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I. Einleitung

Das Benzylpenicillin
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zerfdllt bei der sauren Hydrolyse in seine Grundbausteine,

von denen eins das Penicillamin (PA) ist:
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Bei der alkalischen Hydrolyse des Penicillins entsteht durch
Offnung des B-Lactamringes die Penicillosdure (PCs)
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die bereits bei Zimmertemperatur 002 abspaltet und in die

Penillosdure (PS) lbergeht:
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In saureh Milieu Kbnnen sowohl PCS als auch PS zu PA und

Penaldinsiuren degradiert werden,

Bs liegen gewisse Hinweise zugunsten der Annahme vor, daf

auch in vivo (d.h. bei Verfitterung von Penicillin) ein

Abbau desselben im Magen-Darm-Trakt zu PCS und PS und schlieB-
lich zu PA stattfinden konnte. Hier ist zundchst die Tatsache
anzufithren, daB die Verfiitterung von Penicillin an Kiiken einen
eindeutigen und auf den ersten Blick paradox énmutenden Wachs-
tunseffekt aufweist (Wacker et al. (1955)); die Annahme des
Abbaus des Penicillins wird insofern nahegeleét, als auch

die Verfutterung von PA den gleichen Wachstumseffekt zeigt.
Dieser Befund wurde seitdem wiederholt bestdtigt (Brunner
1955, Jukes 1956, Kaemmerer_1956)o Es wurde weiterhin vermu-
tet, daB die chelierenden Eigenschaften des PA fir den nutri~
tiven Effekt verantwortlich zu machen sind. Diese Hypothese
wird dadurch gestiitzt, dall auch ein anderes Aminothiol mit
chelierenden Eigenschaften, und zwar das Cysteamin, eine
deutliche Wuchsstoffwirkung besitzt (Wacker et al. 1956).

In Fortfilhrung dieser Untersuchungen und Vorstellungen
priften Bliechl und Wiemann (1967) an Kiken die nutritive
Wirksamkeit von PCS und PS und verglichen sie mit der von

Penicillin. Es zeigbte sich hierbei, daB beide S&uren ein-
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deutig eine groBere Aktivitat als Penicillin aufweisen und
ebenso wirksam wie PA sind. Dies wurde als ein\weiteres

(wenn auc¢h natiirlich nicht streing beweisendes) Argument zu-
gunsten der ﬁosﬁulierﬁen Degradation der beidgn Sﬁuren zZu

PA onpesehen. PS uhd BCS wiren demhach als Protopenicillamine
bzw. Prochelétofén aufzufassen und kbmen als tieriséhé Magt-

mittel in Frage.

,Diese_Befundé uhd ﬁbefiegungén sind jedoch audh in ahae?éf
Beziechung interessant. Hs ist bekanﬁt, daB PA zu zahliéiéhen
Metallionen eine beachtlich hohe Affinitdt mifteist (Lens
und Martell 1964) und mit ihnen stabile Komplexverbindungen
vom Typ der Chelate eingeht. Besonders ausgepragt ist die
Affinitat des PA zu Cuj; dies war auch der AnlaB flr die
praktisch-therapeutische Verwendung des PA bei der Behand-
lung des Morbus Wilson, bei der bekanntlich die Storung des
Cu-Stoffwechsels und eine erhebliche Speicherung von Cu eine
Ewesentliche Rolle spielt (Walshe 1956). Die Vgrwendung von
PA als therapeutisches Antidot wurde auch fiir andere Metall-
ionen (die eine hohe Affinitdt zu Schwefel als Liganden-
atom aufweisen) wie beispielsweise Hg (Aposhian 1958,
Nigrovié 1963),Pb (Boulding und Baker 1957, Brugsch 1965,
Catsch 1962, Harris 1958), Cd (Niemeler 1967), Co (L& 1064)
und Au (Eyring und Engleman 1963) nachgewiesen oder zur Dis-
kussion gestellt. Ein wesentlicher Vorteil des PA, soweit

es sich um die D-Form handelt, ist, daB es im Gegensatz zu
anderen therapeutischen Chelatbildnern (wie den syntheti-

schen Polyaminopolycarboxyls@uren) aus dem Magen-Darm-Trakt




in groferen Mengen resorbiert wird und auBerdem eine relativ
geringe Toxicitat und somit einen hohen therapeutischen Index

aufweist (Aposhian und Aposhian 1959).

