Seine wichtigste Funktion besteht in dem Transport
von Sauerstoff als Bestandteil des Hamoglobins. Ein Eisenmangel kann
bedingt sein durch Mangelerndhrung, einem genetischen Defekt wie der
Thalassamie, einer Autoimmunerkrankung oder einer schweren chronischen
Erkrankung. Zu einer Eisentberladung kommt es beispielsweise bei der
Typ1-Hamochromatose. Hierbei handelt es sich um eine autosomal-
rezessive Eisenspeicherkrankheit mit einer Punktmutation im HFE-Gen auf
Chromosom 6 (Feder, 1996). Der Pathomechanismus liegt in einer
aufgehobenen Regulierung der Eisenresorption im Darm. Es kommt zu einer
toxischen Eisenlberladung der Organe. Folgen dieser Erkrankung kdnnen
sein: grau-braune Hautpigmentierung, Splenomegalie, Myokardschadigung,
Hodenatrophie durch Hypophysenschadigung, Leberzirrhose und Diabetes
mellitus (Bronzediabetes).

Die Wichtigkeit einer feinen Regulierung eines Spurenelementes und die
Folgen einer Abweichung aus diesem Gleichgewicht werden aus den
beschriebenen Beispielen deutlich. Da bei Elementen, welche in
physiologisch niedrigen Konzentrationen vorkommen, ein eventueller Mangel
schon durch geringste zugefihrte Mengen wieder ausgeglichen wird, kann
man bei ubiquitar vorhandenen Elementen kaum einen Mangelzustand
erreichen. Ein Beweis fUr Essentialitdt kann daher letztlich nur auf
molekularer Ebene erbracht werden, indem die molekulare Funktion des
Elements eindeutig bestimmt wird. Die unten aufgeflhrte Tabelle einiger
essentieller Spurenelemente mit deren Bestandteil von molekularen
Strukturen soll dies verdeutlichen. Die unten gezeigte Tabelle zahlt einige
essentielle Spurenelemente und deren nachgewiesene physiologische
Funktion auf.
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Spurenelement  Taglicher Bedarf (mg)  Essentieller Bestandteil von:

Eisen 0,5-5 Hamoglobin, Myoglobin und Ferritin
Fluor 5-25 Zahnschmelz, Knochen

Jod 0,1-0,2 Schilddriisenhormonen (T3 und T4)
Kobalt 0,005 Vitamin B12

Kupfer 1-25 Caeruloplasmin, Superoxiddismutase

und Zytochromoxidase
Mangan 2-5 Thiamin, Superoxiddismutase,

Arginase, saure Phosphatase,

Glukosyltransferasen

Molybdan 1-25 Xanthinoxidase

Selen 0,02 -0,1 Glutathionperoxidase
Vanadium 0,015-0,03 Haloperoxidasen, Nitrogenasen
Zink 0,4-6 Insulin und Carboanhydrase

Tabelle 1 Essentielle Spurenelemente und deren taglicher Bedarf und Funktion
(Auswahl).

1.2 Biochemische und physiologische Funktionen von

Chrom

Molekularbiologische Modelle

Aufgrund der vielen Vermutungen einer physiologischen Funktion von Chrom
ist es wichtig zu erfahren, wie Chrom auf molekularbiologischer Ebene genau
wirkt. Besonders die Funktion im Glukosestoffwechsel ist im Zusammenhang
mit der Erkrankung Diabetes mellitus von groBem Interesse. Als erster
Anhaltspunkt gilt der von Schwarz und Mertz zuféllig entdeckte Glukose-
Toleranz-Faktor. Der urspringliche Versuch sollte die Umsténde, welche zu
einer Lebernekrose bei Ratten flhrten, genauer untersuchen. Durch
Fltterung einer Spezialdiat stellte sich heraus, dass ein diatischer
Seleniummangel zur Lebernekrose fihrte. Als Nebeneffekt zeigte sich unter
dieser Spezialdiat auch eine gestérte Glukosetoleranz, dessen Ursache eine
zweite Komponente unabhangig vom Seleniummangel sein musste. Dieser
fehlende Faktor wurde Glukose-Toleranz-Faktor genannt (Schwartz, 1957).
Seit 1959 ist bekannt, dass der Glukose-Toleranz-Faktor aus Cr3+,
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Nikotinsdure, Glutaminsdure, Glycin und Cystein besteht und aus Bierhefe
und Schweineniere extrahiert werden kann (Schwartz, 1959). Die genaue
Wirkung von diesem neuen Glukose-Toleranz-Faktor wurde daraufhin
untersucht. Eine Steigerung der Glukoseaufnahme in Muskel- und
Fettgewebe wurde beobachtet (Mertz, 1961), welche sich zunachst auf eine
Interaktion des Glukose-Toleranz-Faktors mit Insulin zurlckfihren lie
(Evans, 1973). Weitere Untersuchungen zeigten nur wenig konstante
Ergebnisse in Hinblick auf Isolierung und Charakterisierung des Glukose-
Toleranz-Faktors (Haylock, 1983; Shepherd, 1992). Die Vermutung kam auf,
dass der Glukose-Toleranz-Faktor nur ein Lieferant fiir absorbierbares
Chrom ist, und nicht der biologisch aktive Faktor.

Ein neu entdecktes Metallobio-Molekdl fir Chrom ist das ,low-molecular-
weight chromium-binding protein“ (LMWCr) auch Chromodulin genannt
(Yamamoto, 1987; Sun, 2000). Bei dem LMWCr handelt es sich um ein
Polypeptid mit einer GroBe von 1500 Da, welches vier Chromionen binden
kann (Davis, 1997), und welches gegenwartig als das Molekil fur die
biologisch aktive Form von Chrom betrachtet wird (Vincent, 1999), ohne dass
jedoch eine definierte Struktur wirklich bewiesen werden konnte.

@)
@@@”@

DO
. @@@@ .Coo

S
l"Cr

-ooc'@@@@ e

Abbildung 2 Theoretische Modelle eines LMWCr-Molekiil (Dinakarpandian, 2004)
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In-vitro Untersuchungen in Fettzellen haben ergeben, das LMWCr in einer
Postrezeptor-Rolle die Wirkung von Insulin, beispielsweise durch externe
Bindung an den Insulinrezeptor, auf Aktivierung und Umwandlung von
Glukose in Kohlendioxid und Fett steigerte (Vincent, 1994, Yamamoto,
1989). Das Vorkommen und die Funktion von LMWCr in vivo wurde
ausfuhrlich untersucht. Urin- und Galleanalysen haben ergeben, dass Chrom
Uberwiegend in der Form von LMWCr ausgeschieden wird (Manzo, 1983).
LMWCr wurde neben Chrompicolinat auch in Urin, Blut, Leber und Niere von
Ratten, welche mit Chrompicolinat behandelt wurden, wiedergefunden
(Hepburn, 2003). Um zu erklaren, wie LMWCr tatsachlich eine steigernde
biologische Wirkung von Insulin bewirkt, hat man sich auf die Signalkaskade
des Insulin-Rezeptor-Komplexes konzentriert. Da die Wirkung von Insulin auf
eine Kaskade von Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen beruht,
wird angenommen, dass LMWCr an einer Regulierung dieser
Phosphorylierungsschritte beteiligt ist. Erste Ergebnisse in isolierten
Lipozyten deuteten auf eine mdgliche Aktivierung einer membranstandigen
Phosphotyrosine Phosphatase (PTP1B) durch LMWCr hin (Davis, 1996).
Dieses Ergebnis widerspricht jedoch den Erkenntnissen, dass PTP1B den
Insulinrezeptor dephosphoryliert und inaktiviert und somit die Insulinwirkung
herunterreguliert (Bandypadhyay, 1997; Kenner, 1996; Walchi, 2000;
Elchebly, 1999; Klaman, 2000; Zinker, 2002). Weitere Untersuchungen
widerlegten, dass LMWCr PTP1B aktiviert, vielmehr ist seine Funktion in der
Verstarkung der Insulinrezeptor-Kinase zu suchen (Hong, 2005). Eine
weitere Arbeit erklart bei mit Chrompicolinat behandelten Tieren die deutliche
Verbesserung von Glukosebereitstellung und Insulinwirkung durch eine
Verstarkung der intrazellularen Signalkaskade. Hierbei wurde in der
Skelettmuskulatur von Gbergewichtigen insulinresistenten JCR:LA-cp Ratten
sowohl eine vermehrte Phosphorylierung bzw. Aktivitdt von Insulinrezeptor-
Substrate (IRS)-1 und Phosphatidylinositol (Pl)-3-Kinase als auch eine
verminderte ,protein tyrosin phosphatase 1B (PTP1B) Aktivitdt gefunden
(Wang, 2006). Als Grundlage dieser biochemischen Prozesse zeigt ein
hypothetisches Modell eine vermehrte intrazellulare Aufnahme von Chrom

nach Bindung von Insulin. Danach kommt es zur Bildung von Chromodulin,
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welches durch Bindung an den Insulinrezeptor die verschiedenen
Signalkaskaden verstarkt (Vincent, 2000).

| _E ‘ 1

> O - |z T

m

apo- — apo-
| chromodulin chromodulin
Insulin-sensitive cell Insulin receptor activated
. A
— Lowering apochromoduling K¢ ) 1
chl’omudulm\ of insulin concentration +4Cr ~10%" M
in blood K]

! [

] :l —
chromoduling | 12 I pue— | l ] | IR i_i
| . — —
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250 ph ‘ ‘

Insulin receptor fully activated Chromodulin loaded with Cr

Abbildung 3 Schema einer modglichen physiologischen Wirkung von Chrom. Der
Insulinrezeptor (IR) wird durch Insulin (I) aktiviert. Chrom wird in die Zelle
transportiert und Apo-Chromodulin zu Chromodulin transformiert. Chromodulin
bindet an den Insulinrezeptor und aktiviert die Insulinrezeptor-Kinase. Sobald die
Insulinkonzentration sinkt, wird Chrom aus der Zelle hinaus transportiert, um seine
Wirkung zu beenden (Vincent, 2000)

Chromokinetik bei Mensch und Tier

Die Chromokinetik befasst sich grundsatzlich mit dem Metabolismus von
Chrom wie zum Beispiel Aufnahme, Ausscheidung und Verteilung im
Organismus. Bei Versuchen mit Tieren ist die orale Absorption mit
durchschnittlich < 0,5 % sehr gering. Ein Einfluss auf die intestinale
Absorption nach oraler Gabe von Chromchlorid durch Zuséatze wie Insulin,
Prostaglandine und anderen Hormonen, didtischen Zusatzen oder
verschiedenen Chrommengen, kann nicht beobachtet werden (Anderson,
1995). Die Absorption liegt konstant zwischen 0,3 % - 0,8 % der gegebenen
Menge, gemessen durch Messungen der Ganzkdrperretention 24 Stunden
nach Applikation. Die Verteilung im Organismus ist ebenfalls unabhangig von
diesen Faktoren. Die Hauptspeicherorgane sind Leber und Nieren. Um also
die positiven Eigenschaften von Chrom, wie verbesserte Blutzuckerwerte,
geringere Blutfettwerte und die Steigerung der fettfreien Kdrpermasse,
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nutzen zu kénnen, sucht man nach Chromverbindungen, welche eine gute
orale Absorption und dadurch eine entsprechend vermehrte Wirkung im
Stoffwechsel aufweisen sollen. Eine dem Chrompicolinat &hnliche
Verbindung ist das Chromnicotinat. Im Vergleich von Chrompicolinat,
Chromnicotinat und Chromchlorid zeigten sich sowohl fir die Absorption als
auch fir die Organverteilung nach oraler Gabe hdhere Werte fir
Chromnicotinat als fir Chrompicolinat und Chromchlorid (Olin, 1994). Nach
oraler Gabe von radioaktiv markiertem Chrom fand man nach 12 Stunden im
Urin nach Chromnicotinat-Gabe 6,25 %, nach Chrompicolinat 3 % und nach
Chromchlorid 4,35 % der Aktivitat wieder. Die Hauptmenge von allen
Chromverbindungen 12 Stunden nach der Applikation befand sich in Leber,
Nieren, Muskulatur und im Blut.

Eine Arbeit von Mertz (Mertz, 1965) zeigte den Retentionsverlauf nach
intravendser Gabe von °'Cr-Chlorid. Anhand der Daten wéhrend einer
Messzeit von 80 Tagen konnten die Kinetik des Chromstoffwechsels
aufgezeichnet und drei biologische Halbwertszeiten ermittelt werden t'2 = 0,5
d, t2=5,9 d und t'2 = 83,4 d. Es zeigte sich auch, dass die Retention bzw.
der Retentionsverlauf unabhangig von der gegebenen Menge und der
gefiitterten Diat ist. Nach intravendser Gabe finden sich gréBere Mengen von
Chrom in den Organen Leber und Niere und Muskulatur wieder. Sowohl das
Drei-Kompartmentmodell als auch die Organverteilung werden durch andere
Arbeiten bestatigt (Onkelinx, 1977; Hopkins, 1965). Die Hauptausscheidung
findet innerhalb weniger Tage Uber den Urin statt. Eine weitere
Ausscheidung findet Uber die Leber bzw. die Galle statt, welche sich in der
messbaren Aktivitdt im Kot zeigt. Nach einer langfristigen Speicherung von
Chrom in Organen findet nur noch eine sehr geringe und langsame
Ausscheidung statt. Es zeigte sich immer wieder, dass die Retention und die
Organverteilung unabhangig von der gegebenen Menge, der Diat und auch
dem Geschlecht sind. Ein Unterschied in der Retention und Verteilung von
®ICr findet sich hingegen bei unterschiedlichen Chromverbindungen
(Anderson, 1996). Hier zeigt sich auch, dass zwar die Chromverbindung,
jedoch nicht die absorbierte Menge einen Einfluss auf die Organverteilung
hat, und dass das im Blut gemessene °'Cr nicht proportional zu der
Chromkonzentration in den Organen ist.
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Die Untersuchungen zur Chromokinetik beim Menschen liefern &hnliche
Ergebnisse. Die orale Verflgbarkeit von Chrom ist ebenfalls sehr niedrig,
weswegen Chrom auch als nicht absorbierbarer Marker fir Studien im
Magendarmtrakt gilt (Anals of the ICRP, 1987). Je nach Art der
Chromverbindung variiert die orale Absorption von Chrom. Chromchlorid hat
eine Absorption von 0,4 % (Anderson, 1983), wohingegen fir Chrompicolinat
eine Absorption von 1,2 % (Campbell, 1999) bis 2,8 % (Gargas, 1994)
gemessen wird.

Erste Ergebnisse tber den Verlauf der Retention von *'Cr im menschlichen
Koérper liefert eine Arbeit von Sargent 1979, welche die Retention zwischen
Hamochromatosepatienten und Patienten mit normalem Eisenspeicher
vergleicht. Ein mdglicher Zusammenhang zwischen dem Chromstoffwechsel
und dem Eisenstoffwechsel sollte eine denkbare Erklarung fir diabetische
Symptome bei Hamochromatosepatienten sein. Durch die Eisentberladung
kommt es zu einer mdglichen Verdrdngung von Chrom, welches ein dem
Eisen ahnliches Element ist, und von dem gleichen Protein Transferrin
gebunden und transportiert wird (Moshtaghie, 1992; Hopkins, 1964). Der
dadurch entstehende Chrommangel verursacht danach die oben genannten
Glukosestoffwechselstérungen. Dies war ein neuer Ansatz zu der bisherigen
Erklarung, dass eine Schadigung der endokrinen Pankreas aufgrund der
Eisenlberladung bei Hamochromatose zu einem Funktionsverlust und zur
Entstehung von Diabetes mellitus fiihrt. Nach intravendser Injektion von *'Cr-
Chlorid fiel auf, dass Patienten mit Hamochromatose im Vergleich zu
gesunden Probanden eine geringere Chromretention aufweisen (Sargent,
1979). Man erkennt ein Drei-Kompartmentmodell bei der Retention von
Chrom ahnlich wie in den oben genannten Tierversuchen. Da in diesem
Versuch auch im Stuhl der Probanden 0,5 % der Aktivitat wieder gefunden
wird, spricht dies flr einen zusatzlichen billiaren Transport. In einer weiteren
Studie (Lim, 1983) wurde der Chromstoffwechsel zwischen gesunden
Probanden mit dem von zwei Hamochromatosepatienten verglichen. Die
Ergebnisse der Arbeit dienen zur Aufstellung eines schematischen Modells
fur die Aufnahme, Organverteilung und Ausscheidung von Chrom in einem
Drei-Kompartmentmodell. Die Arbeit gibt wichtige Aufschlisse Uber den
Transport im Blut, welcher sowohl proteingebunden als auch ungebunden
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stattfindet, Uber den Austausch zwischen Blut und Organen und Uber die
langfristige Speicherung vorwiegend in den Organen Leber und Milz.
Weiterhin zeigt der Versuch, dass die Hamochromatosepatienten eine
erhdhte Ausscheidung und eine verminderte Speicherung von °'Cr haben.

10

Frac. inj. doss remaining
e

10‘2L ! 1 1

- I
¢ 80 120 180 240 300
Days

Abbildung 4 Darstellung der Ganzkérperretention liber 8 Monate von *'Cr-Chlorid
nach intravendser Injektion. Die verminderte Retention bei Hdmochromatosepatienten
(gestrichelte Linien) ist durch die Klammer hervorgehoben (Sargent, 1979).

Basierend auf den ermittelten Daten beztglich Absorption und Retention von
Chrom aus Tierversuchen wurde ein Rechenmodell entwickelt, welches auf
eine Akkumulation von Chrom im Gewebe in Mengen hindeutet, welche in
Tierversuchen und in-vitro Tests DNS schadigend sind (Stearns, 1995).
Diese Vermutung mag in Hinblick auf bekannte Speichererkrankungen von
anderen ahnlichen Ubergangsmetallen wie Eisen (Hamochromatose) und
Kupfer (Morbus Wilson) plausibel erscheinen. Aufgrund der geringen
Resorption von Chrom sollte jedoch genau beobachtet werden, ob dies der
Realitat entspricht.

DNS-Schéadigung durch Chrom?

Ein weiteres Gebiet der Chromforschung ist dessen Wirkung auf der DNS-
Ebene. 1995 zeigten Stearns und Mitarbeiter eine DNS schéadigende
Wirkung von Chrompicolinat in einem Ovar-Zellmodell von chinesischen
Hamstern (CHO) (Stearns, 1995), diese Ergebnisse sind jedoch wegen der
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hohen Mengen an Chrom (0,05 — 1 mM) als physiologisch irrelevant
angesehen worden. Eine andere Arbeit hatte nach oraler Gabe von 200 mg /
kg KG an Ratten keine Chromosomenschaden im Knochenmark gefunden
(Komorowski, 1999). In-vitro Tests zeigen eine konzentrationsabhangige
Schadigung in Makrophagen, welche mit Chrompicolinat und Chromnicotinat
behandelt wurden (Bagchi, 1997). In vivo Tests weisen vor allem auf eine
Langzeitschadigung durch standige Aufnahme von Chrom bzw.
Chrompicolinat hin. In einer anderen Arbeit wurde flr 2 Monate der Einfluss
von taglicher intravendser Gabe von Chrompicolinat auf die DNS mit einem
im Urin messbaren Marker, 8—Hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG),
untersucht. Nach einem Monat steigen die 8-OHdG Werte in den Proben der
mit Chrompicolinat behandelten Tiere an und weisen auf eine oxidative DNS
Schadigung hin (Hepburn, 2003). Da Chrompicolinat auf dem Markt der
Nahrungsmittelerganzung als Hauptchromquelle dient, sind weitere Studien
zu einer moglichen DNS Schadigung von groBem Interesse. Auch der
genaue Aufnahmemechanismus von Chrompicolinat, dessen
Verstoffwechselung und Abbauprodukte kdénnten zu einer Klarung der
Wirkung von Chrom sowohl im Stoffwechsel als auch auf Ebene der DNS

fuhren.

Bedeutung von Chrom in der Medizin

Welche Rolle spielt Chrom in verschiedenen Stoffwechselwegen und
besonders im Glukosestoffwechsel? Bei Tieren wurde beobachtet, dass bei
einem Chrommangel der Blutzuckerspiegel erhéht ist und sogar ein Diabetes
mellitus mit entsprechenden Symptomen wie erhdhter Insulinspiegel,
Glykuramie und Hyperglykdmie im Nichternzustand manifest werden kann.
Diese Symptome lieBen sich durch Gabe von Chrom bzw. dem Glukose—
Toleranz- Faktor wieder beheben (Mertz, 1959; Schroeder, 1965; Schroeder,
1966). Es konnten anschlieBend auch verminderte Glykohamoglobine
(HbA+;) festgestellt werden (Evans, 1993). In-vitro Tests zeigten flr
Chrompicolinat eine erhéhte Glukoseaufnahme in Muskelzellen und flr
Chromnicotinat eine erhéhte Insulinaktivitat in isoliertem Fettgewebe (Evans,
1993). Bei Ratten mit Chrommangel waren erhéhte Cholesterin- und
Triglyzeridspiegel zu messen und eine erhdéhte Wahrscheinlichkeit von
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artherosklerotischen Ablagerungen in der Aorta zu beobachten (Schroeder,
1965; Schroeder, 1968; Anderson, 1998). Weitere Untersuchungen zeigten,
dass Chrommangel ein vermindertes Wachstum (Schroeder, 1966;
Anderson, 1998), eine verminderte Lebensdauer und eine verminderte
Fruchtbarkeit und Spermienzahl verursachte (Anderson, 1981). Erste
deutliche Hinweise der Auswirkungen eines Chrommangels beim Menschen
ergaben sich nach langzeitiger totaler parenteraler chromfreier Ernahrung.
Die Patienten entwickelten schwere diabetische Stoffwechselstérungen,
welche durch die Zufuhr von Chrom und Insulin behoben werden konnten
(Jeejeebhoy, 1979; Anderson, 1995). Auch neurologische Symptome wie
eine periphere Neuropathie wurden auf Chrommangel, bedingt durch totale
parenterale Ernahrung, zurlckgeflhrt, als sich eine Besserung der
Symptome durch eine Chromsubstitution zeigte (Jeejeebhoy, 1979; Verhage,
1996). Da als mdglicher Ausloser dieser Stoffwechselstérungen ein
Chrommangel in Betracht gezogen wurde (Freund, 1979), wird heute Chrom
der parenteralen Nahrung standardmaBig beigefligt (Anderson, 1995). Es ist
nicht auszuschlieBen, dass eine totale parenterale Erndhrung insgesamt zu
einer Form von Mangelerndhrung fihren kann, so dass bei diesen
Ereignissen eventuell mehrere Faktoren zusammenspielten. Einzelne
Beobachtungen zeigten, dass eine Glukosestoffwechselstérung bei
mangelernahrten Kindern in Jordanien und Nigeria durch Chrom positiv
beeinflusst werden konnte (Hopkins, 1968).

Genauere Untersuchungen und Versuche zu dem Einfluss von Chrom auf
den Glukosestoffwechsel zeigten, dass viele Patienten mit erhéhtem
Blutzucker, einer beginnenden Glukoseintoleranz bis hin zu einem
manifesten Diabetes mellitus von einer Chromtherapie profitierten (Anderson,
1998). Eine Kontrollstudie zeigte, dass eine zusatzliche Therapie mit
Chrompicolinat und Biotin bei Typ 2 Diabetikern sowohl die Werte des OGTT
als auch der Blutfette verbesserte (Singer, 2006). Zusammen mit einer
Sulfonylharnstofftherapie  zeigte  sich  sowohl eine  verbesserte
Insulinsensitivitdt als auch eine positiver Einfluss auf die Képermasse
(Martin, 2006). Bei insulinresistenten Ratten war auch ein positiver Einfluss
auf die GefaBfunktion und das Nierengewebe bei einer Chromtherapie zu
erkennen (Proctor, 2007). Bei Ratten wurde festgestellt, dass ein erhdhter
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Blutdruck, ausgel®st durch eine Zuckerreiche Diat, mit Chrom wieder gesenkt
werden kann (Koplias, 2007).

Im Zusammenhang mit Chrom ist der Glukosestoffwechsel sicherlich der
wichtigste und am meisten untersuchte Stoffwechselweg. Es gibt jedoch
weitere Stoffwechselbereiche, in denen eine Funktion von Chrom beim
Menschen beobachtet wurde, siehe Tabelle 2. Im Zusammenhang mit dem
Fettstoffwechsel wurde bei hyperlipdmischen Ratten festgestellt, dass auf
Ebene der biochemischen Parameter ein positiver Effekt durch eine
Chromtherapie bestand (Inceli, 2007). In-vitro Tests mit Leberzellen zeigten
eine Verringerung der apoA-lI Promoter Aktivitat durch Chrom ahnlich wie bei
Magnesium und Zink (Haas, 2003).

Eine weitere Methode zur Beurteilung des Chromstoffwechsels ist die
Messung von ausgeschiedenem Chrom im Urin. Dabei wurde festgestellt,
dass es zu einer vermehrten Ausscheidung von Chrom unter
Stressbedingungen, Schwangerschaft und erhéhter Glukosezufuhr kam. Dies
wurde als eine Mobilisation von Chromreserven und somit als erhdhter
Bedarf an Chrom unter Stressbedingungen interpretiert (Anderson, 1982;
Martinez, 1985).

Metabolismus Funktionsstérung bei Chrommangel

Glukosestoffwechsel Verminderte  Glukosetoleranz,  erhdéhte  Insulinspiegel,
Glykosurie, Hyperglykdmie, Verminderte Insulinbindung und
Insulinrezeptorzahl (Anderson, 1998)

Fettstoffwechsel Erhdhtes Serumcholesterin und Triglyzeride, verminderte
fettfreie Kérpermasse (Lean Body Mass) (Anderson, 1998;
Evans, 1993)

Nervensystem Hirn-  und  Nervenfunktionsstérung  (Anderson,  1998),
Enzephalopathie und Verwirrtheit , Periphere Neuropathie
(Anderson, 1981)

Reproduktionsorgane  Verminderte Fruchtbarkeit und Spermienzahl (Anderson, 1981)

Augen Erhdhter Augeninnendruck (Anderson, 1998)

Tabelle 2 Einfluss von Chrommangel auf verschiedene Stoffwechselfunktionen.

Gemeinhin kann festgestellt werden, dass bei Chrommangel eine

Substitution durch Chrom einen positiven Effekt auf die genannten
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Mangelerscheinungen austben kann. Allerdings gab es bei manchen
Supplimentationsversuchen  durchaus auch  widersprlichliche  bzw.
inkonstante Ergebnisse (Glinsmann, 1966; Sherman, 1968; Schroeder, 1968;
Levine, 1968; Hopkins, 1968; Gunton, 2005). Mertz erklart dies damit, dass
Chrommangel nur einer von vielen Faktoren fiir einen gestérten
Glukosestoffwechsel ist (Mertz, 1967).

1.3 Chrom als Nahrungsergédnzungsmittel

Obwohl man voraussetzen kann, dass die durchschnittliche tégliche
Nahrungsaufnahme eine ausreichende Versorgung mit Chrom gewahrleistet
ist der Markt fir nahrungsergdnzende Chrompraparate groB. Chrom als
Zusatzpraparat ist besonders unter Sportlern, wegen seiner Eigenschaft den
Koérperfettanteil zu senken und die Muskelmasse zu steigern, beliebt. Am
popularsten ist Chrompicolinat, welches wegen seiner hbheren
Resorbtionsrate von 1,2 % dem Chromchlorid mit einer Resorbtionsrate von
0,4 % vorgezogen wird.

Nahrungsmittelergdnzungen werden auch bei alteren Menschen immer
populdrer. Dabei sollte man vor allem in dieser Altersgruppe auf die
Problematik der Wechselwirkung mit Medikamenten achten. Im Falle von
Chrom besteht eine mdgliche Wechselwirkung mit Diabetes-Medikamenten
bei Diabetes Mellitus Typ 2 Patienten (Wold, 2005).

Zur Gewichtsreduktion nehmen Uber 15 % der amerikanischen Bevdlkerung
verschiedene Nahrungserganzungsmittel. Zu den haufigsten gehort
Chrompicolinat (Blanck, 2007). In den USA wird jahrlich eine halbe Milliarde
Dollar fir Chrompicolinat ausgegeben (The Chromium File, 1999).

Allerdings zeigte eine neue Studie bei Frauen zur Bewertung der
Eigenschaften von Chrompicolinat auf den Stoffwechsel keine Verringerung
des Korpergewichts oder des Kérperfettanteiles feststellen (Lukaski, 2007).
Eine vorgeschlagene Einnahme von bis zu 1 g Chrom té&glich kann
bedenklich sein, wenn die vermutete DNS schadigende Wirkung von

Chrompicolinat zutrifft.
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2 Fragestellungen und Versuchsaufbau

Um den Chromstoffwechsel nach oraler und parenteraler Gabe von
verschiedenen Chromverbindungen detailliert untersuchen zu kénnen wird in
der vorliegenden Arbeit radioaktivmarkiertes °'Cr eingesetzt. Unter
Verwendung eines empfindlichen Ganzkdrperradioaktivitatszéhlers sollen
Untersuchungen zur Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung von Chrom
aus verschiedenen Verbindungen gemacht werden. Des Weiteren soll die
mogliche Wechselwirkung von Chrom- und Eisenstoffwechsel untersucht
werden. In der Arbeit wird damit auch nach Hinweisen gesucht, ob Chrom
tatsachlich ein essentielles Element ist.

Konkret geht es in dieser Arbeit um die folgenden Aufgaben und
Fragestellungen:

1. Miniaturisierte Synthesen (10 mg MaBstab) von °'Cr-Verbindungen
(°'CrCls, °'Cr-Picolinat, *'Cr-Nicotinat und °'Cr-Propionat) mit
moglichst  hoher  spezifischer  Aktivitdt. = Messung  der
radiochemischen Reinheiten durch HPLC-Chromatographie.

2. Orale und parenterale (i.p., i.v.) Applikation von verschiedenen
Chromverbindungen in Gruppen von Ratten. Messung der
Absorption, des Verlaufs der Ganzkérperretention und der
Organverteilung unter Verwendung des empfindlichen
Hamburger-Ganzkdrper-Radioaktivitatszahlers.

3. Mit Hilfe von Stoffwechselkafigen soll die Ausscheidung von
Chrompicolinat und  Chromnicotinat nach  oraler und
intraperitonealer Gabe Uber 48 Stunden verfolgt werden. Kommt
es zu einer Akkumulierung von Chrom bei taglicher Gabe von
Chrompicolinat bzw. Chromnicotinat?

4. Detaillierte Chromokinetik nach Applikation von Cr-Picolinat an der
Ratte. Bestimmung von biologischen Halbwertszeiten und ggf.
Transferfaktoren

5. Kommt es zu einer Beeinflussung der Chromretention durch den
Eisenstatus bei normaler Eisenspeicherung bzw. Eiseniberladung
wahrend des Versuchs? Wird die Retention zum Beispiel

herunterreguliert?
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Chrom: Fir diesen Versuch wurde Chrom (lll) — Chlorid Hexahydrat
CrCls6H20 (M, = 266,45) von der Firma Fluka (St. Gallen, Schweiz) bezogen.

%1Cr: Eine *'CrCl; Lésung in 0,5 M HCL und einer spezifischen Aktivitat von
31 GBqg/ mg wurde von der Firma PerkinElmer Life and Analytical Sciences
(Boston, USA) bezogen. Die Gesamtaktivitat von 370 MBq (10 mCi) wurde in
zwei Plastikbehaltern mit je 185 MBq (5 mCi) und einem Volumen von 10 pl
geliefert.

Natriumbikarbonat Na,CO; (M, = 105,99) wurde von der Firma Baker
(Phillipsburg, USA) bezogen.

Nicotinsaure und Picolinsaure CgHsNO, (M, = 123,11) wurden von der

Firma Fluka (St. Gallen, Schweiz) bezogen.

N N
= ‘
=
S N
c=0
0”0 Ppicolinsaure 0 Nicotinsaure

Proprionsaure C3;HsO> (M, = 74,08) wurde von der Firma Sigma (St. Louis,
USA) bezogen.

Salpetersaure 65 % HNO3; (M, = 63,02) wurde von der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Wasserstoffperoxid H>O, (M= 34,02) wurde von der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland) bezogen.
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3.2 Versuchstiere

Die tierexperimentellen Untersuchungen standen in Ubereinstimmung mit
den Hamburg geltenden Gesetzen und Richtlinien fir Tierversuche
(Tierversuchgenehmigung 37/04). Fur diese Arbeit wurden 30 weibliche
Wistar Ratten (150 g) der Charles River Laboritories bezogen. Die Tiere
wurden in der Tierhaltung des UKE untergebracht. Nach der Ankunft wurden
zwei Wochen bis zum Versuchsanfang gehalten. Im Verlauf wuchsen die

Tiere auf ein Durchschnittsgewicht von 300 g.

3.3 Tierfutter und Spezialdidten

Zur Aufzucht und Haltung bekamen die Tiere eine Standarddiat fir Ratten
(ssniff R/M-H extrudiert). Die Tiere erhielten zu jeder Zeit Wasser ad libitum.
Zur Beeinflussung des Eisenstatus wurden Spezialdiaten gefittert. Hierzu
dienten ein eisenarmes (Altromin C1038) und ein eisenreiches (0,5 % TMH-
Ferrocen auf Basis Altromin C1038) Spezialfutter. Bei dem Material TMH-
Ferrocen (3,5,5-Trimethylhexanoyl-Ferrocen) handelt es sich um eine
lipophile organometallische Verbindung, die eine sehr hohe orale
Absorptionsrate besitzt. Dies lasst sich auf seine lipophilen Eigenschaften
zurlckfahren, wodurch TMH-Ferrocen nicht mehr der physiologischen
Aufnahmeregulation von ionischem Eisen unterliegt, sondern direkt Uber die
Lipidaufnahme in den Koérper gelangt (Nielsen, 1993). Durch diese
Eigenschaften ist TMH-Ferrocen geeignet, am Tiermodell die schwere

Eisenlberladung wie bei hereditarer Hdmochromatose nachzustellen.
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Abbildung 5 Darstellung der eisenarmen Spezialdidt links (Altromin C1038) und der
eisenreichen Spezialdiat rechts (0,5 % TMH-Ferrocen auf Basis Altromin C1038).
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3.4 Umgang mit Radioaktivitéat

Wegen des notwendigen sorgféltigen Umgangs mit radioaktivem Material
wurden entsprechende Strahlenschutzvorschriften genau befolgt. Zunachst
erfolgte eine Einweisung und Unterweisung im Strahlenschutz durch die
Strahlenschutzbeauftragten der Arbeitsgruppe Eisenstoffwechsel, PD Dr.Dr.
P. Nielsen und Dr. R. Engelhardt durchgefthrt. Als wichtigste Regel bei dem
Kontakt mit Radioaktivitat gilt das ,ALARA® Prinzip (As Low As Reasonably
Achievable). Das heiBt, mit so wenig Aktivitdt wie moglich, so kurz wie
moglich und mit so viel rdumlichen Abstand wie mdglich, zu arbeiten. Dies
bedeutet im Einzelnen, dass die Aktivitat in einem Strahlenschutzbunker
gelagert wurde und nur zu dem Zeitpunkt der Synthese der radioaktiven
Chromverbindungen herausgebracht wurde. Der Umgang mit der hohen
Aktivitat von maximal 370 MBq wurde durch professionelle Chemiker (Dr.
Peter Nielsen) in dafir zugelassenen Raumen durchgefihrt. Die Synthese
der radioaktiven Substanzen fand hinter einer Bleischutzwand statt. Aus
diesem Grund handelt es sich bei den verwendeten Chrommengen um
supraphysiologische Mengen. Diese GrdBenordnung ist aufgrund der
notwendigen = chemischen  Herstellungsmethode der  organischen
Chromverbindungen und der mdglichst geringen Menge der zu
handhabenden Radioaktivitdt nur so modglich gewesen. Ebenfalls im
Schutzbunker gelagert wurden die synthetisierten Chromverbindungen,
welche eine wesentlich geringere Aktivitat aufwiesen. Sie wurden nur zu den
einzelnen Arbeitsschritten bei der Rattenapplikation auBerhalo des
Schutzbunkers angewandt. Mit dem radioaktiven Material wurde
ausschlieBlich in Raumen mit entsprechender Umgangsgenehmigung
gearbeitet. Wahrend des Kontakts mit der Radioaktivitat und den radioaktiv
markierten Tieren wurden Schutzkittel, Schutzbrille, Mundschutz und
Handschuhe getragen. Die mit Aktivitat belasteten Tiere wurden in einem
Stall untergebracht, welcher ebenfalls eine Genehmigung fir die Arbeit mit
Radioaktivitat hatte. Der anfallende Mull wie Streu und kontaminierte
Einmalinstrumente wurden in einem Lagerraum gesammelt. Nach einer
Zwischenlagerung und dabei erfolgtem weitgehenden Zerfall der

Radioaktivitat konnte spéater eine Freimessung des Sondermidills erfolgen und
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anschlieBend ordnungsgemaB entsorgt werden. Die Kadaver und Organe
wurden eingefroren und ebenfalls nach Abklingen der Aktivitat Uber die
Tierklinik entsorgt. Bei Einhaltung dieser VorsichtsmaBnahmen war die
Strahlenbelastung als vergleichsweise gering einzuschatzen. Um die
individuelle Strahlenbelastung objektiv zu dokumentieren, wurde eine
Dosimeterplakette getragen, die alle 6 Monate auszuwerten war.