Falls die eingangs erwdhnte Hypothese iber die in vivo-Degra-
dation der PCS und PS zu PA tatsdchlich zutrafe, so wurde
sich daraus eine Reihe praktisch wichtiger Konsequenzen er-
geben. Es ldge beispielsweise der Gedanke nahe, die PS und
PCS im Rahmen einer Prophylaxe von Schwermetallintoxikationen
zu verwenden. Der langsame Abbau beider Sauren im Magen-Darm-
Trakt zu PA erscheint pradestiniert zu sein, um eine Schutz-
wirkung bei gewerbehygienisch gefdhrdeten Personen in be-
stimmten Schwermetall-verarbeitenden Betrieben zu gewdhrlei-
sten. Ein weiterer und enﬁsbheidender Vorteil wére der Um-
stand, daB die Darstellung der PCS und PS in finanzieller
Beziehung erheblich glinstiger ist als die des doch relativ

sehr kostspieligen PA.

Im Hinblick auf diese Uberlegungen und den bisher jedoch
noch ausstehenden direkten Nachweis des in vivo-Abbaus bei-
der SHuren zu PA schien es uns winschenswert, entsprechende
Untersuchungen mit dem Ziel der Verifizierung der Hypothese
durchzufihren. Fur die experimentelle Priifung dieser Frage
bietet sich eine Versuchsanordnung an, in der der EinflulB3
von PS bzw. PCS auf die Retention von Radiocobalt (6OC0)
im Organismus untersucht wird. Cobalt ist insofern beson-

ders geeignet, als Le (1964) nachweisen konnte, daB unter

einer groBlleren Zahl verschiedener, von ihm untersuchter
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Chelatbildner PA einen sehr stark ausgepragten EinfluR auf
das metabolische Verhalten von Radiocobalt ausiibt, und zwar
im Sinne einer verminderten Retention und erhdhten Ausschei-
dung aus dem Organismus. Es ist zwar zuzugeben, daR Co und
dessen radioaktive Isotope in praktischer Beziehung eine
nur untergeordnete Rolle spielen; die vorliegende Untersu-
chung sollte vielmehr als ein empfindliches Modellsystem

betrachtet werden.

Die Planung der Versuchsreihen lag somit auf der Hand: Es

war zunidchst die maximale Wirksamkeit des PA selbst bei In-

%00o sowie die Abhingigkeit der Effektivi-

60

korporation von
tdt von der PA-Dosis zu prifen. Zu diesem Zweck wurde Co
‘gleichzeitig mit verschiedenen PA-Dosen intravends inji-

60Co—Verteilung Uber die wesentlichen Spei-

ziert und die
cherorgane bestimmt. Die so gewonnenen Dosis-Effekt-Kurven
wurden nun zum Vergleich bei den folgenden Versuchen heran-
gezogen und die bei Verabfolgung von PS bzw. PCS erhaltenen
Werte mit den PA-Ergebnissen mit dem Ziel, zu einer Abschdt-
zung der in vivo freigesetzten PA-Menge zu gelangen, vergli-
chen. Bel den Versuchen mit PS und PCS war der EinfluB ver~
schiedener Parameter zu prifen: die eventuelle Abhangig-
keit ihrer Wirksamkeit von der Applikationsart, vom Zeit-
punkt der Verabfolgung und schlieBlich (im Falle wieder-

holter Gaben) von der Zeitdauer der Verabreichung°




I1I. Material und Methqdig

Als Versuchstiere dienten mannliche Albino-Ratten mit einem
mittleren Kdrpergewicht von 238 g, denen 6000012 in die
Schwanzvene injiziert wurde. Der pH-Wert der Lﬁsungen war
auf 2-4 eingesteilt; die insgesamt injizierte Aktivitat be-~
trug ~% wCi pro Tier. Die von uns verwendete 6OCo—Charge

lag in einer spezifischen Aktivitét von < 100 Ci-g~ | vor.
Die Erndhrung der Tiere vor und widhrend der Versuche bestand
aus Standardfutter Altromin B und Wasser ad libitum. Der pH-
Wert der wiassrigen Ldsungen von PA, PS und PCS war auf 6-7
eingestellt; sie wurden entweder intravends und gleichzeitig
mit 60
injizierte Volumen betrug im ersten Fall 0,5 ml, bel oraler
Applikation 1 ml. Im letzteren Fall wurde (mit Ausnahme ei-
nes speziellen Versuchs) 18 Stunden vor Versuchsbeginn den

Tieren das Futter entzogen.

60

Die Tiere wurden 72 Stunden nach Injektion vbn Co getotet

6OCo—Gehalt der Leber, Nieren, in beiden Femores so-

und der
wie in einem aliquoten Teil der Muskulatur (M.quadriceps)

bestimmt. AuBerdem bestimmten wir die Aktivitat in 1 ml Blut,
das mittels einer heparinisierten Spritze aus der V.cava inf.

aspiriert wurde.

60

Die Messung der Y-Aktivitat des Co erfolgte an nicht ver-

aschten Proben der Gewebe; dies ist im Hinblick auf die harte

60

Y-Strahlung des Co sowie die Art des von uns verwendeten

Strahlendetektors (NaJ (T1l)-Bohrlochszintillator-Kristall)

Co oder oral mittels einer Schlundsonde verabfolgt. Das
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berechtigt, da der EinfluBl der Geometrie auf die Zdhlraten

in diesem Fall vernachlassigbar klein ist.