2006/06/20

Abbildung 6 Arbeitsplatz fiir die Synthese von radioaktive Substanzen hinter einer
abschirmenden Bleiburg ihn einem Abzug.

Die physikalische Halbwertszeit von *'Cr betragt 27,7 Tage. *'Cr hat eine
Strahlungsenergie von 320 keV mit einer Emissionswahrscheinlichkeit von
9,8 % und von 5 keV mit einer Emissionswahrscheinlichkeit von 22 %. Die
Dosisleistung betragt 5*10° mSv/h. Fiir eine 40 Stundenwoche gelten
folgende Limits der Jahresaktivitatszufuhr: ,annual limit on intake® (ALI) und
,derived air concentration“ (DAC); ALl (1%) = 10° Bq, ALI (Y) = 7*10° Baq,
DAC (Y) = 3*10° Bg/m®.
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3.5 Synthese der Chromverbindungen

Synthese von ChromTrisPicolinat und ChromDiNicotinat

Als Anleitung wurde die Arbeit von Evans und Pouchnik verwendet und
modifiziert (Evans, 1993). Vor der tatsachlichen Herstellung von radioaktiven
Chromverbindungen, wurde zunachst in der GréBenordnung von 1 — 2
Gramm gearbeitet, um die Ausbeute und das Verhalten der Ldsungen
wahrend der Herstellung abschéatzen zu kdnnen. Danach wurde das
Herstellungsverfahren in verschiedenen Schritten auf kleinere Mengen von
50 mg bis hin zu 10 mg umgestellt.

Synthese von 0,01 Mol ChromTrisPicolinat

Zur Herstellung wurden 0,01 Mol (= 2,6 g) Cr(lll)-Chlorid Hexahydrat (M =
266,45) in 25 ml destillietem Wasser gelést. Zu dieser dunkelgriinen
Lésung wurde 0,03 Mol (= 3,7 g) Picolinsaure (M = 123,11) gegeben. Die
Lésung wurde im Wasserbad auf ca. 40° Celsius erwarmt, wobei sich eine
dunkelblaue Lésung entwickelte aus der nach einer Stunde erste rétliche
Kristalle ausfielen. Der Ansatz wurde tUber Nacht bei 40° C weiter gerhrt und
am néachsten Tag filtriert. Die festen Bestandteile wurden mit destilliertem
Wasser gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet. Bei diesem Verfahren
gewann man rote Kristalle mit einer Ausbeute von 1,7 g (26,9 %).
Chrompicolinat bildet rot glanzende Kristalle. Seine Léslichkeit in Wasser bei
einem pH von 7,0 betragt 0,6 mM und in Chloroform 2,0 mM. Seine
molekulare Masse betragt 418,31 Gramm. Chrompicolinat hat geldst in
Wasser einen Extinktionskoeffizient von ¢ = 15546 L /Mol * cm und sein

Absorptionsmaximum liegt bei A = 262 nm (Evans, 1993).

Synthese von 0,01 Mol ChromDiNicotinat

Zur Herstellung wurden 0,01 Mol (= 2.6 g) Cr(lll)-Chlorid Hexahydrat (M =
266,45) in 25 ml destilliertem Wasser aufgelést. Zu dieser Lésung wurden
0,08 Mol (= 3,7 g) Nicotinsdure (M = 123,11) gegeben. Bei Erwarmung im
Wasserbad auf 60° Celsius schlug die Farbe von dunkelgriin auf dunkelblau
um. AnschlieBend wurde die Lésung mit NaOH auf pH 7,5 titriert, wobei eine
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schaumige Masse entstand, die erst nach Verdinnen mit destilliertem
Wasser gefiltert werden konnten. Die gefilterten festen Bestandteile wurden
gewaschen und luftgetrocknet. Es ergab sich eine Ausbeute von 2,87 g (45,5
%). Wenn beim Titrieren ein pH-Wert tber 7,5 erreicht wird, 16sen sich die
ausgefallenen Bestandteile wieder komplett auf.

Chromnicotinat ist von grau-blauer Farbe. Seine molekulare Masse betragt
369 Gramm. Chromnicotinat hat in Wasser geldst einen Extinktionskoeffizient
von € = 6000 L / Mol * cm und sein Absorptionsmaximum liegt bei A= 262 nm
(Evans, 1993).

Synthese von 0,2 mMol ChromTrisPicolinat

Es wurde 0,2 mMol (= 52 mg) Cr(lll)-Chlorid Hexahydrat in 0,5 ml
destilliertem Wasser in einem EppendorfgefaB aufgelést und 0,6 mMol (= 74
mg) Picolinsaure dazu gegeben. Die festen Bestandteile I16sten sich komplett
in destilliertem Wasser auf. Bei Erwarmung auf 57° C zeigte sich zunachst
eine Dunkelblaufarbung und nach einer Stunde eine beginnende Rotfarbung
der Lésung. Die festen Bestandteile wurden gefiltert, mit destilliertem Wasser
gewaschen und luftgetrocknet. Insgesamt wurden 4 Anséatze gefertigt und

flr 24 Stunden bei 57°C erwarmt. Dabei ergaben sich folgende Ausbeuten:

26,6 mg (21,1 %).

47 mg (37,3 %).

35,8 mg (28,4 %).

44 mg (34,9 %).
Durchschnittliche Ausbeute = 30,4 %

> 0w o~

Synthese von 0,2 mMol ChromDiNicotinat

Es wurde 0,2 mMol Cr(lll)-Chlorid Hexahydrat (= 52 mg) in 0,5 ml
destilliertem Wasser in einem Eppendorfgefa aufgeldst und 0,6 mMol (= 74
mg) Nicotinsdure dazu gegeben. Hierbei ergab sich als Schwierigkeit, dass
sich die Nicotinsaure nicht komplett aufléste. Durch Erwarmen auf 57° C
farbte sich der flissige Anteil dunkelblau und zeigte somit eine
Komplexreaktion an. Allerdings war noch nach drei Stunden ein Rest der

Nicotinsaure ungeldst. Da als mégliche Ursache hierflr s der saure pH-Wert
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oder die geringere Reaktionsoberflache in Betracht kam, wurden folgende

Verfahren getestet:

1.

Die bereits hergestellte Lésung mit dem Rest an ungeléster
Nicotinsdure wurde mit NaOH titriert, um festzustellen, ob durch
Erhdhen des pH-Wertes eine bessere Losung zu erzielen war. Da es
zu keinem Erfolg kam, wurde die Lésung zentrifugiert und die flissige
Phase abpipettiert. Die abpipettierte Lésung wurde dann mit NaOH
auf pH 7,5 eingestellt. Hierzu wurde die LOsung aufgrund der
Volumenzunahme wahrend des Titrieren auf zwei EppendorfgefaBe
verteilt. Die festen Bestandteile wurden dann gefiltert, mit destilliertem
Wasser gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet. Es ergab sich
eine Ausbeute 22,5 mg (17,8 %).

Da als Mdéglichkeit die geringe Oberflache zu einer trdgen Reaktion
fuhrt, wurde die Lésung in der Originalmischung fir 24 Stunden bei
57° Celsius belassen, um eine ausreichend lange Reaktionszeit zu
gewahrleisten. Es war hiernach immer noch ein Rest der Nicotinsaure
ungeldst. Bei diesem Verfahren ergab sich eine Ausbeute von 38,2
mg (30,3 %).

Um festzustellen, unter welchen Bedingungen sich die Nicotinsaure
unter diesen Mengenverhdltnissen aufldést, wurde Nicotinsdure mit
H.O vermischt und anschlieBend mit NaOH auf den pH-Wert 7,5
titriert. Bei einem pH-Wert zwischen 6 — 7,5 liegt die Nicotinsaure
komplett geldst vor. Unter diesen Bedingungen ergab sich bei sonst
gleichem Herstellungsverfahren wie bisher geschildert und 24h
Erwarmung im Thermostat eine Ausbeute von 59,3 mg (47 %) und 50
mg (39,7 %). Diese Methode wurde schlielich als
Herstellungsverfahren angewendet.

Nach mehrfachen Wiederholungen stellte sich das dritte Verfahren aus drei

Grlinden als die Methode der Wahl heraus. Die Nicotinsdure war komplett

geldst, eine nachtragliche Neutralisierung der Losung zur Ausféllung von

Chromnicotinat durch NaOH war nicht mehr notwendig, und dieses

Verfahren ergab die gréBte Ausbeute.
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Mikrosyntheseherstellungsverfahren

Nach den erfolgreichen Versuchen, Chromverbindungen im Mengenbereich
von 50 mg zu synthetisieren, sollten beim weiteren Herstellungsverfahren die
Radioaktivitat und die finffach geringere bendtigte Menge fir die Versuche
berlcksichtigt werden. Weil méglichst wenig Kontakt sowohl zeitlich, als
auch raumlich stattfinden sollte, bereitete die bisherige Filtermethode der
Ansatze die meisten Schwierigkeiten und musste optimiert werden. Unter
diesen Gesichtspunkten stellte sich die Nutzung von Mikrofiltern der Firma
Millipor, welche direkt in die EppendorfgefaBe eingesetzt werden, als
erfolgreiche Methode heraus. Hierdurch bleibt das Umflllen in ein weiteres
GefaB nach dem Filtern aus. Zum Verifizieren dieses Verfahrens wurden als
Testmengen jeweils 60 puMol Picolinat und Nicotinat in die Becher der
Filtereinheit (Ultrafree MC Centifugal Filter Units with microporous
membrane) der Firma Millipor gegeben und mit 200 pl destilliertem Wasser
bzw. 200 pl Natronlauge durch mischen mit der Pipette gelést. Dazu wurden
jeweils 20 uMol CrCls gelést in 100 pl destilliertem Wasser gegeben. Die
Lésungen wurden dann flr 24 Stunden bei 57° Celsius belassen. Filtrieren
und Waschen erfolgte durch Zentrifugation. Die Filtereinheiten wurden dafar
jeweils bei 13000 U / Min fir 30 Minuten zentrifugiert.

0

Abbildung 7 Schema einer Filtereinheit mit einer Mikroporenmembran und einem
EppendorfgefaB.

Um die Chrommenge, welche den Tieren verabreicht werden sollte,
moglichst gering zu halten, wurde eine Herstellungsmenge der
Chromverbindungen von 40 pMol gewahlt. Zur Herstellung wurde das oben

geschilderte Verfahren angewandt.
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Mikrosynthese von 40 uMol ChromTrispicolinat

Es wurden 40 uMol CrCl; (= 10 mg) in einem Eppendorfgefa3 mit 100 pl H>O
gelést und 120 pMol Picolinat (= 14 mg) mit 100 pl H2O in dem Mikrofilter
gelést. Das geléste Chromchlorid wurde zu der Picolinatldésung in den
Mikrofilter pipettiert und vermischt. Das EppendorfgefaB wurde in dem
Thermostat auf 57° Celsius Uber Nacht erwarmt. Durch Zentrifugation bei
13000 U / Min far 20 Minuten wurde das Chrompicolinat gefiltert und ebenso
mit 50 pl H-O gewaschen.

Mikrosynthese von 40 uMol ChromDiNicotinat

Es wurden 40 puMol (CrClz = 10mg) in einem Eppendorfgefa mit 100 pl H.O
geldst und 120 uMol Nicotinat (= 14mg) mit 100 pul NaOH in dem Mikrofilter
gelést. Das geléste Chromchlorid wurde zu der Nicotinatlésung in den
Mikrofilter pipettiert und vermischt. Das EppendorfgefaB wurde in dem
Thermostat auf 57° Celsius Uber Nacht erwarmt. Durch Zentrifugation bei
13000 U / Min far 20 Minuten wurde das Chromnicotinat gefiltert und ebenso
mit 50 pl H,O gewaschen.

Mikrosynthese von radioaktivem °' CrTrispicolinat

Es wurden 40 pMol CrCls (= 10 mg) in einem Eppendorfgefa3 mit 50 pl H.O
geldst und 120 puMol Picolinat (= 14 mg) mit 50 pl H>O in dem Milliporfilter
geldst. >'CrCls mit einer Aktivitat von 185 MBqg wurden mit 500 ul HO
verdinnt. Hiervon wurden 240 pl in die Picolinatlésung pipettiert und
vermischt. AnschlieBend wurden die 50 ul CrCls in die Lésung pipettiert und
ebenfalls vermischt. Das Eppendorfgefal3 wurde in dem Thermostat auf 57°
Celsius Uber Nacht erwarmt und vor dem Filtrieren abgekuhlt. Durch
Zentrifugation bei 13000 U / Min fir 20 Minuten wurde das Chrompicolinat
gefiltert. Zum Waschen wurden 50 pl eisgekihltes destilliertes Wasser
genommen und ebenfalls bei 13000 U / Min fir 20 Minuten zentrifugiert.

Mikrosynthese von radioaktivem °' CrDiNicotinat

Es wurden 40 pMol CrClz (= 10 mg) in einem Eppendorfgefa3 mit 50 pl H.O
gelést und 40 pMol Nicotinat (= 14mg) mit 50 pyl NaOH in dem Mikrofilter
geldst. Von der oben genannten °'CrCls-Lésung wurden 240 pl in die
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Nicotinatlésung pipettiert und vermischt. AnschlieBend wurden die 50 pl
CrCl; in die Lésung pipettiert und ebenfalls vermischt. Das Eppendorfgefal3
wurde in dem Thermostat auf 57° Celsius Uber Nacht erwarmt und vor dem
Filtrieren abgeklhlt. Durch Zentrifugation bei 13000 U / Min fir 20 Minuten
wurde das Chromnicotinat gefiltert. Zum Waschen wurden 50 pl eisgekihltes
destilliertes Wasser genommen und ebenfalls bei 13000 U / Min far 20

Minuten zentrifugiert.

Synthese von Bishydrohexaproprionattrischromium Illl  Nitrate
Trihydrate

Bei der Synthese wurde nach der Anleitung von Earnshaw (Earnshaw, 1966)
gearbeitet. Auch hier wurde schrittweise die Herstellungsmenge der

Chromverbindung reduziert.

Synthese von 5 mMol Chrompropionat

Es wurde 5 mMol Chrom Chlorid (lll) (= 1,3 g) und 10 mMol Natriumcarbonat
Na,CO3; =1 g (M, = 105,9) jeweils in 40 ml destilliertem Wasser geldst und
vermischt. Dabei entstand eine grau-grine Lésung, die im Wasserbad auf
60° Celsius flr 60 Minuten erhitzt wurde. Das ausgeféllte Chromhydroxid
wurde filtriert und gewaschen, wobei sich durch die gute Wasserldslichkeit
ein gewisser Verlust in der Blaufarbung der gefilterten Fllssigkeit zeigte. Das
noch feuchte Chromhydroxid war von geléeartiger Konsistenz und blauer
Farbe. Das Chromhydroxid wurde in 1ml destilliertem Wasser aufgel6st. Zu
dieser Lésung wurden 10 mMol Proprionsaure (0,75 g) und 1 ml 10 %
Salpetersaure gegeben und anschlieBend im Wasserbad auf 60° Celsius
erhitzt. Die bei Abkuhlung entstandenen Kristalle wurden gefiltert und waren
von dunkler blau-griner Farbe.

Mikrosynthese von 40 uMol Chrompropionat

Nach den ersten erfolgreichen Ergebnissen wurde versucht, die
Chrompropionat-Verbindung in Mengen von 40 pMol entsprechend den
VersuchsgrdBen herzustellen. Es wurden 40 pMol CrClz (= 10 mg) in 100 pl
destilliertem Wasser gel6st und 80 pMol Na>COs; (= 8,4 mg) ebenfalls in 100
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ul destilliertem Wasser gel6st in einem Mikrofilter zusammengemischt. Die
Lésung wurde im Thermostat fir 60 Minuten auf 57° Celsius erhitzt. Durch
Zentrifugation bei 13000 U / Min fiir 20 Minuten wurde das Chromhydroxid
gefiltert. Das Chromhydroxid wurde mit 40 pl destilliertem Wasser geldst und
dazu wurden 6 mg Propionsaure und 10 pl 10 % Salpetersaure gegeben. Die
Lésung wurde im Thermostat auf 57° Celsius erhitzt. Das entstandene
Chrompropionat wurde mit 13000 U / Min fir 15 Minuten zentrifugiert und

einmal gewaschen.

Mikrosynthese von 40 uMol radioaktivem °'Cr-Propionat

Es wurden 80 pMol (= 8,4 mg) Na,CO3z in 100 pl destilliertem Wasser im
Mikrofilter aufgeldst. °'CrCls mit einer Aktivitat von 185 MBq wurden mit 500
ul destilliertem Wasser aufgefillt und davon 240 pl zu den 40 uMol CrCls (=
10 mg) gegeben. Das geléste CrCls wurde mit der Na,COs; Lésung
vermischt. Die L6sung wurde im Thermostat fir 60 Minuten auf 57° Celsius
erhitzt. Durch Zentrifugation bei 13000 U / Min fur 20 Minuten wurde das
Chromhydroxid gefiltert. Das Chromhydroxid wurde mit 40 pl destilliertem
Wasser gelést und dazu wurden 6 mg Propionsdure und 10 ul 10 %
Salpetersaure gegeben. Die Losung wurde im Thermostat auf 57° Celsius
erhitzt. Das entstandene °'Cr-Propionat wurde mit 13000 U / Min fiir 15
Minuten zentrifugiert und ebenso einmal gewaschen, wobei die abfiltrierte
Flussigkeit eine blaue Farbung zeigte.

51C|'C|3
Bei der Vorbereitung der °'CrCls-Lésung wurden 40 pMol CrCl; (= 10 mg) in

1 ml destilliertem Wasser aufgel6st. Hiervon wurden 100 pl abpipettiert und
mit 23 ul der *'CrCls-Stammldsung vermischt, so dass das Verhaltnis von
Chrommenge zu Aktivitat bei allen Chromldsungen gleich ist (230 pl *'CrCls-

Stammlésung auf 40 uMol CrCls).
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3.6 Analyse der Chromverbindungen

Um die synthetisierten Chromverbindungen zu analysieren und die
erfolgreiche Synthese festzustellen, wurden diese in Mikrofiltern mit 400 pl
H>O auf 57° Celsius fur eine Stunde erwarmt und sofort mit 13000 U/Min fur
20 Minuten zentrifugiert. Hierdurch erhielt man jeweils eine geséttigte Lésung
von Chrompicolinat, Chromnicotinat und Chrompropionat. Die verschiedenen
Lésungen wurden mit den folgenden drei Methoden analysiert:

UV-VIS Absorptionsspektroskopie

Bei der UV-VIS-Spektralanalyse handelt es sich um eine MeBmethode zur
Bestimmung der Konzentration einer Lé6sung anhand des absorbierten Lichts
bei einer bestimmten Wellenlange. Mit folgender Formel (Lambert-Beer-
Gesetz) lasst sich anhand von Konstanten und der Absorption die
Konzentration errechnen:

A=egexdxc

(A = Absorbtionsmaximum, d = Durchmesser der Klvette [cm], € = Extinktionskoeffizient [L / Mol] und ¢ =

Konzentration [Mol])

Zur Spektralanalyse wurden 1ml QS-Klvetten mit 1 cm Schichtdicke
genutzt. Die Messung wurde im Spektrumbereich von 200 nm bis 800 nm
durchgefuhrt. Bei bekanntem Extinktionskoeffizienten von Chrompicolinat
und Chromnicotinat konnte so die Konzentration der gesattigten
Chromlésung ermittelt werden (Evans, 1993).

HPLC-Analyse
HPLC steht fir High Performance Liquid Chromatography und dient sowohl

zur Trennung und Qualifizierung von Substanzen, als auch zur
Quantifizierung mittels Standards. Zur Auftrennung der zu untersuchenden
Substanz wird diese zusammen mit einer mobile Phase (Eluent) durch eine
stationdare Phase (Trennsaule) gepumpt. Bei der Normal Phase HPLC wird je
nach Polaritdt der Substanz diese an der Wand der Trennsaule (Silikagel,
Kieselgel) festgehalten. So ergibt sich die Retentionszeit. Bei der haufigeren
angewendeten Reversed Phase HPLC ist die stationdre Phase unpolar. Die
Detektion erfolgt mittels UV- oder Fluoresenzdetektor. Die HPLC-Analyse
wurde mit einer C18 5U Sé&ule durchgefihrt. Die Durchflussrate wurde auf
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0,8 ml / Min eingestellt. Es wurde ein Eluent aus destilliertem Wasser und
Methanol (50/50) hergestellt. Das Photometer wurde auf 262 nm eingestellt.
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Abbildung 8 Typischer Aufbau einer HPLC Apparatur. A: Eluentenreservoir, B:
Elektromagnetische Mischventile mit Doppelhubkolbenpumpe, C: Uberdruckventil, D:
Druckkompensationsschleife, E: Mischkammer, F: RHEODYNE-Einspritzventil, G:
Trennsdule, H: HPLC-Einheit, I: Detektor-Einheit (z. B. UV-Spektrometer), J:
Computerinterface, K: PC, L: Drucker.

Zur Bestimmung der radiochemischen Reinheit wurden die gesattigten
radioaktiven Lésungen der Chromverbindungen nach dem Durchlaufen der
Trennsdule in vier verschiedenen Behaltern aufgefangen. Die einzelnen
Fraktionen wurden jeweils fuar 100 Minuten im Autogammazéahler gemessen.
Bei gegebener radiochemischer Reinheit wurde die Hauptaktivitat in der
Fraktion mit dem Peak des jeweiligen Komplexes wieder gefunden. Als
Referenz wurde die Aktivitat einer unfraktionierten Probe gleicher Menge der

jeweiligen Chromlésung gemessen.

Aktivitatsmessung der radioaktiven Chromlésungen

Die gefilterten radioaktiven L&sungen wurden im  Ganzkdérper-
Radioaktivitatszahler gemessen, um anhand der Aktivitdt die Konzentration
zu ermitteln. Bei bekannter spezifischer Radioaktivitat, welche zur
Herstellung genutzt wurde (Ax / 40 pMol CrCl3), kann man die

Chromkonzentration in der geséttigten Lésung berechnen.
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3.7 Ganzkérper-Radioaktivitédtszéhler

Die physiologischen Mengen des im Koérper vorkommenden Chroms
befinden sich im nMol Bereich. Aus diesem Grund ist eine exakte Messung
der Chrommenge mit herkdmmlichen Messinstrumenten wegen deren
eventueller Verunreinigungen mit Chrom nicht méglich. Aus diesem Grund
wird der Ganzkoérper-Radioaktivitatszahler genutzt, um bereits geringste

Mengen bzw. Aktivitdten von radioaktiv markiertem Chrom zu registrieren.

ey 8 i et

links: Lingsschnitt

rechts; Querschnitt

Abbildung 9 Schematischer Aufbau des Hamburger Ganzkdérper-
Radioaktivitatszéhlers (HAMCO) a: 15 cm Stahlplatten (Voratomzeitalterstahl), b: 5 cm
Halterrahmen (Voratomzeitalterstahl), c: Szintillatorfliissigkeit in Modultanks (je 170 I),
d: Vorverstiarker auf Photomultiplier-Basis, e: Lichtquellen, A,B,C,D: 50 cm
Modultanks, 1,2,3,4: Du Mont-K 1328-Photomultiplier, HP-Ge: zwei GP-Ge-Detektoren

(n-Typ)

Abbildung 10 Darstellung des HAMCO mit ausgefahrener Liegeflache und einer darauf
aufgebauten Briicke mit Mess- Box und darin befindlicher Ratte.
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Der zu messende Korper befindet sich in der Mitte des Ganzkoérper-
Radioaktivitatszéhlers. Die Aktivitat in Form von Gammastrahlen strahlt radial
vom Korper ab. Dabei durchdringt die Strahlung eine Szintillationsflussigkeit,
welche in Tanks um die Rohre herum angeordnet ist. In dieser
Szintillationsflissigkeit werden aufgrund des Comptoneffekis Elektronen
durch die Gammastrahlen von ihren Atomschalen gel6ést. Die kinetische
Energie der gestreuten Elektronen wird in Szintillationslicht umgewandelt,
welches von den umgebenden Photomultipliern gemessen wird, siehe
Abbildung 9. Die in den Photomultiplier erzeugten elektrischen Ladungen
werden in Form von Spannungsimpulsen an einen Rechner weiter gegeben.
Um ausschlieBlich die Aktivitat des zu messenden Kérpers zu bestimmen, ist
der Ganzkoérper-Radioaktivitdtszéhler von duBeren Strahlungen durch einen
Stahlmantel abgeschirmt. Dieser Stahlmantel darf nicht mit Radioaktivitat
belastet sein, welches eine Besonderheit im Vergleich zu dem heutigen
hergestellten Stahl ist. In der Industrie werden Hochéfen zur Stahlherstellung
mit Kobalt-60 versetzt, um so entsprechend der Aktivitat die Abnutzung der
Ofenwande bestimmen zu kénnen. Stahl, welches auf diese Art hergestellt
wird, wirde die Messungen von Radioaktivitat verfalschen und ist deswegen
absolut ungeeignet. Um Verlaufsmessungen mit dem Ganzkdrper-
Radioaktivitatszahler durchzufihren, sind folgende Einstellungen und

Berechnungen notig:

1. Eichung des Ganzkoérper-Radioaktivitatszahlers und Bestimmung
des Wirkungsgrades

Zur Eichung des Ganzkdrper-Radioaktivitatszahlers wurde von einer °'CrCls-
Stammlésung mit einer Aktivitat von 37 MBq (1 mCi / ml) eine Menge von 50
pl mit einer Aktivitat von Ao = 1,85 MBq (50 pCi) abgenommen. Mit diesem
Standard wurde bei bekannter und vorgegebener Aktivitdt Ao der
Ganzkérper-Radioaktivitatszahler taglich bzw. vor jeder Messreihe auf °'Cr
geeicht.

At) = Ag* e™
Um den Wirkungsgrad eines punktférmigen Standards mit einer bekannten
Aktivitat A(t) zu bestimmen, wurde zun&chst der Untergrund des Ganzkdorper-
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Radioaktivitdtszahlers gemessen Nuntergund. AnschlieBend wurde die
Aktivitat des punktférmigen Standards gemessen NBrutto. Daraus ergibt sich
NNetto = NBrutto - NUntergund. Der Wirkungsgrad wird mit folgender Formel

bestimmt:
E = Nneto / At) [%]

Fir eine punktférmige Quelle betrug der Wirkungsgrad 7,5 %. Um eine in
seinen Dimensionen mdglichst realitdtsnahe Eichung fur die Messungen der
Tiere zu haben, wurde eine Phantomquelle als Standard hergestellt. Hierbei
handelte es sich um eine mit 200 ml Wasser gefillte Polypropylenflasche, in
der °'CrClz mit einer Aktivitdt von Ao = 1,48 MBq (40uCi) geldst ist. Der
Phantomstandard hatte einen Wirkungsgrad von 6,8 %.

2. Absorption

Bei der Absorption handelt es sich um die zeitkorrigierte Z&hlrate N(t) zum
Zeitpunkt t, welche im Verhaltnis zur Z&hlrate Ny zum Zeitpunkt t, gesetzt
wird und berechnet sich mit folgender Formel:

Abs = N(t) / No [%]

Um bei Verlaufsmessungen dem radioaktiven Zerfall Rechnung zu tragen,
wird entsprechend des Elements und dessen Halbwertszeit eine
Zeitabfallkorrektur berechnet. Hierzu entspricht die Aktivitat zum Zeitpunk tp =
100 %. Zu jedem spateren Zeitpunkt tx wird eine aktuelle Zahlrate NxNetto
gemessen. Mit der folgenden Formel wird flr diese Zahlrate die korrigierte

Zahlrate berechnet:
N(t) — NXNettO * e+At (In2 / T2)
Bei °'Cr betragt die physikalische Halbwertszeit 27,7 d.

3. Aktivitatsmessung der Tiere

Bei der Messung der Tiere wird zunachst der Untergrund des Ganzkdrper-
Radioaktivitatszéhlers gemessen. AnschlieBend wird der Untergrund der
Ratte ohne applizierte Aktivitdt gemessen. (Tieruntergrund NRatte ~4 counts).
Die radioaktive Chromverbindung wurde verabreicht und die Ratte nach 5 bis
10 Minuten nochmals gemessen: t, = NBrutto. Daraus ergibt sich NBrutto —
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NRatte = NONetto. Die Aktivitdt zum Zeitpunkt der Belastung to wird mit 100 %
festgelegt. Der Verlauf der Retention wird durch die oben genannten Formeln
bestimmt. FUr diese Messungen ist es wichtig, dass der Messkorper sich im
Ganzkorper-Radioaktivitatszahler anndhernd nicht bewegt, um keine
Artefakte bei den Messungen zu verursachen. Um dies zu gewahrleisten,
wurden die Tiere in einer kleinen transparenten Box (30 cm x 20 cm x 20 cm)
gemessen. Diese Box wurde auf eine Briicke gestellt, um in der Mitte des
Ganzkorper-Radioaktivitatszahlers zu stehen. Eine Besonderheit dieser
Methode ist, dass die Tiere zur Messung nicht betaubt werden mussten, weil
die geringen Bewegungen in der Box von dem Ganzkérper-

Radioaktivitatszahler toleriert werden.

3.8 Stoffwechselkéafig

Um die Ausscheidungswege der verschiedenen Chromverbindungen
bestimmen zu kdénnen, wurden die Ausscheidungen in Stoffwechselkafigen
getrennt und der jeweilige Chromgehalt anhand der Aktivitdt gemessen. Die
Tiere saBen auf einem Gitter, durch welches Kot und Urin fielen, welche
durch ein tropfenférmiges Glas getrennt gesammelt werden konnten. Die
Tiere bekamen Nahrung und Wasser ad libitum. Die Aufenthaltszeit in dem
Stoffwechselkéafig betrug nicht langer als 48 Stunden. Die Tiere hatten zu

jeder Zeit Sichtkontakt zu einander.

Gitter )V /

Trenneinheit

Urinbehalter

Kotbehalter

Abbildung 11 Schema eines Stoffwechselkéfigs.
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3.9 Gewinnung und Aufarbeitung der Organproben

Die Tiere wurden zuerst mit CO, / Oz narkotisiert und anschlieBend mit
Ketanest intraperitoneal anasthesiert. Nach Erdffnung der Bauchhdhle und
Freipraparation bzw. Darstellung der Aorta abdominalis wurde mit einem 10
ml EDTA Serum-Réhrchen und einer Butterflykanlle aus der Aorta
durchschnittich 8 - 10 ml Blut abgenommen, was die Tiere t0tete.
AnschlieBend wurden die Organe entnommen und gewogen. Aus dem
Serum-Réhrchen wurde zunéchst 1 ml Vollblut entnommen. Der Rest wurde
unter Kdhlung zentrifugiert, davon wurde 1 ml Serum entnommen. Die
Organe wurden sofort zur Messung der Chromaktivitdt in den
Autogammazahler gestellt und anschlieBend eingefroren. Die °'Cr-Aktivitét in

Leber und im Restkdrper wurden jeweils im Ganzkdérperzéhler gemessen.

3.10 Organveraschung und Messung des Eisengehalts in
Organen

Der Eisengehalt der Leber wurde von sechs Tieren bestimmt. Hierzu wurden
zuvor Uber zwei Wochen zwei Tiere mit einer eisenreichen Spezialdiat
gefittert, zwei weitere Tiere wurden mit 75 mg TMH-Ferrocen intraperitoneal
eisentberladen und noch mal zwei weitere Tiere erhielten keine Form von
Eisenlberladung. Zur Bestimmung des Eisengehalts wurde von den
jeweiligen Organen circa ein halbes Gramm zur Messung genutzt. Die
Veraschung fand in einem MLS Digestion/ Dryingmodule 1200 statt. Hierzu
wurden die Organteile in hitzestabilen Bechern mit 5 ml Salpetersaure und 1
ml Sauerstoffperoxid versetzt und in den Veraschungsofen gestellt, um durch
die Hitze von Mikrowellen den Oxidationsprozess zu beschleunigen. Die
entstehenden Gase wurden durch ein ,Exhaustmodule EM-30“ abgesaugt.
Die zurickbleibende Flissigkeit hatte eine gelbliche Farbung, diese wurde
dann auf 50 ml mit H>O verdinnt. Hiervon wurde ein Aliquot von 1 ml
abgenommen. Der Eisengehalt wurde dann mit dem

Atomabsorptionsspektogramm (AAS) gemessen.
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3.11 Ganzkérper-Retentionsmodell

Um die biologischen Halbwertszeiten der verschiedenen Chromverbindungen
nach Aufnahme in den Organismus zu ermitteln, wurde folgendes

Retentionsmodell angewandt:

R (t) = (100-a;-a3) - exp (-In2-t/T15") + a;- exp (-In2-t/T; %) + az- exp (-In2-t/T;,°)
(100-a;-a3 : Transportpool; a; : Transitpool; as : Speicherpool)

Um die dritte Halbwertszeit, welche der minimalen Ausscheidung des
gespeicherten Chroms entspricht, besser einzugrenzen, wurden die zweite
und die dritte Komponente der Formel zusammengefasst. Hierdurch erhalt
man eine Untergrenze und eine Obergrenze, in welcher die Halbwertszeit
sicher liegt. Das Prinzip dieses Rechenmodells wurde bereits mehrfach
angewendet, um biologische Halbwertszeiten von *'Cr zu ermitteln (Hopkins,
1965; Mertz, 1965; Onkelinx, 1977).
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4 Ergebnisse

Zunachst soll die Grundlage der Versuche, namlich die Analyse der mit °'Cr
markierten synthetisierten Verbindungen vorgestellt werden. AnschlieBend
werden die Ergebnisse zur Absorption, zur Retentionskinetik und zum
Metabolismus der verschiedenen pharmazeutischen Chromverbindungen in

Ratten dargestellt.

4.1 Ergebnisse zur Analytik der synthetisierten
Chromverbindungen

Die zwei wichtigsten Chromverbindungen in dieser Arbeit sind
Chrompicolinat und Chromnicotinat, deren Synthese im vorigen Kapitel
beschrieben wurde. Hierbei handelt es sich um organische
Chromverbindungen, welche Pyridinringe besitzen.