Die in den Organen bzw. Organproben gefundenen Aktivitdten
wurden auf die Masse des gesamten Organs umgerechnet. Hier-
bei wurde nach allgemein tiblichem Vorgang das Gewicht des
Skeletts dem 10-fachen beider Femores gleichgesetzt, wdh-
rend die Masse der gesamten Muskulatur mit 45 % des Korper-
gewichts angenommen wurde. Parallel zu den Messungen der Or-
ganproben bestimmten wir auch die Aktivitat in aliquoten
Teilen der injizierten Losungen, die fiir die Angabe der ins-

S000-Menge dienten. Die Aktivitit der Or-

gésamt injizierten
gane wurde zundchst in % der injizierten 6OOo—Dosis ausge-
drickt. Die Effektivitit der getesteten Substanzen ist im

60Co—Gehalt der Organe, ausge-

folgenden definiert als der
driickt in % der entsprechenden Kontrollwerte von unbehandel-

ten Tieren.

Die statistischen Berechnungen der Mittelwerte und der Stan-
dardfehler wurden fir die jogarithmisch transformierten Ein-
zelwerte durchgefihrt, was den Vorteil hat, daB der Stan-
dardfehler des obigen Quotienten gleich dem Standardfehler

der Differenz der logarithmischen Mittelwerte ist.




ITI. Ergebnisse

Die Untersuchungen wurden derart durchgefihrt, daR jede der
einzelnen Versuchsserien eine eigene Kontrollgruppe, d.h.
Tier§ denen nur 6000 injiziert wurde, enthielt. Tabelle 1

6000 Uber die Organe in den ein-

gibt die Verteilung von
zelnen Kontrollgruppen wieder. Fihrt man mittels der Vari-
anzanalyse fir jedes Organ eine Heterogenitatsprifung durch,
so ergibt sich, daBl die Streuung zwischen den Mittelwerten
der Gruppen in der Regel groBler als die Intragruppenvaria-
bilitat ist. Aus diesem Grunde war es notwendig, bei der

6000—Aktivitéten nach

Auswertung der weiteren Versuche die
Behandlung mit PA, PCS bzw. PS in % des jeweiligen Kontroll-

wertes auszudricken.

6

Das von uns festgestellte Verteilungsmuster des OCo in den

einzelnen Organen zeigt in Ubereinstimmung mit fritheren Unter-

6000 sehr schnell aus dem Kér-

suchungen (e.g. Le 1964), daB
per ausgeschieden wird; die Gesambtmenge der von uns festge-
stellten Aktivitdt macht nicht mehr als 10 % der injizierten

60Co—Dosis aus. Die Hauptmenge des retenierten 6000 wird in

®00o-Gehalt in

der Leber abgelagert; demgegenﬁber ist der
den anderen Organen bzw. Geweben vernachlédssigbar. Insbeson-
dere zeigten die Blutproben sehr niedrige Werte, so dafl wir
in den folgenden Versuchen die entsprechenden MeBdaten, die
in der Regel nur wenig hoher als der Null-Effekt waren, un-

berticksichtigt lieflen und die Auswertung der Versuche nur

auf Leber, Nieren, Skelett und Muskulatur beschriénkten.
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Die Aﬁfgabe der ersten VerSuch$reihe war es, die Abhéngig~
kéif‘der Effektivitdt von PA véﬂ der Dosis utiter optimalen
Bedingungen zu bestimmen. Optimai in dem Sinne, daB PA i.v.
gleichzeitip mit %0Co injizierh #urde. Die Dosis variierte
voh 0,0ﬁrbié %16 Wmol PA pro Tiefo 5éder Doéispunkt ist
mit 6-8 Tieféh belegt. Die Ergebtiisse dieses Versuchs sind
graphisch in Abbildung 4 wiedergegeben; sie gibt die fiir
die eihzelnen Dosen ermittelten Mittelwerte und derenkein—
fache Standardfehler wieder. Es ist darauf hinzuweisen,
daB in der 316 wmol-Gruppe die Aktivitit der Skelett- und
Muskulatur-Proben - genau wie im Falle des Blutes - nur

wenig lUber dem Null-Effekt lag, so daB wir bei der graphi-

schen Wiedergabe auf diesen Punkt verzichten muBten.