=

= N

1ICrCl + 3 + =« + H.0

l Erhitzen

(o]
= RN
N N
\1C,3+/
0&\0/ ‘ \OL

EJ/ + 3HCI

Rote Kristalle

Abbildung 12 Syntheseweg von °'CrTrisPicolinat
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N

=

C=0

ICrCl + 2 o + H,O + NaOH

l Erhitzen

. 4+ 2NaCl

Blau-graue Kristalle

Abbildung 13 Syntheseweg von °'CrDiNicotinat

Die Oxidationsstufe 3 mit der Elektronenkonfiguration d® ist die wichtigste
Oxidationsstufe von Chrom. Vom griin gefarbten lon [Cr(H20)3]** leiten sich
unzahlige, relativ stabile Chrom(lll)-Komplexe ab, die alle die
Koordinationszahl sechs am Zentralatom Chrom aufweisen. Alle diese
Chrom(lll)-Komplexe haben gemal der oktaedrischen
Ligandenfeldaufspaltung, ungeachtet der Starke des Ligandenfeldes, drei
ungepaarte Elektronen in den t2g-Zustdnden und sind damit magnetisch
normal. Dies trifft wohl auch auf das relativ stabile Chrompicolinat zu, das rot

gefarbt ist.
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Ergebnisse der Spektrumanalyse

Durch UV-VIS-Spektroskopie konnte anhand der gemessenen Absorption
und des bekannten Extinktionskoeffizenten die Konzentration der gesattigten
Lésung der verschiedenen Chromverbindungen errechnet werden. Da die
gesattigten Lésungen fur eine genaue Messung zu stark konzentriert waren,
wurden diese solange mit Wasser verdinnt bis eine Messung mdglich war.
AnschlieBend wurde die Konzentration auf die originale Lésung

umgerechnet.

Chrompicolinat
Das Spektogramm zeigt ein Absorptionsmaximum in Wasser (pH 7,0) bei
262 nm von 1,6. Entsprechend dem Lambert-Beer-Gesetz A = € x d x ¢ ergibt

sich eine Konzentration von ¢ = 0,1 mMol. A=1,6, d=1cmund ¢ = 15546 L / Mol
X cm.

Da es sich bei dieser Lésung um die sechsfache Verdinnung der
Originallésung handelte, hatte die Stammlésung eine Konzentration von 0,6
mMol und entspricht somit den Literaturangaben (Evans, 1993).
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Abbildung 14 Spektogramm im UV und sichtbarem Bereich von 200 bis 800 hm von
0,1 mMol Chrompicolinatlésung mit einem Absorptionsmaximum in Wasser (pH 7,0)
von 1,6 bei 262 nm.
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Chromnicotinat

Das Spektogramm von zwei verschieden verdinnten Ldsungen zeigt ein
Absorptionsmaximum in Wasser (pH 7,0) bei 262 nm von A1 = 1,2 und ein
zweites von A2 = 0,6, siehe Abbildung 15. Entsprechend dem Lambert-Beer-
Gesetz A = € x d x ¢ ergeben sich die Konzentrationen ¢1 = 0,2 mMol und c2
= 0,1 mMol. A=1,6, d=1cmunde=6000L /Mol xcm.

Die erste Losung wurde funffach und die zweite L6sung zehnfach verdinnt.
Somit errechnet sich fir die Stammlésung eine Konzentration von 1 mMol,
welches der angegebenen Ldslichkeit von 12 pMol widerspricht (Evans,
1993).

3,17 _
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Abbildung 15 Spektogramm im UV und sichtbarem Bereich von 200 bis 800 nhm von
0,2 mmol (blau) und 0,1 mMol (rot) Chromnicotinatiésung mit einem
Absorptionsmaximum in Wasser (pH 7,0) von 1,2 und 0,6 bei 262 nm.
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Chrompropionat

Das Spektogramm zeigt einen deutlichen Unterschied zu den beiden oberen.
Es zeigt sich keine Absorption bei 262 nm, jedoch in dem langwelligen
Bereich von 430 nm und 580 nm entsprechend der griin-blauen Farbung der
Chrompropionatlésung.
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Abbildung 16 Spektogramm im UV und sichtbarem Bereich von 200 bis 800 hm von
Chrompropionat bei zehnfacher, zwanzigfacher und vierzigfacher Verdiinnung der
gesattigten Stammldsung.
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Ergebnisse der HPLC-Analyse zur Bestimmung der radiochemischen
Reinheit

Chrompicolinat

Zum \Vergleich wurde das selbst hergestellte Chrompicolinat mit
kommerziellem Chrompicolinat in Tablettenform von
Nahrungsmittelerganzungsherstellern  analysiert. Hierzu wurde eine
Chrompicolinattablette in destilliertem Wasser aufgelést und zentrifugiert.
Von dem Uberstand wurden 400 pl abpipettiert, welche nochmals mit einem
Mikrofilter bei 13000 U / Min fur 20 Min zentrifugiert wurden. Diese Lésungen
wurden sowohl einzeln analysiert, als auch gemischt mit dem selbst

hergestellten Chrompicolinat.

Abbildung 17 HPLC-Chromatogramm von selbst synthetisiertem Chrompicolinat links
und Chrompicolinat der Firma "Nature’'s Valley” rechts.

Abbildung 18 HPLC-Chromatogramm von selbst synthetisierten Chrompicolinat
gemischt mit kommerziellem Chrompicolinat.
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Man erkennt, dass die kommerzielle Chrompicolinatlésung zum Teil mehrere
Peaks aufweist, was fUr eine Verunreinigung der Lésung bzw. fur weitere
Zusatzstoffe spricht, siehe Abbildung 17. In der Analyse der Mischung von
dem selbst synthetisierten Chrompicolinat mit kommerziellem Chrompicolinat
erkennt man, dass es nur einen Hauptpeak gibt, welcher sehr viel gréBer als
die Peaks der Ubrigen Analysen erscheint, sieche Abbildung 18. Somit ist die
gelungene Synthese von Chrompicolinat erwiesen. Zudem wird dies auch
durch die Retentionszeit von vier Minuten bestatigt (Evans, 1993).

Um die radiochemische Reinheit der erfolgreich synthetisierten
Chrompicolinatlésung zu zeigen, wurden 50 pl der Chrompicolinatlésung
fraktioniert und im Auto-y-Zahler gemessen. Als Referenz wurde die Aktivitat
von 50 pl unfraktionierter Chrompicolinatlésung gemessen.

1Cr-Pic (95 %)

S—thi

Abbildung 19 HPLC-Chromatogramm zur Bestimmung der radiochemischen Reinheit
von 50 pl gesattigter *'Cr-Picolinatlésung durch Aufteilung in vier Fraktionen.

Zu den angezeigten Zeitpunkten (Pfeile) wurden vier Fraktionen (I — IV)
aufgefangen und anschlieBend im Auto-y-Z&hler dessen Aktivitdt gemessen.
Bei der Messung der Aktivitat im Auto-y-Zahler wurden 95 % der
Referenzaktivitdt in der Fraktion Il wieder gefundenen, womit die
radiochemische Reinheit fir Chrompicolinat und auch die Stabilitdt des

Komplexes erwiesen ist.
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Chromnicotinat
Das synthetisierte Chromnicotinat wurde in verschiedenen Mengen als
gesattigte Lésung analysiert und ebenfalls die radiochemische Reinheit

ermittelt.

Abbildung 20 HPLC-Chromatogramm von 10 ul links und 25 pl rechts gesittigter
Chromnicotinatlésung.

Abbildung 21 HPLC-Chromatogramm zur Bestimmung der radiochemischen Reinheit
von 25yl gesittigter °'Cr-Nicotinatlésung durch Aufteilung in vier Fraktionen.

In Abbildung 20 erkennt man in dem HPLC-Chromatogramm mehrere Peaks,
welche  entweder auf Unreinheiten oder einen  Zerfall der
Chromnicotinatverbindung deuten. Die Aktivitatsanalyse der vier Fraktionen,
siehe Abbildung 21, im Auto-y-Zahler zeigt, dass die Hauptmenge der
Aktivitat bereits mit der ersten Fraktion durchgelaufen ist und sich nicht wie
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erwartet in der zweiten Fraktion wieder findet. Dies deutet auf einen
instabilen Chromnicotinatkomplex hin, der die Bedingungen der HPLC-
Chromatographie nicht intakt Gbersteht.

Chrompropionat
Es wurden von der gesattigten Chrompropionatlésung 20 pl in der HPLC-
Apparatur analysiert.

n

Abbildung 22 HPLC-Chromatogramm von 20 pl geséttigter Chrompropionatlésung.

In der HPLC-Chromatogramm von Chrompropionat erkennt man einen
Hauptpeak nach einer Retentionszeit von 4 Minuten, dem ein kleiner Peak
voran geht. Daraus kann man schlieBen, dass keine Verunreinigungen
vorliegen und dass es sich um einen stabilen Komplex handelt.
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Ergebnisse zur Aktivititsmessung der Chromlésungen

Bei den synthetisierten Chromverbindungen ist das Verhéltnis von
Radioaktivitdt und Chrommenge bekannt. Man kann daher mit der
gemessenen Aktivitat in einer geséttigten Lésung die Konzentration bzw. die

Léslichkeit des Chromkomplexes errechnen.

Chrompicolinat

Bei der Synthese von Chrompicolinat wurden 240 pul (= 88,8 MBq) von einer
*1CrCls - Stammldsung mit einer Aktivitat von 185 MBq /500 pl (5 mCi/ 500
pl) mit 40 pMol CrCl; = (2,08 mg Chrom) gemischt. Das entspricht einer
Aktivitat von 42,7 GBq pro 1 Gramm Chrom. In einem Mol Chrompicolinat ist
ein Mol Chrom enthalten. Bei einer Léslichkeit von 0,6 mMol sind in 50 pl
gesattigter Chrompicolinatlésung 30 nMol Chrom (= 1,56 pg) enthalten. In
diesem Fall misste dies einer Aktivitat von 66,6 kBq (42,7 Gbq / 1g x 1,56
ug) entsprechen. 50 ul der geséttigten Lésung wurden im Ganzkdrper-
Radioaktivitatszédhler gemessen und hatten eine Aktivitat von 66 kBq

entsprechend einer L&slichkeit von 0,6 mMol.

Chromnicotinat

Bei der Synthese von Chromnicotinat wurde von einer °'CrCls - Stammldsung
mit einer Aktivitdt von 185 MBqg/ 500 pl (5 mCi/ 500 pl) 240 ul (= 88,8MBqQ)
mit 40 uMol CrCls = (2,08 mg Chrom) gemischt. Das entspricht einer Aktivitat
von 42,7 GBg/ 1 g Chrom. In einem Mol Chrompicolinat ist ein Mol Chrom
enthalten. Bei einer Léslichkeit von 12 pMol sind in 50 pl gesattigter
Chromnicotinatiésung 0,6 nMol Chrom (= 31,2 ng Chrom) enthalten. In
diesem Fall musste dies einer Aktivitat von 1332 Bq (42,7 Gbqg/ 1g x 31,2 nQg)
entsprechen. 50 pl der gesattigten Ldsung wurden im Ganzkorper-
Radioaktivitatszédhler gemessen und hatten eine Aktivitdt von 1 kBq
entsprechend einer L&slichkeit von 12 uMol.

Die gravierenden Unterschiede zwischen der Spektralanalyse und der
Aktivitatsmessung lassen sich wahrscheinlich durch die Instabilitat des
Komplexes erklaren, weswegen auch die HPLC-Analyse keine eindeutigen
Resultate zeigt.
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4.2 Interstinale Absorption von verschiedenen
Chromverbindungen

Der erste Versuch befasste sich mit der Retention 7 Tage nach oraler Gabe
der verschiedenen Chromverbindungen. Hierzu wurde von den vier *'Cr-
Verbindungen  Chrompropionat, = Chromchlorid, = Chrompicolinat und
Chromnicotinat eine Lésung hergestellt, die jeweils vier Gruppen a 5 Tieren
per Schlundsonde verabreicht wurde. Zum Zeitpunkt der Gabe waren die
Tiere seit 8 Stunden nlchtern. Die reine Chrommenge der jeweiligen
Lésungen entspricht 16 pg Chrom. 10 Minuten nach der Gabe wurden die
Tiere im HAMCO gemessen und die Aktivitat zu diesem Zeitpunkt (t = 0 h)
gleich 100 % gesetzt. 7 Tage nach der Applikation wurden die Tiere wieder

gemessen und die Ganzkérperretention (GKR) anhand der Restaktivitat

ermittelt.
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Abbildung 23 51Cr-Ganzkt‘irperretention von Ratten (n = 5) aus verschieden

pharmazeutischen Chromverbindungen 7 Tage nach einmaliger oraler Gabe von
jeweils 16 pg Chrom. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung.

Abbildung 23 zeigt, dass bei allen vier Chromverbindungen bereits nach 7
Tagen mehr als 99 % der gegebenen Aktivitat ausgeschieden wurde, wobei
man Differenzen in der Retention erkennen kann. Eindeutig zeigt
Chrompicolinat von allen Verbindungen mit durchschnittlich 0,08 % die
héchste Retention, gefolgt von Chromnicotinat mit durchschnittlich 0,006 %,
die ebenso niedrig ist wie die Retention von Chrompropionat.
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4.3 Ausscheidung von Chrompicolinat

Zur Messung der Ausscheidung von *'Cr-Picolinat wurden nach oraler bzw.
intraperitonealer Applikation jeweils drei Ratten fir 48 Stunden in
Stoffwechselkafigen gehalten. Sofort nach der Applikation t = 0 h wurden
Urin und Kot fiir die ersten 24 Stunden gesammelt (0 — 24 h) und dessen
Aktivitdt gemessen. AnschlieBend wurden Urin und Kot flr die zweiten 24
Stunden (24 — 48 h) gesammelt und ebenfalls dessen Aktivitat gemessen.
Die Aktivitdt der gesammelten Proben wurde im Ganzkoérper-
Radioaktivitatszéhler gemessen und auf die applizierte Aktivitat bezogen.
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Abbildung 24 Ausscheidung von °'Cr-Picolinat nach oraler Applikation (16 pg Cr).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung (n = 3).

Abbildung 24 zeigt, dass nach oraler Gabe der Uberwiegende Anteil des
*1Cr-Picolinat nicht resorbiert wurde und bereits (iber 70 % nach den ersten
24 Stunden Uber den Kot ausgeschieden wurden. Insgesamt wurden 90 %
innerhalb von 48 Stunden Uber den Kot ausgeschieden. In den ersten 24

Stunden wurde knapp 1 % der Aktivitat im Urin wiedergefunden.
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Abbildung 25 Ausscheidung von *ICr-Picolinat nach intraperitonealer Injektion (43 ug
Cr). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung (n = 3).

Innerhalb der ersten 24 Stunden wurden Uber 80 % des intraperitoneal
applizierten °'Cr-Picolinats tiber die Nieren ausgeschieden. Zusammen mit
der Ausscheidung Uber den Kot von circa 9 % sind bereits innerhalb von 24
Stunden circa 90 % der applizierten Menge wieder ausgeschieden. Dieser
Wert entspricht den Ergebnissen der Ganzkdrperretentionskurve, siehe Kap.
4.6, nach intraperitonealer Gabe von ®1Cr-Picolinat, in welcher ebenfalls nach

24 Stunden nur noch 10 % der Aktivitdt vorhanden war.

4.4 Ausscheidung von Chromnicotinat

Zur Messung der Ausscheidung von °'Cr-Nicotinat wurden auf gleiche Weise
wie beim Chrompicolinat nach oraler Applikation drei Ratten fir 48 Stunden
in Stoffwechselkafigen gehalten. Die Gewinnung der Ausscheidungen wurde
ebenfalls auf gleiche Weise durchgefuhrt. Dieser Versuch wurde nicht
intraperitoneal durchgefuhrt, da die geringe L&slichkeit von Chromnicotinat
eine zu groBe Applikationsmenge erfordert hatte.

Die Aktivitdt der gesammelten Proben wurde im Ganzkoérper-
Radioaktivitdtszahler gemessen und auf die applizierte Aktivitat bezogen.
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Auch beim °'Cr-Nicotinat wurde nach oraler Gabe der Hauptanteil der

Aktivitat circa 84 % Uber den Kot innerhalb von 48 Stunden ausgeschieden.

Im Vergleich zu °'Cr-Picolinat wurde nach oraler Gabe deutlich weniger

Aktivitat im Urin wieder gefunden, nur 0,07 %.
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Abbildung 26 Ausscheidung von °'Cr-Nicotinat nach oraler Applikation (16 pg Cr).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung (n = 3).

n  Cr-Picolinat  Cr-Nicotinat
Orale Gabe
7d-GKR (%) 5 0.0785 £ 0.016 0.043 £0.016
48h-Urinausscheidung (%) 3  0.91+0.97 0.08 £ 0.07
48h-Kotausscheidung (%) 3 91+£12.5 85+15
i.p. Injektion
48h-Urinausscheidung (%) 3 79.8 £ 4.1 -
48h-Kotausscheidung (%) 3 10.0 £2.13 -

Tabelle 3 Zusammenfassung der Resultate der Ganzkérperretention und der
Ausscheidung von Chrompicolinat und Chromnicotinat. Dargestellt sind Mittelwerte

und Standardabweichungen.
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4.5 Akkumulation von Chromverbindungen

Mit diesem Versuch sollte gezeigt werden, ob es bei taglicher Einnahme von
16 pg Chrom als °'Cr-Picolinat und *'Cr-Nicotinat zu einer Akkumulation im

Korper kommt.
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Abbildung 27 Ganzkorperretention nach fiinfmaliger oraler Gabe von °'Cr-Picolinat

oben und *'Cr-Nicotinat unten jeweils entsprechend 16 pg Chrom. Dargestellt sind
Mittelwerte (n = 4).

Die Grafiken lassen erkennen, dass es trotz wiederholter oraler Gabe sowohl
von Chrompicolinat als auch Chromnicotinat zu keiner erkennbaren
Akkumulation der Verbindungen kam. Bereits sechs Tage nach der letzen
Gabe sank die Retention unter 1 %. Es zeigt sich eine ahnlich schnelle

Ausscheidung wie bei den Versuchen nach einmaliger oraler Gabe.
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4.6 Ganzkorperretentionsverlauf verschiedener Chrom-

verbindungen

Diese Versuchreihe befasste sich mit der Retention und den biologischen
Halbwertszeiten der Chromverbindungen nach der Applikation. Es war nicht
moglich, einen Verlauf der Retention nach oraler Gabe der
Chromverbindungen zu dokumentieren, weil aufgrund der geringen
Ganzkodrperretention nicht ausreichend viel messbare Aktivitdt vorhanden

war.

Ganzkdérperretention nach intraperitonealer Gabe von Chrompicolinat

In diesem Versuch wurde 2 Gruppen & 5 Tieren °'Cr-Picolinat als Lésung
mit einer Chrommenge von 8 ug intraperitoneal injiziert. Die gemessene
Aktivitat direkt nach der Injektion entsprach 100 %. Die Retention wurde Uber

einen Zeitraum von 9 Wochen gemessen.
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Abbildung 28 Verlauf der °'Cr-Ganzkoérperretention von Ratten (n = 10) nach
intraperitonealer Injektion von *'Cr-Picolinat (8 Hg Cr). Dargestellt sind Einzelwerte,
Standardabweichung (Errorbars) der Mittelwerte, Ganzkérperretentionskurve (oberer
Grenzwert = rot, unterer Grenzwert = schwarz) und und biologische Halbwertszeiten
mit Standardabweichung.
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Ein deutlicher Verlust der Aktivitat auf 10 % war bereits nach 24 Stunden zu
sehen. Dieses Ergebnis stimmt mit den Werten des Versuchs auf dem
Stoffwechselkéfig Uberein (siehe Kap. 4.3). Innerhalb von einer Woche sank
die GKR auf 2 % und innerhalb von zwei Wochen ist die Retention auf 1 %
gesunken. Im restlichen Verlauf dieses Versuchs blieb die GKR auf dem
Niveau von 1 %. Die errechneten biologischen Halbwertszeiten zeigen eine
schnelle Ausscheidungskomponente Ti2' = 0.17 d, eine mittlere
Ausscheidungskomponente Ty = 51 d und eine langsame
Ausscheidungskomponente T12°, welche anhand der Berechnung zwischen
47 d und 100 d liegen muss.

Ganzkorperretention nach intravenéser Gabe von Chrompicolinat

Mit diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die Retention nach
intraperitonealer und intravendser Gabe von °'Cr-Picolinat gleichermaBen
verlauft, und ob die Gabe unterschiedlicher Mengen Chroms eine
Auswirkung auf die Retention hat. Hierzu wurden *'Cr-Picolinatldsungen mit
Chrommengen von 1,7 pg bis 5 pg in die Schwanzvene injiziert. Der
Retentionsverlauf wurde ber 3 Wochen gemessen.
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Abbildung 29 Verlauf der *'CrPic-Ganzkorperretention von Ratten (n = 10) nach
intravendser Injektion von verschiedenen Mengen (1,7 — 5 ug Cr). Dargestellt sind
Einzelwerte, Standardabweichung (Errorbars) der Mittelwerte,
Ganzkorperretentionskurve (oberer Grenzwert = rot, unterer Grenzwert = schwarz)
und und biologische Halbwertszeiten mit Standardabweichung.



59

Wie nach intraperitonealer Gabe war ein schneller Verlust auf 10 % in den
ersten 24 Stunden zu sehen. Die weitere Retention ging innerhalb der ersten
Woche auf 2 % und innerhalb der zweiten Woche auf 1 % zurlck.

Es zeigte sich keine Abhangigkeit der Retention von der injizierten
Chrommenge.

Die errechneten biologischen Halbwertszeiten zeigen eine schnelle
Ausscheidungskomponente Ti! = 0.01 d, eine mittlere
Ausscheidungskomponente Ty, = 1.3 d und eine langsame
Ausscheidungskomponente Ti2°, welche anhand der Berechnung zwischen
19 d und 100 d liegen muss.

Ganzkorperretention nach intraperitonealer Gabe von Chromchlorid

In diesem Versuch wurde 2 Gruppen & 5 Tieren °'Cr-Chlorid als Lésung mit
einer Chrommenge von 10 pg intraperitoneal injiziert. Die nach der Injektion
gemessene Aktivitat wurde gleich 100 % gesetzt. Die Retention wurde Uber
einen Zeitraum von 8 Wochen dokumentiert.

Ahnlich wie beim *'Cr-Picolinat fand auch beim >'Cr-Chlorid der schnellste
Verlust der Aktivitat bereits innerhalb der ersten 24 Stunden auf 80 % statt.
Danach sank die GKR innerhalb einer Woche auf 65 % und nach zwei
Wochen auf 58 %. Die weitere Ausscheidung von °'Cr-Chlorid verlief
bedeutend langsamer und die langfristige Retention war mit 50 % deutlich
héher als die von °'Cr-Picolinat nach intraperitonealer und intravendser Gabe
~1 %.

Die errechneten biologischen Halbwertszeiten =zeigen eine schnelle
Ausscheidungskomponente Ti! = 0.28 d, eine mittlere
Ausscheidungskomponente  Ti2° = 42 d und eine langsame
Ausscheidungskomponente Ti.°, welche anhand der Berechnung zwischen
104 d und 150 d liegen muss.
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Abbildung 30 Verlauf der *'Cr-Ganzkorperretention von Ratten (n = 10) nach
intraperitonealer Injektion von *'Cr-Chlorid (10 pg Cr). Dargestellt sind Einzelwerte,
Standardabweichung (Errorbars) der Mittelwerte, Ganzkérperretentionskurve (oberer
Grenzwert = rot, unterer Grenzwert = schwarz) und und biologische Halbwertszeiten
mit Standardabweichung.

Die folgende Tabelle zeigt die Werte aller Ganzkérperretentionsversuche im
Uberblick.

Transportpool Transitpool Speicherpool
[*'Cr] Verbindung A; (%) Ty (d) Ay (%) T’ (d)  As(%) Tir’ (d)
CrClzi. p. 22 0.28+0.07 13.0+1.7 42+1.2 64605 104<T;, <150
Cr Picolinat i. p. 96 0.17+0.04 25+12 51+27158+£0.09 47<T;,<100
Cr Picolinat i. v. 88 0.01+0.01 105+16 1.3+0.21.66+£0.06 19<T;,<100

Tabelle 4 Parameter des Ganzkdrperretentionsmodell in Ratten. Dargestellt sind
biologische Halbwertszeiten und PoolgréBen mit Standardabweichungen.
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4.7 Organverteilung von Chrompicolinat liber 7 Tage

Dieser Versuch untersuchte das Verteilungsmuster von °'Cr aus
Chrompicolinat im Organismus zu verschiedenen Zeitpunkten. Es wurde
*1Cr-Picolinat als Lésung mit einer Chrommenge von 43 ug intraperitoneal
injiziert. Nach der Applikation wurden die Tiere nach unterschiedlichen
Zeitpunkten (2 h — 7 Tage) getétet und die Organverteilung gemessen. Dabei
bezog sich die gemessene Aktivitdt der Organe auf die zum Zeitpunkt des

Todes vorhandene Ganzkérperaktivitat, welche gleich 100 % gesetzt wurde.
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Abbildung 31 Verlauf der *'Cr-Verteilung nach intraperitonealer Injektion von °'Cr-
Picolinat (43 pg Cr) in 1 ml Voliblut und 1 ml Serum. Dargestellt sind Mittelwerte (n =

2).

Man sah zunachst eine Anflutung im Blut innerhalb von 12 Stunden auf fast
0,4 % im Vollblut und Uber 0,5 % im Serum. Bei einer Blutmenge von 6 %
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des Korpergewichts, von durchschnittlich 300 g, errechnet sich eine
Gesamtaktivitat im Blut von 7,2 %.

20

" Leber

~
N

/ o+

Verteilung in %
5]
T

O%F L 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit (h)

Verteilung in %
N
Z
D
-
()
-

03“% Il Il Il Il Il Il 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit (h)

Abbildung 32 Verlauf der *'Cr-Verteilung nach intraperitonealer Injektion von *'Cr-
Picolinat (43pug Cr) in Leber und Nieren. Dargestellt sind Mittelwerte (n = 2).

Die Abbildung 32 zeigt zunachst einen Anstieg des Chromanteils in der
Leber auf fast 10 % und dann einen Abfall nach 24 Stunden. Eventuell ist
dies zusatzlich auf einen Firstpass-Effekt und eine hepatobillidre
Ausscheidung zuriickzufuhren, welche mit der wieder gefundenen Aktivitat
im Kot Ubereinstimmt. AnschlieBend kam es zu einem erneuten Anstieg des
Chromanteils in der Leber, welcher die Leber als eines der langfristigen
Speicherorgane erscheinen lasst. Die Aktivitat in den Nieren zeigte einen
Peak innerhalb der ersten 24 Stunden, entsprechend dem Zeitraum in dem
die Hauptausscheidung der Aktivitdt UOber den Urin stattfand. Der
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anschlieBende Anstieg der Aktivitdt auf 7 % deutet auf eine langfristige
Chromspeicherung in den Nieren hin.

Die Chromkonzentration in der Milz und im Femur stieg innerhalb einer
Woche kontinuierlich auf Uber 2 % bzw. 0,6 % an, siehe Abbildung 33. Somit
findet sowohl in der Milz als auch in Knochen eine Speicherung von Chrom
statt.

S
Milz .
X 2r T
< 7
o T
5 *
[
£ /
> 1k i
/
P
LA
0 %IL | | 1 | 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zeit (h)
1.00
oo | Femur
=
£ 060 B e+
(o)) A
c —
2 *
£ 0.40 //
2 * /
PN
020 -/ ¥
123
OOO - L 1 1 1 1

<£ L L L L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zeit (h)

Abbildung 33 Verlauf der *'Cr-Verteilung nach intraperitonealer Applikation von *'Cr-
Picolinat entsprechend 43 pug Chrom in Milz und Femur. Dargestellt sind Mittelwerte (n
= 2).
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Abbildung 34 Verlauf der *'Cr-Verteilung nach intraperitonealer Injektion von *'Cr-
Picolinat (43 pg Cr) in 1 g Muskel (M. Quadriceps), im Herz (~1 g) und in der Lunge.
Dargestellt sind Mittelwerte (n = 2).

Sowohl die Muskulatur des M. Quadriceps als auch die Muskulatur des

Herzens, welches durchschnittlich 1 Gramm wiegt, sind Speicherorgane fir
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Chrom. Allerdings war der Chromanteil im Herzen mit 0,2 %/g bedeutend
hoéher als in der quergestreiften Muskulatur 0,08 %/g. Die Muskulatur macht
bei der Ratte 30 % des Kdérpergewichts aus. Bei einem Durchschnittsgewicht
von 300 g entspricht dies einer Muskulaturmenge von 90 g. Wenn man die
Aktivitat in der quergestreiften Muskulatur auf die Gesamtmenge der
Muskulatur hochrechnet, findet man ungefahr 7 % der Aktivitat in der
gesamten Muskulatur wieder. Dies macht das Muskelgewebe ebenfalls zu
einem wichtigen Chromspeicher. Auch in der Lunge erkennt man einen Peak
innerhalb der ersten 24 Stunden. In dem Verlauf von einer Woche stieg der
Anteil auf 0,8 %. Dies bedeutet, dass auch im Lungengewebe eine
langfristige Speicherung stattfindet.
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Abbildung 35 Verlauf der *'Cr-Verteilung nach intraperitonealer Injektion von °'Cr-
Picolinat (43 pg Cr) in Lunge, Hirn und 1 g Fettgewebe. Dargestellt sind Mittelwerte (n
=2).
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Die beiden lipidreichen Gewebe zeigen nur eine geringe kurzfristige
Chromspeicherung von circa 48 Stunden, danach geht der Chromanteil auf
kaum messbare Werte zurtck. Aufgrund der lipophilen Eigenschaften von
Chrompicolinat ist dies eine unerwartete Besonderheit. Eventuell ist dies ein
Hinweis daflr, dass nicht das lipophile Chrompicolinat sondern nur Chrom in

Zellen aufgenommen bzw. gespeichert wird.
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Abbildung 36 Verlauf der *'Cr-Verteilung nach intraperitonealer Injektion von *'Cr-
Picolinat (43 pg Cr) im Magen-Darmtrakt und Carcass. Dargestellt sind Mittelwerte (n =
2).

Der Magen-Darmtrakt nahm bereits innerhalb von 4 Stunden Uber 70 % der
Aktivitat auf. Danach sank der Chromanteil kontinuierlich ab, woran man
erkennt, dass im Magen-Darmtrakt bzw. in der glatten Muskulatur keine
langfristige Chromspeicherung stattfand. Im Carcass, welcher hauptsachlich
aus quergestreifter Muskulatur, Knochen und Fell besteht, stieg der
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Chromanteil innerhalb einer Woche auf Uber 60 %. Dies bestatigt die
vorherigen Ergebnisse, dass Muskulatur und Knochen, als hauptséchliche
Bestandteile des Carcass, zwei wesentliche Speicherorgane fiir Chrom sind.

4.8 Wechselwirkungen mit dem Eisenstoffwechsel

In dieser Arbeit sollte auch untersucht werden, ob sich eine Wechselwirkung
zwischen dem Chromstoffwechsel und dem Eisenstoffwechsel zeigt. Als
Basis dieser Versuche diente der Vergleich zwischen einer Kontrollgruppe
und einer eisenuberladenen Gruppe. Eine Eisentiberladung wurde mit organ-
metallischen Verbindung TMH-Ferrocen erlangt. Hierzu wurde TMH-
Ferrocen sowohl diatisch mit Spezialfutter zugefuhrt, als auch als Lésung
intraperitoneal appliziert. Die mogliche Auswirkung des veranderten
Eisenhaushaltes auf den Chromstoffwechsel wurde untersucht, indem die
Retention und die Organverteilung der Chromverbindungen kontrolliert

wurden.

Ergebnisse zur Messung des Eisengehalts in Lebern

Da die Leber fur Eisen ein wichtiges Speicherorgan ist, wurde dessen
Eisengehalt als Referenz fir die Eisenlberladung der Tiere genommen. Es
wurde der Lebereisengehalt von je zwei Tieren aus jeder der drei Gruppen
mittel AAS gemessen. Dabei handelt es sich um eine Gruppe ohne
Eisenliberladung, eine Gruppe mit diatischer Eisenlberladung und eine
Gruppe mit Eisenlberladung durch intraperitoneale Injektion von TMH-

Ferrocen.
Eisenstatus Lebereisen (mg / gww) sd VK (%)
Keine Fe-Uberladung 0,18 0,003 1,6
Keine Fe-Uberladung 0,13 0,000 0,2
Diatische Fe-Uberladung 3,18 0,026 0,8
Diatische Fe-Uberladung 4,01 0,018 0,4
TMH i.p. Fe-Uberladung 1,00 0,010 1,0
TMH i.p. Fe-Uberladung 1,55 0,002 0,2

Tabelle 5 Eisengehalt der Leber in mg pro Gramm ,,wet weight“. Dargestellt sind die
Einzelwerte mit Standardabweichung und dem Variationskoeffizient.
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Die Tabelle zeigt, dass eine deutliche Eisenuberladung wahrend der
Versuche vorlag. Es zeigt auch, dass die intraperitoneale Applikation von
TMH-Ferrocen eine geringere Eisenuberladung bewirkt, als eine eisenreiche
Spezialdidt. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigt die intraperitoneale
Applikation 5 - 10fach héhere Lebereisenwerte und die Spezialdiat ungefahr
20 - 25fach héhere Werte.

Auswirkung des Eisenhaushaltes auf die Retention von Chrom

Um festzustellen, ob der Eisenhaushalt einen Einfluss auf die Retention von

Chrom hat, wurden folgende zwei Versuche durchgeflhrt:

1. Zum Zeitpunkt t = 0 h wurde zwei Gruppen & finf Tiere 8 ug Chrom als
*1Cr-Picolinat intraperitoneal gegeben. Nach 14 Tagen wurde die erste
Gruppe auf eine eisenarme Spezialdiat und die zweite Gruppe auf eine
eisenreiche Spezialdiat umgesetzt, um eine eventuelle Veranderung der

Retention zu untersuchen.
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Abbildung 37 Vergleich der *'Cr-Ganzkoérperretention nach intraperitonealer Gabe von
*ICr-Picolinat (8 Hg Cr) bei unterschiedlicher Eisenstoffwechsellage. Verlauf der GKR
unter einer eisenarmer Didt (0—o0) und eisenreicher Diat (+...+). Zu Versuchsbeginn
haben beide Gruppen gleiche Lebereisenwert. Darstellung des Lebereisens (in mg pro
Gramm ,wet weight* +—+) der Gruppe mit Eiseniiberladung. Dargestellt sind
Mittelwerte (n = 5).
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Der Verlauf zeigt, dass eine EisenlUberladung wahrend des Zeitraums der
Langzeitretention keinen signifikanten Einfluss auf die Retention hat (t-test p
< 0,05). Zu diesem Zeitpunkt kann das gespeicherte *'Cr nicht mehr an
einem aktiven Stoffwechsel in Zusammenhang mit Eisen beteiligt sein, da es

sonst zu einer Verschiebung der Chromretention kommen wiirde

2. Zum Zeitpunkt t = 0 h wurde zwei Gruppen 10 pg Chrom als >'Cr-Chlorid
intraperitoneal gegeben. In der vierten, funften und sechsten Woche
wurde nur einer Gruppe jeweils 25 mg TMH-Ferrocen intraperitoneal
injiziert um festzustellen, ob diese Form der EisenlUberladung eine
Auswirkung auf die Retention hat.
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Abbildung 38 Darstellung der Beeinflussung von TMH-Ferrocen i.p. auf die *'Cr-
Ganzkorperretention nach intraperitonealer Gabe von Chromchlorid (10 pg Cr).
Mittelwert von n = 3 Tieren ohne Eiseniiberladung (0—o0) und von n = 4 Tieren mit
Eiseniliberladung (+...+). Darstellung der Lebereisenkonzentration (in mg pro Gramm
»wet weight“ +—+) von der Gruppe mit Eiseniiberladung.