Die Daten der Abbildung 1 bestdtigen zunachst in vollem
Unfang die bereits von Le (1964) erstmalig nachgewiesene

hohe Wirksamkeit des PA. Eine statistisch signifikante

Hemmung der 5OCo-Retention tritt in allen Organen bei Do-

sen von > 0,1 pmol auf, und im hohen Dosisbereich > 100 “mol

60

wird die Ablagerung des Co auf 1 % und weniger der ent-

sprechenden Kontrollwerte gesenkt. Die PA-Effektivitdt er-

streckt sich zwar auf alle Organe, es ist Jjedoch unverkenn-

60

bar, daB der Co-Gehalt der Leber durch PA starker als in

den anderen Organen gesenkt wird.

In der zweiten Versuchsreihe wurden je 100 pmol PCS bzw.

PS i.v.,und zwar ebenfalls gleichzeitig mit °OCo injiziert.

Die in Tabelle 2 zusammengestellten Ergebnisse zeigen fir
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6000_

beide Verbindungen eine signifikante Hemmung der
Retention, die jedoch wesentlich schwicher als bei Verab-
reichung von 100 Mkmol PA ist. Tabelle 2 zeigt weiterhin,

dafl PS in allen Organen wirksamer als PCS ist und daB wie-

60

derun die Co-Retention in der Leber am stirksten beein-

fluBt wird.

In der nachsten Versuchsreihe wurden je 600 pmol PA, PCS
bzw. PS oral zu verschiedenen Zeitpunkten vor der intra-

venosen Injektion von 60

Co (30 Minuten bis 8 Stunden) ver-
abfolgt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 2 und 3
wledergegeben. PA weist bei allen Zeitpunkten einen erheb-

60

lich stidrkeren EinfluB auf die Co-Retention als PS und

PCS auf; der maximale PA-Effekt wird bei der frihesten

6000) beobach-~

Verabfolgung (30 Minuten vor Injektion des
tet und nimmt bei gréBeren Zeitspannen progredient ab.
Immerhin ist selbst bei einer 6 Stunden vorangehenden PA-

6000—Ablagerung noch auf 10-30 % der Kon-

Applikation die
trolle reduziert. Wie auch bei gleichzeitiger i.v. Injek-
tion zeigen PCS und PS eine im Vergleich zu PA wesentlich
schwéchere, wenn auch statistisch eindeutig gesicherte
Wirksamkeit. AuBer diesem generellen Effektivitidtsunter-
schied liegt auch eine unterschiedliche Kinetik vor, in-
dem PS und PCS ihre maximale Wirksamkeit spater als PA,
d.h. nach 1-2 Stunden erreichen. Vergleicht man die Wirk—
samkeit von PS und PCS, so zeigt sich - genau wie bei in-

travendser gleichzeitiger Applikation - eine eindeutige

Uberlegenheit der PS vor PCS. Desgleichen manifestiert
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sich der EinfluB beider S&uren am starksten in dep Leber.

6000-Ablagerung,

Da PS einen signifikanten Effekt auf die
auch wenn es 6-8 Stunden vorher verabfolgt wird, ausibt,
priften wir in einem weiteren Versuch die Wirksamkeit der

6000 oral verabfolg-

24 Stunden vor der i.v. Injektion von
ten PS. Die Dosis betrug wiederum 600 Kkmol. Die in Tabelle 3
zusammengestellten Versuchsergebnisse zeigen, dal auch un-

6OCo—Gehalt‘der Leber,

ter diesen Versuchsbedingungen der
Nieren und der Muskulatur gesichert unter den entsprechen-
den Kontrollwerten liegen, wadhrend ein Effekt im Skelett

vermif3t wird.

In Anbetracht der relativ hohen Dosierung der PS und PCS
von 600 pmol in den vorangehenden Versuchen erschien es

uns angezeigt, die Frage zu priifen, ob und in welchem Um-
fang eine Verminderung der PS- bzw. PCS-Dosierung auf

190 pmol sich bemerkbar macht. Als Zeitpunkt der Verab-
folgung wdhlten wir den ées offenbar optimalen Zeitpunkt
von einer Stunde vor der ©CCo-Applikation. Die in Tabelle &
zusammengestellten Ergebnisse zeigen eine geringfligige
Verminderung der Effektivitat, wobei aber die schon friher
festgestellte deutliche Uberlegenheit der PS iliber PCS und

die stérkere Wirkung in der Leber in vollem Umfang erhalten

bleiben.

In allen bisher besprochenen Versuchen wurden die zu prufen-
den Verbindungen an Tiere verabfolgt, die 18 Stunden vorher

fasteten. Es war deshaldb zu prifen, ob dieser Faktor einen
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EinfluB auf die Wirksamkeit der Substanzen ausiibt. 600 umol
PS bzw. PCS wurden oral eine Stunde vor der i.v. Injektion

von 60

Co verabfolgt. Ein Teil der Tierchatte Zugang zum
Futter, wdhrend den restlichen Tieren das Futter 18 Stun-
den vorher entzogen wurde. Die in Tabelle 5 zusammengestell-
ten Ergebnisse lassen einen starkeren und gleichsinnigen
EinfluBl dieses Faktors vermissen. Die Varianzanalyse der
Daten zeigt, daB nur im Falle der Nieren ein mit p =

0,01-0,02 signifikant stdrkerer Effekt der PS und PCS bei

nichtfastenden Tieren vorliegt.