Auch bei dieser Form der Eisenlberladung kam es nicht zu einer
Veranderung der Retention bzw. der Ausscheidung von Chrom. Wahrend der
beobachteten Phase der langfristigen Speicherung von Chrom wurde das
bereits gespeicherte Chrom nicht oder nicht messbar von dem
Eisenstoffwechsel beeinflusst.
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Auswirkung des Eisenhaushaltes auf die Organverteilung von Chrom

Um festzustellen, ob der Eisenhaushalt einen Einfluss auf die
Organverteilung hat, wurden folgende zwei Versuche durchgefihrt:

1. Zum Zeitpunkt t = 0 h wurde zwei Gruppen 10 pg Chrom als >'Cr-Chlorid
intraperitoneal gegeben. Als Referenzwert wurde eine erste
Organverteilung nach 16 gemessen. Innerhalb des Zeitraums vom 16.
bis zum 49. Tag wurde nur einer Gruppe mit n = 4 Tiere dreimal 25 mg
TMH-Ferrocen intraperitoneal gegeben. AnschlieBend wurde am 49. Tag
von beiden Gruppen die Organverteilung gemessen. Hierbei sollte
untersucht werden, ob eine EisenlUberladung eine Auswirkung auf die

Organverteilung hat.

2. In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob eine bestehende
Eiseniberladung vor der Gabe von °'Cr-Chlorid intraperitoneal eine
Auswirkung auf die Organverteilung hat. Hierzu wurde eine Gruppe zuvor
zwei Wochen lang mit einer eisenreichen Spezialdiat gefuttert, wahrend
die andere Gruppe eine eisenarme Spezialdiat erhielt. Danach wurde
beiden Gruppen 10 pg Chrom als ®'Cr-Chlorid intraperitoneal gegeben

und dessen Organverteilung 7 Tage spater gemessen.
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Organverteilung (%) nach i.p. Gabe von 10 ug °'CrCls

Organ t=16d t=49d t=49d
n = 3 Tiere ohne n = 3 Tiere ohne n = 4 Tiere mit
Eisenlberladung Eisenliberladung Eisenlberladung
Vollblut/ ml 0.01+0 0.25+0.44 0.001+£0
Serum/ ml 0.006 = 0.005 0.001 0 0.001 £0
Gehirn 0.08 £ 0.01 0.007 £ 0.005 0.001 £0
Herz 0.01x0 0.12 £ 0.02 0.08 £ 0.009
Fett/ g 0.03 £ 0.01 0.09 £0.03 0.04 £ 0.009
Muskel/ g 0.27 £ 0.11 0.02 + 0.007 0.017 £0.009
Lunge 0.2+0.04 1.67 +2.49 0.245 £ 0.11
Femur 0.59 £ 0.08 0.77 £0.24 0.61 £0.04
Nieren 1.12+0.2 1.06 £ 0.18 0.77 £ 0.06
Milz 1.33+0.27 1.84+05 2.16 £ 0.28
Magendarmtrakt 16 +1 146 +1.52 17.25 +3.09
Leber 24 +6.08 246+45 31.25 +£5.31
Carcass 55.33+4.16 55.3 £ 0.57 50.25 £ 4.27

Tabelle 6 Aufstellung der Organverteilung zu verschiedenen Zeitpunkten von 51Cr-
Chlorid (10 pg Cr) nach intraperitonealer Injektion. Eine Gruppe wurde nach 16 Tagen,
eine zweite nach 49 Tagen und eine dritte Gruppe, welche dreimal 25 mg TMH-
Ferrocen intraperitoneal bekommen hat, wurde ebenfalls nach 49 Tagen gemessen.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

Der Vergleich der Organverteilung nach 49 Tagen zwischen der
eisentberladenen Gruppe und der Kontrollgruppe zeigt keine signifikante
Differenz (t-Test p < 0,05). In beiden Gruppen zeigt sich, dass die Organe
Nieren, Milz und Leber und Muskulatur und Knochen Speicher fir Chrom
sind. Der gr6Bere Anteil in der Leber bei der eisenlberladenen Gruppe lasst
sich durch die 50% gréBere Masse des Organs im Vergleich zur
Kontrollgruppe erklaren.
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Abbildung 39 Vergleich der Organverteilung 7 Tage nach intraperitonealer Injektion
von °'Cr-Chlorid (10 pg Cr) zwischen einer Kontrollgruppe ( © ) und einer Gruppe mit
diatischer Eiseniiberladung ( ¢ ). Dargestellt sind Mittelwerte (n = 2).

Abbildung 39 zeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied in der
Organverteilung zwischen der eiseniberladenen Gruppe und der
Kontrollgruppe gibt (t-test p < 0,05). Der Chromanteil in der Leber ist bei der
eisenlberladenen Gruppe etwas hoéher, allerdings ist hierbei zu beachten,
dass durch die Eisenitberladung die Leber vergréBert ist und das
Durchschnittsgewicht einer Leber in der normalen Gruppe 9 g und in der
eisentberladenen Gruppe 13 g betragt.



73

5 Diskussion

5.1 Synthetisierte Chromverbindungen

Eine wichtige Rolle fir diese Arbeit spielte die Synthese der >'Cr-markierten
Chromverbindungen, weil diese die Grundlage der Untersuchungen waren.
Dabei war die Miniaturisierung der Synthese mit Hilfe von Mikrofiltern von
groBer  Bedeutung.  Chrompicolinat  zeigte sich anhand  der
Analyseergebnisse als eine relativ stabile Verbindung. Die Ergebnisse der
HPLC-Analyse und der Spektralanalyse stimmen mit denen von Evans
Uberein (Evans, 1993). Besonders die HPLC-Analyse qilt als verlasslich zur
Bestimmung von Chrompicolinat (Koll, 2004). Chromnicotinat scheint jedoch
instabiler zu sein und ist z. B. Uber eine reverse Phase HPLC als intaktes
Molekil nicht zu chromatographieren, was durch Verfolgen der °'Cr-Aktivitat
gut zu erkennen war. Hier liegt ein Widerspruch zu den Ergebnissen von
Evans vor (Evans, 1993), die keine markierten Verbindungen zur Verfigung
hatten.

5.2 Intestinale Absorption

In der Literatur wird Chrom als nicht absorbierbarer Marker beschrieben
(Anals of the ICRP, 1987). Im Detail zeigten Experimente aber, dass
durchaus geringe Mengen absorbiert werden, siehe Tabelle 7. Die
Absorption I&sst sich sowohl durch die im gesamten Kérper retinierte, als
auch durch die im Urin ausgeschiedene Chrommenge bestimmen.

Cr-Verbdg, Messprobe, Zeitpunkt Spezies Wert (%) Literatur

>'CrCl;, Ganzkérper, 24 h Ratte 0,5+0,1 Anderson, 1995
*1CrCls, Gastrointestinaltrakt, 24 h Ratte 0,6+0,2 Anderson, 1996
*'CrPic, Gastrointestinaltrakt, 24 h Ratte 05%0,3 Anderson, 1996
*'CrNic, Gastrointestinaltrakt, 24 h Ratte 1,0£0,5 Anderson, 1996
*1CrCl,, Ganzkorper, Organe, 12 h Ratte 0,7 +0,12 Olin, 1994
*'CrPic, Ganzkérper, Organe, 12 h Ratte 0,4 +0,08 Olin, 1994
*'CrNic, Ganzkérper, Organe, 12 h Ratte 0,6 + 0,05 Olin, 1994

CrPic, 24 h -Urin Mensch 28+1,14 Gargas, 1994
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CrPic, 24 h -Urin Mensch 0,417 £0,08 DiSilvestro, 2007
CrCls, 24 h -Urin Mensch 0,077 £ 0,01 DiSilvestro, 2007
CrNic-Glyc, 24 h -Urin Mensch 0,138 £ 0,04 DiSilvestro, 2007
CrPolyNic, 24 h -Urin Mensch 0,169 £ 0,03 DiSilvestro, 2007
*'CrPic, Ganzkérper, 7 Tage Ratte 0,078+ 0,016  Kottwitz, 2007
*'CrNic, Ganzkorper, 7 Tage Ratte 0,043 +0,016  Kottwitz, 2007
*'CrProp, Ganzkorper, 7 Tage Ratte 0,007 Kottwitz, 2007
*'CrCls, Ganzkorper, 7 Tage Ratte 0,006 Kottwitz, 2007
*'CrPic, 48 h -Urin Ratte 0.91 +0.97 Kottwitz, 2007
*'CrNic, 48 h -Urin Ratte 0.08 +0.07 Kottwitz, 2007

Tabelle 7 Absorption verschiedener Chromverbindungen nach oraler Applikation bei
Ratten und Menschen und die Ergebnisse dieser Arbeit.

In der vorliegenden Arbeit zeigen die mehr salzartigen Verbindungen
Chromchlorid und Chrompropionat die geringste Absorption in der Ratte. Die
organischen Chromverbindungen Chrompicolinat und Chromnicotinat haben
im Vergleich eine 13 bzw. 6-fach héhere Retention. Dies ist vermutlich mit
der erhdhten Lipophilie der Chromverbindungen im Vergleich zu
Chromchlorid zu begrinden. Der Unterschied zwischen Chrompicolinat (GKR
= 0,08 %) und Chromnicotinat (GKR = 0,04 %) lasst sich durch die
unterschiedliche Komplexstruktur der Chromverbindungen erklaren (Evans,
1993; Anderson, 1996). Eine bessere orale Absorption von Chrompropionat
(Clodfelder, 2004) bedingt durch seine Wasserlslichkeit und Stabilitat
(Shute, 2001) im Vergleich zu den anderen Chromverbindungen konnte in
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestétigt werden, wobei betont werden
muss, dass die hier verwendete Technik mit dem Ganzkdrperzahler in jedem
Fall die empfindlichere und reproduzierbarere Methode darstellt.

Zur Beurteilung des Chromstoffwechsels bzw. der Absorption wurde haufig
die Chromausscheidung im Urin untersucht (Gargas, 1994; Onkelinx, 1977;
Olin, 1994; Lim, 1983; DiSilvestro, 2007), was eine indirekte, stéranfallige
und eher ungenaue Methode darstellt. In der aktuellen Studie von
DiSilvestro an jungen Frauen wurde gezeigt, dass die Verbindung
Chrompicolinat die héchste Absorption mit knapp 0,5 % ( Ausscheidung nach

24 Stunden) der gegebenen Menge besitzt, wohingegen Chromchlorid oder
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Chromnicotinatverbindungen mit nur 0,1 % absorbiert werden (DiSilvestro,
2007). Die im Urin wiedergefundene Chrommenge muss zuvor aus dem
Magen-Darmtrakt absorbiert worden sein. Die Ergebnisse von DiSilvestro
uber die Chromabsorption aus den beiden Chromverbindungen stimmen mit
denen aus der vorliegenden Arbeit an Ratten gut Uberein. Hier wurde nach
oraler Applikation von °'Cr-Picolinat circa 1 % der Aktivitdt nach 48 Stunden
im Urin wiedergefunden. Somit ist die intestinalen Absorption (Retention +
Urinausscheidung) von °'Cr-Picolinat mit: GKR (48 h) 0,08 % +
Urinausscheidung (48 h)1,08 % = 1,16 %.

Nach oraler Applikation von °'Cr-Nicotinat wurde im Urin 0,077 % der
Aktivitat wiedergefunden. Dies zeigt eine deutlich geringere Absorption im
Vergleich zu *'Cr-Picolinat. Eine theoretisch errechnete Absorption von °'Cr-
Nicotinat unter Beriicksichtigung der Retention ergibt:

GKR (48 h) 0,04 % + Urinausscheidung (48 h) 0,077 % = 0,117 %.

Wie eingangs erwahnt, war die spezifische °'Cr-Aktivitat der hergestellten
Chromverbindungen aus technischen Griinden limitiert, sodass den Ratten
jeweils héhere Chrommengen appliziert werden mussten (ca. 5 pg/100 g
Kérpergewicht) als den aktuellen Angaben des ,Food and Nutrition Board of
the Institute of Medicine of the National Academies of Science (USA)“ fiir den
Menschen entsprechen wirden (0,5 pug/ 100 g Kérpergewicht. Das hat aber
moglicherweise keinen negativen Einfluss auf die Relevanz der Ergebnisse,
denn es wurde friher mehrfach gezeigt, dass die applizierte Cr-Dosis keinen
Einfluss auf die Absorption oder die Organverteilung hat (Hopkins, 1965;
Mertz, 1965). Zudem liegen die applizierten Mengen weit unterhalb der
beginnenden toxischen Dosis von ~ 1 mg / 100 g Kdrpergewicht bei
intravendser Gabe (Mertz, 1965), so dass auch diesbezliglich keine Gefahr

bestand.

5.3 Ganzkérperretention und biologische Halbwertszeiten

Der Langzeitverlauf der Ganzkdrperretention aus den absorbierten
Chromverbindungen wurde nach intraperitonealer bzw. intravendser
Applikation verfolgt, da die Retention nach oraler Gabe zu gering war

Anhand der Retentionsdaten wurden fir CrCl; und Chrompicolinat die

biologischen Halbwertszeiten errechnet, siehe Tabelle 8.
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Transportpool Transitpool Speicherpool
[>'Cr] Verbindung A; (%) Ty, (d) Ay (%) Tt (d)  Ag(%) Ti2’ (d)
CrClzi. p. 22 0.28+0.07 13.0+1.7 42+1.2 646105 104<T;,<150
Cr Picolinat i. p. 96 0.17+0.04 25+12 51+27158+£0.09 47<T;,<100
Cr Picolinat i. v. 88 0.01+0.01 105+16 1.3+x0.21.66+0.06 19<T;,<100

Tabelle 8 Parameter des Ganzkorperretentionsmodell fiir Ratten. Dargestellt sind
biologischen Halbwertszeiten und PoolgréoBen mit Standardabweichungen.

Der Verlauf der Retention von Chrompicolinat nach intraperitonealer und
intravendser Applikation zeigt eine insgesamt schnellere Ausscheidung nach
intravendser Injektion. Dies lasst sich mit einer verzégerten Aufnahme in den
Blutkreislauf erklaren. Da die Retentionskurven insgesamt einen sehr
ahnlichen Verlauf beschreiben, kann man von einem gleichen Metabolismus,
welcher nur zeitlich verzdrgert ist, ausgehen.

In Tabelle 9 sind zum Vergleich die biologischen Halbwertszeiten einiger
Arbeiten fur CrCls aufgezeichnet, Fir Chrompicolinat sind in der Literatur
keine biologischen Halbwertszeiten beschrieben.

Methode -|-1/21 -|-1/22 T1/23 Literatur
>'CrCly i.v., GKR Uber 84 Tage (Ratte) 0,5d 59d 834d  Mertz, 1965

*'CrCly i.v., GKR tiber 8 Monate (Mensch) 0,56d  12,7d 192d Sargent, 1979
*'CrCly i.v., GKR Uber 84 Tage (Mensch) 0,5-12h 1-14d 3-12Mo Lim, 1983

Tabelle 9 Literaturwerte von biologischen Halbwertszeiten von CrCl; in Mensch und
Ratte

In einigen Arbeiten zur Kompartmentanalyse des Chromstoffwechsels
werden die biologischen Halbwertszeiten mit der Ausscheidung in
Zusammenhang gebracht (Onkelinx, 1977; Lim, 1983). Wenn man die
Ergebnisse der Ganzkdrperretention zusammen mit denen der
Stoffwechselkéafige betrachtet findet man zeitliche Ubereinstimmungen. Nach
intravendser bzw. intraperitonealer Gabe der Chromverbindungen findet der
Hauptverlust der Aktivitat innerhalb von 24 Stunden statt, welche man im
Urin wiederfindet. Somit besteht ein Zusammenhang mit der ersten

biologischen Halbwertszeit und der Urinausscheidung. Der weitere Verlust



77

lasst sich auf die Exkretion Gber den Kot zurtckfihren und ist somit eine
Erklarung fur die zweite biologische Halbwertszeit. Die dritte biologische
Halbwertszeit entspricht der Langzeitretention von Chrom und zeigt eine nur
geringflgige Ausscheidung von gespeichertem Chrom.

Der Vergleich des Retentionsverlaufs zwischen Chrompicolinat und
Chromchlorid zeigt, dass Chromchlorid eine deutlich héhere Retention. Dies
spiegelt sich auch in der dritten Ausscheidungskomponente von
Chromchlorid wieder. Diese Ergebnisse zeigen, dass, obwohl Chromchlorid
eine sehr geringe orale Absorption aufweist, man von einer hohen
Chromspeicherung im Organismus ausgehen kann, wenn dieser erst einmal
Chrom aufgenommen hat. Daraus lasst auch den Umkehrschluss zu, dass
fir die geringe Retention von Chrompicolinat nach intraperitonealer bzw.
intravendser Injektion entweder nur eine geringe intrazellulare Aufnahme von
Chrompicolinat als ganze Verbindung, oder eine nur minimale Abgabe von
Chrom aus der stabilen Verbindung verantwortlich ist. Um n&here Aussagen
zu gewinnen, muisste man den molekularen Metabolismus von
Chrompicolinat genauer untersuchen. Ergebnisse hierzu liefert eine Arbeit
von Hepburn (Hepburn, 2003). Es wurde festgestellt, dass im Urin und in
anderen Organen sowohl Chrompicolinat als ganzer Komplex als auch
LMWCr wiedergefunden wurde. In welchem Verhéltnis Chrompicolinat und
LMWCr zueinander stehen, und wodurch es zu einem Transfer kommt, ist

noch unklar.

5.4 Organverteilung

Die Verteilung von Chrom im Organismus bzw. in den Organen wurde von
*1Cr-Picolinat i.p. und °'Cr-Chlorid i.p. gemessen.