In einem letzten Versuch priiften wir die Frage, ob eine

mehrfache prophylaktische Verabfolgung der PCS einen stiar-

keren Eff 'e’k‘b’*Z’eigt’""a’fts"’e’ine’*’ei*nmai:'r ge’"Do*sj: s. Die Versuchs<" "~~~ —

anordnung war folgende: Je 600 wmol PCS wurden 4 mal, und

6000 oral

zwar 78, 54, 28 und 6 Stunden vor Injektion des
appliziert; in der zweiten Gruppe 54, 28 und 6 Stunden,
in der dritten Gruppe 28 und 6 Stunden und in der letzten

Versuchsgruppe 6 Stunden vor 60

Co. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 zusammengestellt. Die Priifung mittels der Vari-
anzanalyse zeigt, daB die Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Versuchsgruppen in keinem Fall statistische Signi-

fikanz erreichen, so daBl eine Mittelung aller Mittelwerte

zuldssig ist.
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IV. Diskussion

Infﬁbereinstimmung mit der bereits friher von Aposhian (1958)
und Le (1964) beschriebenen hohen Wirksamkeit des FA bei
oraler Verabreichung, die auf dessen hohe Resorption aus

dem Gastrointestinaltrakt schlieflen 188t, finden auch wir
nach prophylaktischer oraler Verabfolgung des PA eine sehr

6OCo—Retention in allen Organen.

ausgepragte Hemmung der
Vergleicht man jedoch das hierbei resultierende Wirkungs-
muster des PA mit dem bei gleichzeitiger intravendser Ver-
abfolgung, ist Jjedoch ein gewisser Unterschied nicht zu

verkennen. Beil diesem Vergleich gingen wir so vor, daB wir
aus Abbildung 1 die i.v.-Dosen von PA entnahmen, welche

die gleiche Wirksamkeit wie die zu verschiedenen Zeitpunk-

6000 und oral verabreichten 600 pmol PA zeigen.

ten vor
Diese interpolierten Werte bezeichnen wir als "dquivalente"
Dosen; sie sind wegen der Steilheit der Dosis~Effekt-Kurven
in Abbildung 1 zwar nicht sehr genau, doch dlirften aus Ab-
bildung 4, welche die Abhingigkeit der dquivalenten Dosis

vom Zeitpunkt der oralen PA-Applikation wiedergibt, folgende

Tatsachen eindeutig hervorgehen:

1) Die Zeitabhingigkeit der PA-Effektivitidt weist bei al-

len Organen bzw. Geweben eine Halbwertszeit von etwa einer
Stunde auf. Dieser Wert kann somit als ein MaB filir die Ge-
schwindigkeit der Blutclearance des PA und dessen Ausschei-

dung durch die Nieren angesehen werden.

2) Die Gerade, welche die Zeitabhidngigkeit der dquivalen-

ten Dosis im Falle von Leber und Nieren wiedergibt, liegt
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unm fast eine GroBenordnung hoher als die fiir Skelett und
Muskulatur. Anders ausgedriickt bedeutet dies, daB prophy-

6000 in Leber

laktisch verabfolgtes PA die Ablagerung von
und Nieren relativ stidrker als in Skelett und Muskulatur
beeinfluBt. Demgegeniiber zeigt i.v. und gleichzeitig mit

6000 injiziertes PA diesen Effektivitétsunterschied nicht.

3) Extrapoliert man die beiden in Abbildung 4 wiedergege-~
benen Geraden nach t = O Stunden, so ergibt sich im Falle
der Leber und Nieren eine Aquivalenzdosis von fast 1000 pmol,
im Falle des Skeletts und der Muskulatur von etwa 150 pmol,

wihrend die tatsHichlich verabfolgte Dosis 600 pmol betrug.

Bei der Analyse dieser Verhdltnisse hat man von folgenden
Uberlegungen auszugehen: Obwohl die enterale Resorption
von PA bisher direkt nicht untersucht wurde, kann auf Grund
der Tatsache, daBl keine wesentlicheren Unterschiede in der
Dekorporationseffektivitidt von oral und parenteral verab-
folgtem PA bestehen (Aposhian 1958, Le 1964), auf eine an-
nahernd vollstandige Resorption geschlossen werden. Da die
Resorption von PA aus dem Magen-Derm~Trakt nicht schlag-
artig erfolgen sollte, das resorbierte PA andererseits re-
lativ schnell mit einer Halbwertszeit von ~ 1 Stunde (vgl.
Abbildung 4) aus dem Organismus ausgeschieden wird, war

bei der Zeitabhingigkeit der aquivalenten Dosen ein Plateau
zu erwarten. DaB dies experimentell nicht beobachtet wurde,
weist darauf hin, daB die Resorption sehr schnell mit ei-
ner Halbwertszeit von <1 Stunde vor sich geht. Bel oraler

prophylaktischer Verabfolgung des PA entspricht der maximale
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Effekt (1/2 Std.-Gruppe) einer dquivalenten Dosis von
~600 pmol, die ihrerseits mit der tatséchlich applizierten
Dosis identisch ist. Ware fir die Wirksamkeit die zum Zeit-

punkt der 60

Co-Injektion im Blut vorliegende PA-Konzentra-
tion maBgebend, miBte in Skelett und Muskulatur die glei-~
che Wirkung wie in Leber un@,Nieren resultieren, was Jedoch
nicht der Fall ist. Auf Grund dieser Diskrepanz miissen wir
folgern, daR die PA-Konzentration des Bluts niedriger ist,
d.h. der #quivalenten Dosis von ~100 umol entspricht, und

dafl die hohere Effektivitat in Leber und Nieren durch eine

Speicherung des PA bedingt ist.

Was die Wirksamkeit von PCS und PS betrifft, so seien zu-
n8chst die Ergebnisse des in Tabelle 2 wiedergegebenen Ver-

6000

suchs besprochen, in dem 100 pmol gleichzeitig mit
intravends injiziert wurden. Die hierbei beobachtete Re-
tention der 6OCo—Ablagerung kommt, wenn man zum Vergleich
wiederum die in Abbildung 1 wiedergegebenen Dosis-Effekt-
Kurven filir PA heranzieht, im Falle der PCS einer Dosis von
etwa 0,1-0,3 umol PA und im Falle der PS - entsprechend
ihrer im Vergleich zu PCS hoheren Effektivitat - von etwa
0,3-0,5 pmol PA gleich. Geht man von der in der Einleitung
erwahnten und der vorliegenden Untersuchung zugrunde geleg-
ten Arbeitshypothese aus, dall die Sauren in vivo zu PA de-
gradiert werden,‘so niBten wir auf Grund des obigen Ergeb-
nisses annehmen, daB eine Umsetzung beider Sduren zu PA

auch im Blut mbglich ist, wobei jedoch der umgesetzte Bruch-

teil mit < 0,5 % der insgesamt injizierten Menge verschwin-
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dend klein und nur infolge der sehr ausgeprigten Effekti-

vitat von PA experimentell iliberhaupt nachweisbar ist.

Es kann jedoch auch die grundsatzlich andersartige Deutung
unserer Versuchsergebnisse nicht ohne weiteres ausgeschlos-
sen werden, und zwar dall eine Degradation der SZuren zu PA
im Blut nicht stattfindet, sondern daB beide Verbindungen
selbst chelierende Eigenschaften aufweisen. Sie besitéen,
wie den auf S. 11 wiedergegebenen Strukturformeln zu ent-
nehmen ist, tatsdchlich mehrere potentielle Ligandenatome
(Carboxylsauerstoff, Stickstoff sowie Schwefel in Lther-
bindung). Die Frage ist jedoch offen, ob im Hinblick
auf die sterisch unginstige Anordnung der Elektrondonor-
atome die Bildung stabilerer Chelate tatsd@chlich mdglich
ist; dies gilt zumindest fur die einfachen 1:1-Chelate.

Da 6000 in tragerfreier und damit in verschwindend niedri-
ger Konzentration vorliegt, kann wegen des ausgesprochenen
Ligandeniiberschusses jedoch auch mit solchen Chelatspezies

6000 durch mehrere Molekel

gerechnet werden, bei denen das
der PS bzw. PCS gebunden ware. Bisher liegt nur eine Ar-
beit Uber die komplex-chemischen Eigenschaften der PCS vor
(Cressman et al. 1966), derzufolge PCS mit cu?t ein ein-
faches 1:1-Chelat bildet, dessen Stabilitatskonstante
404’50 betrdgt. Die chelierenden Eigenschaften der PS und

PCS im Falle von Co2t

sind noch nicht untersucht. Geht man
von der Annahme aus, daB die PS und PCS Chelatbildner dar-
stellen, so konnte auf Grund des von uns ermittelten Effek-

tivitdtsunterschieds im Vergleich zu PA postuliert werden,



- 17 -

daBR die sog. effektive Stabilitédtskonstante (vgl. hierzu
Heller und Catsch 1959) der Co(II)-Chelate um etwa drei
GrdBenordnungen niedriger als die des Co(II)-PA ist. Die
Stabilitat des Co(II)-PA ist zwar noch nicht bestimmt, doch
diirfte eine so hohe Effektivitdt der PCS und PS sehr wenig
wahrscheinlich sein, da die offenbar hohe Affinitiat des PA