Um einen zeitlichen Verlauf der Verteilung von Chrompicolinat im
Organismus zu bekommen, fanden hierzu mehrere Messungen Uber einen
Zeitraum von 7 Tagen statt. Die folgende Tabelle beschreibt einige
Versuche, welche ebenfalls die Organverteilung von Chrom im Verlauf von

verschiedenen Zeitrdumen gemessen haben.
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Methode Ergebnisse Literatur
°ICrClyi.v., Messzeitraum 15 Min-4d  Chromzunahme in: Milz, Hopkins, 1965
nach Injektion Niere, Hoden

Chromabnahme in: Herz,

Pankreas, Lunge, Gehirn
*'CrCl; oral, Messzeitraum 1 h-24h  Absolut groBte Menge im Anderson, 1995
nach Applikation Carcass; relativ gréBte

Menge in Niere, Milz und

Pankreas
CrCls, CrPic und CrNic oral fur 3 Hdéchste Konzentration in Anderson, 1996
Wochen mit anschlieBender Niere > Leber > Milz > Lunge
einmaliger Messung > Muskulatur > Herz mit

CrPic > CrNic > CrCl;
*'CrCls, *'CrPic und *'CrNic oral, Ein Maximum zwischen 1 h—  Olin, 1994
Messzeitraum 1 h - 12 h nach 3 h mit Héchstwerten in Blut,
Applikation Muskulatur und Urin

Tabelle 10 Organverteilung verschiedener Chromverbindungen.

In der vorliegenden Arbeit wurden durch Verlaufsmessungen von °'Cr-
Picolinat nach intraperitonealer Injektion in den ersten Stunden eine
Anreicherung in allen Organen bzw. Geweben gefunden. Ein &hnlicher
Verlauf zeigte auch die Arbeit von Olin nach oraler Applikation (Olin, 1994).
Diese Ahnlichkeit der anfanglichen Anreicherung deutet auf einen gleichen
Metabolismus nach stattgefundener Absorption hin.

Das Maximum der °'Cr-Aktivitat innerhalb der ersten 24 Stunden fand sich in
fast allen Organen wieder und spricht flir eine Chromanreicherung, welche
auf die Organdurchblutung zurlickzufihren ist. Nach 24 Stunden begann der
Chromanteil im Blut zu sinken und war nach 48 Stunden kaum noch
messbar. Dies bedeutet, dass die gemessenen Werte in den Organen nach
24 Stunden unabhangig von einer blutgebundenen Anreicherung sind, und
eine tatsachliche Anreicherung in den Organen stattgefunden hat.

Ein bemerkenswertes Ergebnis zeigte sich im Vergleich Vollblut und Serum.
Es wurde nicht im Serum die etwa doppelte Chrommenge gefunden. Dies
wirde auch auf einen erythrozytengebundenen Transport von
Chrompicolinat hindeuten. Allerdings widerspricht dies den Ergebnissen aus
friiheren Arbeiten (Onkelinx, 1977).
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Im Laufe der 7 Tage zeigten sich einige Organe und Gewebe als Speicher
fur Chrom. Hierzu z&hlen Femur (Knochen), Leber, Lunge, Milz,
quergestreifte Muskulatur und Nieren. In Blut, Fettgewebe, Hirn und im
Magen-Darmtrakt sinkt der Chromanteil deutlich. Diese Werte lassen sich mit
Ergebnissen bezliglich des Verteilungsverlaufs anderer Arbeiten vereinbaren
(Hopkins, 1965; Anderson, 1995). Die Organe Leber, Niere und Milz zeigen
die groBte Aufnahme. Auch Knochen und Muskulatur haben insgesamt eine
hohe Aufnahme, wenn man die Aktivitdt pro Gramm auf das Gesamtgewicht
der Gewebe hochrechnet. Es zeigt sich, dass die Speicherorgane
unabhangig vom Applikationsmodus sind.

Offenbar ist jedoch die Chromverbindung von Bedeutung flr die
Organverteilung. Die Organverteilung von Chromchlorid wurde einmalig 7
Tage nach der Applikation gemessen. Tabelle 11 vergleicht die
Organverteilung von °'Cr-Picolinat  mit °'Cr-Chlorid 7 Tage nach
intraperitonealer Injektion. Ein deutlicher Unterschied in der Verteilung ist in
der Leber und dem Magen-Darmtrakt zu sehen. Nach intraperitonealer
Injektion von °'Cr-Chlorid findet sich in diesen Organen erheblich mehr
Aktivitdit wieder als nach intraperitonealer Gabe von °'Cr-Picolinat. Der
vergleichsweise geringere Anteil im Carcass nach intraperitonealer Injektion
von °'Cr-Chlorid stimmt mit der ebenfalls geringeren Aktivitdt in der
quergestreiften Muskulatur Uberein. Unterschiede in der Organverteilung
waren auch bei Hopkins zu sehen, allerdings handelt es sich dabei nicht um
Langzeitwerte (Hopkins, 1965). Diese Differenzen lassen sich vermutlich
sowohl mit den unterschiedlichen Retentionswerten von Chromchlorid und
Chrompicolinat begriinden, als auch mit dem noch nicht genau geklarten

intrazellularen Metabolismus von Chrompicolinat.
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Verteilung (%) Verteilung (%)

Organ 51 . 51 .
7 dnach > CrClyi.p. 7 d nach” CrPici.p.

Serum/ ml 0.02 0.001
Vollblut/ mi 0.01 0.001
Fett/ g 0.22 0.001
Gehirn 0.01 0.04
Muskel/ g 0.035 0.085
Herz 0.14 0.17
Femur 0.72 0.59
Lunge 0.45 0.68
Milz - 2.35
Magen-Darmtrakt 17.5 3.5
Nieren - 6.42
Leber 30 11.5
Carcass 49 62

Tabelle 11 Aufstellung der Organverteilung 7 Tage nach intraperitonealer Injektion
von 51Cr-Chlorid und 51Cr-Picolinat. Dargestellt sind Mittelwerte von n = 2 Tieren.

5.5 Chromausscheidung

Nach intraperitonealer Applikation von *1Cr-Picolinat finden sich innerhalb 48
Stunden ungefahr 10 % der Aktivitat im Kot wieder. Dies bedeutet, dass ein
zusatzlicher hepato-billiarer Transport stattfinden muss. Hopkins hat mit
*1CrCl; ahnliche Ergebnisse gefunden, wobei er nach intravendser Injektion
nach 24 Stunden 2 % der Aktivitat und nach 48 Stunden 4 % der Aktivitat im
Kot wiedergefunden hat (Hopkins, 1965). Dieser mégliche Transport ist bei
oraler Gabe nicht zu erkennen, da er von der Aktivitat des nicht resorbierten
*1Cr-Picolinats im Kot (iberdeckt wird. Einen weiteren Hinweis auf einen
hepato-billiaren Transport bringt die Organverteilung. Man erkennt einen
Peak der Aktivitat in der Leber wenige Stunden nach der Applikation, welcher
eher auf einen First-Pass-Effekt hindeutet, als auf eine Speicherung in
Hepatozyten. Die tatsachliche Speicherung erkennt man spéater anhand der
wieder steigenden Aktivitat, welche dann nicht mehr sinkt. Die Ausscheidung

nach oraler Applikation wird im Kapitel 5.2 Intestinale Absorption diskutiert.
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5.6 Chrommetabolismus

Wenn man die Ergebnisse der Absorption, der Ganzkdrperretention, der
Stoffwechselkafige und der Organverteilung zusammentragt, kann man ein

Schema des Chromstoffwechsels fir Chrompicolinat erstellen:

Cr(ll)Pic oral Cr(ll)Pic i.p.

Absorption ~ 1% ~100%

Transportpool BLUT

11; A ln
A 4

Milz, Fett, Muskulatur,
Transitpool Knochen, Hirn, Lunge,
o Magen-Darmtrakt E
w
Biotransformation o E
I'_'.J v >
Speich | Milz, Knochen,
icherpo
peicherpoo Muskulatur, Lunge
: ~ 80 %'
~10 % 5
A ~1%
A heid L Abgeschilferte Zellen, )
usscheidun
9 Kot, Galle Haare, SchweiB Urin
Abbildung 40 Darstellung eines moglichen Schemas des

Chrompicolinatstoffwechsels mit Transportmedium, Transitpool und Speicherpool
von Chrom in verschiedenen Organen und Ausscheidungswege nach
Biotransformation in Leber und Niere. Die Pfeildicke reprasentiert die
Geschwindigkeit und Gewichtung der Abliufe. 'Ausscheidung nach i.p. Injektion.
®Ausscheidung nach oraler Applikation.

Es wird davon ausgegangen, dass Chrompicolinat nach oraler und
parenteraler Applikation den gleichen Stoffwechselverlauf nimmt. Nachdem
Chrom aufgenommen wird, durchlauft es den Prozess der ersten
Biotransformation und Ausscheidung Uber Leber und Niere. Dies beweisen
die Ergebnisse der Versuche mit den Stoffwechselkafigen. Anhand der
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Ergebnisse der Organverteilung zeigt sich, dass Leber, Niere, Milz, Lunge,
Knochen und Muskulatur Speichergewebe fir Chrom sind, wohingegen in
den Geweben Fett, Hirn und dem Magendarmtrakt nur ein Transit stattfindet.

5.7 Wechselwirkung mit dem Eisenstoffwechsel

Eine Wechselwirkung zwischen Chrom und Eisenstoffwechsel war anhand
der ahnlichen chemischen Eigenschaften bereits friher vermutet worden und
aus Arbeiten mit Hamochromatosepatienten geschlussfolgert worden.
Zunachst wurde gezeigt, das Chrom und Eisen beide vom Protein Transferrin
im Blut transportiert werden (Hopkins, 1964; Moshtaghie, 1992). Dies lasst
besonders bei Hamochromatosepatienten eine Wechselwirkung mit dem
Chromtransport aufgrund gesattigter Transferrinspiegel vermuten. Bei einer
Arbeit zur Bestimmung der Chromretention zeigte sich, dass
Hamochromatosepatienten eine geringere Chromretention als die gesunden
Probanden aufwiesen. Aus der Arbeit von Lim ergab sich, dass bei
Hamochromatosepatienten das im Blut ungebundene Chrom wesentlich
schneller ausgeschieden wurde als bei Probanden mit normalen
Eisenreserven. In Bereich der langfristigen Speicherung war bei
Hamochromatosepatienten nur eine geringe Minderung festzustellen (Lim,
1983).

In der vorliegenden Arbeit an Ratten mit und ohne Eisenlberladung wurden
jedoch keine deutlichen Unterschiede gesehen. Die Ergebnisse zeigten, dass
die verschiedenen Formen der EisenlUberladung, digtisch und intraperitoneal,
weder zu einer signifikanten Veranderung der Ganzkérperretention noch zu
einer Veranderung der Organverteilung fuhrten, siehe Abbildung 41. In
unseren Versuchen wurde allerdings hauptsachlich eine Auswirkung von
Eisenlberladung auf die langfristige intrazellulare Speicherung von Chrom
untersucht und hier nicht gefunden. Mdglicherweise ist aber besonders oder
ausschlieBlich die Anfangsphase betroffen, bei der der Transferrintransport
eine groBe Rolle spielt.
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Abbildung 41 Darstellung der Auswirkung des Eisenstatus auf die
Ganzkorperretention von Chromchlorid (—) und Chrompicolinat (----) nach
intraperitonealer Injektion. Dargestellt sind Mittelwerte von der jeweils
eiseniiberladenen Gruppe ( + ) und der Kontroligruppe ( o).

Dies koénnte darauf schlieBen lassen, dass Chrom, nachdem es in die Zelle
aufgenommen wurde, eine eigene Regulation hat, welche nicht an den
Metabolismus von Eisen gekoppelt ist und somit wahrend dieser Phase nicht
von dem Eisenstatus beeinflusst werden kann. Wenn also der die Aufnahme
in die Zellen unabhangig von eisenspezifischen Proteinen stattfindet, erklart
dies die Gleichartigkeit der Organverteilung nach zuvor bestehender
Eisenlberladung. Beim Chrompicolinat bleibt zu klaren zu welchem Zeitpunkt
es Chrom freigibt, oder ob Chrompicolinat als ganzes in die Zellen
aufgenommen wird und eventuell erst dann Chrom freigibt. Eine Arbeit von
Hepburn deutet darauf, dass Chromverbindungen kurzfristig als ganzes in
der Zelle vorkommen und anschlieBend das abgegebene Chrom im Zytosol
und im Kern gespeichert wird, wahrend das Abbauprodukt wieder
ausgeschieden wird (Hepburn, 2003). Wenn Chrom erst intrazellular
abgegeben wird, wéare es nicht von der extrazelluldren Transferrinsattigung
betroffen.
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5.8 Essentialitat

Einige Ergebnisse dieser Arbeit sprechen flr einen eigenstandigen
Chrommetabolismus. Hierzu zahlt das geregelte Ausscheidungsmuster von
Chrom, welches sich Uber die biologischen Halbwertszeiten darstellt, eine
langfristige Speicherung in bestimmten Organen und eine relative
Unabhéangigkeit von dem Eisenstoffwechsel. Dies sind jedoch letztlich keine
ausreichenden Beweise fiir die Essentialitat von Chrom. Letztlich fehlt immer
noch der Nachweis einer Funktion von Chrom auf molekularer Ebene. Um
diese Versuchsbedingungen zu gewahrleisten, werden hdchste Anspriche
an technischen Mdglichkeiten und Methoden gestellt. Aufgrund der geringen
physiologischen Chromkonzentrationen muissen alle Instrumente und
Materialien absolut chromfrei sein, um eine Verunreinigung und falsche
Ergebnisse zu vermeiden. Bei der Herstellung chromfreier Materialien
besonders beim Futter besteht die Mdglichkeit, dass auch andere Metalle wie
z.B. Eisen fehlen und somit der Ubrige Metabolismus gestort ist. Da die
Isolierung und exakte Aufschlisselung der Struktur und Zusammensetzung
von biologisch aktiven Chromverbindungen trotz umfangreicher Versuche
bislang erfolglos geblieben ist (Haylock, 1983; Shepherd, 1992; Kndchel,
1999; Weseloh, 2001), bestehen bis zum Beweis des Gegenteils Zweifel, ob

Chrom tatsachlich ein essentielles Spurenelement ist (Stearns, 2000).
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6 Zusammenfassung

Seit mehreren Jahrzehnten wird dem Ubergangsmetall Chrom in vielen
Publikationen und Lehrbiichern eine Funktion im Glukosestoffwechsel
zugeschrieben. Chrom soll den Insulinrezeptor aktivieren, ein Chrommangel
soll zu Diabetes mellitus fuhren. Allerdings gibt es bis heute in der Literatur
nur wenige experimentelle Daten Gber den Chromstoffwechsel und vor allem
ist genaue Funktion auf molekularer Ebene unklar, sodass durchaus auch
Zweifel an der Rolle von Chrom als essentielles Spurenelement bestehen.

In der vorliegenden Arbeit wird detailliert die gastrointestinale
Absorption, Ganzkérperretention, die Organverteilung, die Urin- und
Stuhlausscheidung von Chrom aus verschiedenen Chromverbindungen in
der Ratte untersucht, AuBerdem wird der Frage nachgegangen, ob ein
Zusammenhang zwischen Eisen- und Chromstoffwechsel besteht.

Grundlage der Versuche waren die Synthesen von verschiedenen
*ICr-markierten  Chromverbindungen (Cr-Picolinat, Cr-Nicotinat, ,Cr-
proprionat®), welche bereits als Nahrungsergdnzungsmittel verwendet
werden bzw. in Studien an Patienten mit Diabetes mellitus getestet wurden.
Um mdglichst hohe spezifische Aktivitaten zu erhalten, wurden jeweils
Synthesen im 10 mg MafBstab entwickelt. Die radiochemischen Reinheiten
wurden mit HPLC-Chromatographie Uberprift, wobei sich nur Chrompicolinat
als relativ stabiler Chromkomplex herausstellte, der den
Chromatographiebedingungen standhielt.

Diese unterschiedlichen Stabilitdten haben evil. direkten Einfluss auf
die Absorption und Organverteilung von Chrom in den Rattenversuchen.
Grundsatzlich wurden polare Chromverbindungen wie CrCls relativ schlecht
absorbiert, zeigten aber in-vivo eine deutlich héhere Ganzkdrperretention
durch Speicherung in verschiedenen Geweben. Nach oraler Gabe von
verschiedenen Chromverbindungen zeigte Chrompicolinat die héchste
Ganzkorperretention (~ 0,08 % der applizierten Dosis), doppelt so groB ist
wie die Retention von Chromnicotinat. Chromchlorid und Chrompropionat
werden nur in sehr geringem MaBe absorbiert (Ganzkérper- Retention 0,006
%). Die Ganzkdrperretention von Chrompicolinat nach intraperitonealer und

intravendser Injektion zeigt einen gleichen Verlauf, was flr eine gleichartige



86

Verstoffwechselung spricht. Eine Akkumulation von Chrom durch tégliche
orale Aufnahme von Chrompicolinat oder Chromnicotinat kann nicht bestatigt
werden. Innerhalb von 6 Tagen sinkt die Retention auf vergleichsweise
niedrige Werte wie nach einmaliger oraler Gabe. Die Untersuchungen mit
Stoffwechselkafigen zeigen Unterschiede in dem Metabolismus von
Chrompicolinat und Chromnicotinat. Nach oraler Gabe von Chrompicolinat ~
wird 1 % der Aktivitédt und bei Chromnicotinat ~ 0.07 % der Aktivitat innerhalb
der ersten 24 Stunden im Urin wiedergefunden. Bei intraperitonealer Gabe
von Chrompicolinat findet man >'Cr- Aktivitat auch im Kot wieder. In den
ersten 24 Stunden sind ~ 9 % der Aktivitdt im Kot. Die Ergebnisse der
Organverteilung zeigen, dass es hauptsachlich in den Organen bzw.
Geweben, Nieren, Leber, Lunge, Milz, Muskulatur und Knochen zu einer
Speicherung von Chrom bzw. Chrompicolinat kommt. Fir CrClz und CrPic
wurden in Ratten jeweils drei biologische Halbwertszeiten bestimmt, fur
CrPic wurde ein Stoffwechselschema mit Transportmedium, Transitpool und
Speicherpool erstellt.

In keinem der vorliegenden Vergleiche von °'Cr-Ganzkérperretention und
Organverteilung fanden sich Unterschiede in Tieren mit oder ohne
Eisenlberladung. Md&glicherweise findet dieser in der Literatur beschriebene
Zusammenhang ausschlieBlich in der hier nicht untersuchten Frihphase statt

mit dem Transport von Chrom im Blut gebunden an Transferrin.
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