2+ offensichtlich durch den Mercaptidschwefel bedingt

zu Co
ist, wBhrend Schwefel als Thiodther - wie er in der PS und
PCS vorliegt - in der Regel eine wesentlich schwichere Ii-
gandatomwirksamkeit aufweist. Schwer zu vereinen mit der

Annahme, daB PCS und PS selbst als Chelatbildner fungieren,
ist schlieBlich die Tatsache, daBl PS bei allen Versuchsan-
ordnungen wirksamer als PCS ist. Dies insofern, als PCS mit

zweil Carboxylgruppen ein Ligandenatom mehr als PS aufweist

und damit eine groBere Effektivitdt der PCS zeigen sollte.

Auch die bei oraler Verabfolgung von PCS und PS erzielten
Ergebnisse (Abb. 2, 3, Tab. 3-6) lassen, fir sich allein
betrachtet, keine Entscheidung zwischen den beiden Erkla-
rungsmbglichkeiten zu. Geht man von der Annahme aus, daB
die Sduren selbst als Chelatbildner fungieren und im Magen-
Darm—Trakt nicht zu PA abgebaut werden, mufte auf Grund
der unterschiedlichen Abhangigkeit der Effektivitat vom
Zeitpunkt ihrer Verabfolgung postuliert werden, dall sie
sich beziliglich der enteralen Resorption grundsitzlich an-
ders als PA verhalten; es seil hier noch einmal in Erinne-
rung zurlickgerufen, dall die Zeitabhangigkeit der PA-Effek-

tivitat annahernd exponentiell mit der Zeit abnahm, wihrend
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bei Verabfolgung von PS und PCS der maximale Effekt sich
erst 1-2 Stunden nach der Verabfolgung der Substanzen ein-
stellte. Es ware folglich anzunehmen, daB PS und PCS wesent-
lich langsamer als PA und/oder in tieferen Darmabschnitten
resorbiert werden. Zugunsten dieser Vorstellung lassen sich
Jjedoch im Moment keine direkten Befunde anfiihren, und aus
den gleichen Griinden, wie wir sie weiter oben diskutierten,
erscheint uns die Annahme plausibler, daB PS und PCS im Darm
zu PA abgebaut werden und dal ihre Degradation relativ lang-
sam erfolgt. Diese Annahme ist notwendig, um die charakte-
ristische Zeitabhiangigkeit der Effektivitdt von PS bzw. PCS

zu erkldren.

Die Tatsache, daBl PS wirksamer als PCS ist, erklart sich
zwanglos damit, dafBl PCS bei Zimmertemperatur und in wiss-
rigem Medium durch @-Decarboxylierung in die einbasische

PS ilibergeht. Man hitte somit anzunehmen, daf die PCS nicht
direkt zu PA, vielmehr zuerst zu PS umgewandelt wird und
dafB3 diese Reaktion nicht sehr schnell verliuft. In ﬁberein-
stimmung mit dieser Vorstellung findet sich auch in den Ab-
bildungen 2 und % eine fir PCS angedeutete Verschiebung

des Effektivitdtsmaximums in Richtung spdterer Zeitpunkte.
Die Tatsache schlieBlich, daB die Zeitabhangigkeit der PCS~
und PS-Effektivitat im Falle der Leber deutliche Unterschie-
de aufweist, und daB dieser Unterschied in der Wirksamkeit
beider Sauren sich zu spiteren Zeitpunkten zu verwischen
scheint, konnte als Hinweis daflir angesehen werden, dafl die

Reaktion: PCS8-2 PSS PA sich nicht ausschliieRlich auf den In-
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testinaltrakt beschrinkt, sondern auch in der Leber er-

folgen kann.

Zusammenfassend konnen wir somit feststellen, dal die Er-
gebnisse unserer Uhteréuchungen zu der von Bliechl und
Wiemann (1967) postulierten Hypothese, daB PS und PCS bio-
logische Vorstufen des PA darstellen, nicht in Widerspruch
stehen, wenn sie auch im Hinblick auf die Mdglichkeit, daB
PS und PCS selbst als Chelatbildner fungieren kdnnen, nicht,

als streng bewiesen angesehen werden darf.

Eine endgliltige Entscheidung wiirde natirlich der direkte
Nachweis von PA (beispielsweise im Blut oder im Urin) nach
oraler Verabfolgung von PS und PCS erlauben. Nach AbschluB
unserer Untersuchungen wurde eine solche Untersuchung von
SchiiBler (1967) durchgefiihrt. Es wurden an Ratten 600 kmol
PS bzw. PCS mittels einer Schlundsonde‘verabfolgt, der in
den darauf folgenden 24 Stunden ausgeschiedene Urin quanti-
tativ gesammelt und mit Hilfe der Methode von Spackman et al.
(1958) PA im Urin nachgewiesen. Wenn man von der Annahme
ausgeht, daB die enterale Resorption von PA 100 % betrigt,
so wirden die von Schifller ermittelten Daten zeigen, dal
bei oraler Verabfolgung von PCS 4 % zu PA und im Falle von
PS 16 % zu PA abgebaut und mit dem Urin ausgeschieden wer-
den. Dieser im Falle der PS offenbar stirkere Abbau steht
nicht nur mit den bereits erwZhnten von Bliechl und Wiemann,
sondern auch mit unseren experimentellen Ergebnissen, denen
zufolge PCS schwicher wirksam ist als PS, in guter Uberein-

stimmung.
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Was die in der Einleitung kurz erwdhnten praktischen ASpeké
te betrifft, so wird in weiteren Untersuchungen zu prifen
sein, welchen Einflufl die als Prochelatoren aufzufassenden
PS und PCS auf das biologische Verhalten von solchen Me-
tallionen ausiiben, denen eine grdoBere gewerbe-medizinische
Bedeutung zukommt. Es wird vor allem zu untersuchen sein,
ob die doch relativ geringfligige Umsetzung der PS und PCS
zu PA ausreichend ist, um einen Einfluf auch auf die Toxi-

zitdt der eben erwdhnten Schwermetalle auszuiben

V. Zusammenfassung

6000 bei gleichzeitiger intra-

Es wurde die Retention von
vendser Injektion mit D-Penicillamin (PA) durch die Organe
der Ratten untersucht und eine sehr ausgepragte Retentions-
hemmung durch PA festgestellt. Die prophylaktische orale
Verabfolgung von PA, Penicillosiure (PCS) und Penillosdure
(PS) fiihrt ebenfalls zu einer verminderten Ablagerung von
6000, Beziiglich der Wirksamkeit gilt: PA > PS > PCS. Es
kann angenommen werden, dall PS und PCS im Intestinaltrakt

zu PA abgebaut werden. Die theoretischen und praktischen

Konsequenzen werden diskutiert.
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VII. Tabellen und Abbildungen




60

T le 1 Verteilﬁﬁg von ~Co iiber die Organe von
Kontrollratten. N = Zahl der Tiete, P =
Signifikanzwahrscheinlichkeit fiir Hetero-
genitat.

% der °YCo-Dosis
Nr. N . f
Leber Nieren Skelett Muskulatur
1 8 4,22 0,96 0,58 1,83
2 6 5,43 0,93 0,61 2,00
3 8 5,63 0,92 0,68 2,08
4 6 6,02 0,76 0,55 1,83
5 8 5,56 0,85 0,62 2,19
6 4 5,92 0,98 0,53 1,97
7 S 4,60 0,99 0,69 1,65
8 6 6,13 1,06 0,53 1,61
P 0,01-0,004 0,05-0,01 >0,05 0,05-0,01




60

Tabelle 2: Co~Verteilung bei gleichzeitiger i.v.
Injektion von 100 pM PS und PCS. Mittel-
werte von 6 Ratten. In Klammern sind die
dem Standardfehler entsprechenden Werte
angegeben.

% der Kontrolle
- Organ
PS PCS
Leber 2897 (2675‘5435) 58,0 (5437‘4155)
Nieren 5971 (3676-4196) 58a7 (5692“6195)
Skelett 57,5 (5494—60’6) 81,4 (799478594)
Muskulatur 37,2 (33,2-41,7) 54,5 (49,2-60,4)




6000-Verteilung beil einer 24 h vorhergehen-

den oralen Verabfolgung von 600 u}M PS.

Mittelwerte von & Ratten. In Klammern sind
die dem Standardfehler entsprechenden Werte
angegeben.

Tabelle 3:

Organ % der Kontrolle
Leber ' - 68,3 (62,0 - 73,2)
Nieren . 7572 (7571 - 7795)
Skelett 109 (100 - 119)
Muskulatur 81,1 (70,5 - 92,7)




Tabelle 4: ?OCo—Ver%éilung bei einer 1 h Vthergeheﬂaen
oralen Vérabfolgung von 190 BM PS und PCS.
Mittelwerte von 6. Ratbten. In Klammern sind die
dem Standardfehler eritsprecheriden Werte ange-

geben.
% der Kontrolle
Organ : —

] PS PCS

Leber 32,4 (28,6-36,9) 68,9 (60,3-78,8)
Nieren 72’7 (6696"793 7) 853 5 (84 56"89’ 5)
Skelett 78,9 (75,6-82,2) 98,6 (93,3-104,2)
Muskulatur 82,2 (70,4-96,2) 80,0

(70,5-90,9)




Tabelle 5:

Abhingigkeit der prophylaktischen PCS-Behand~-
lung von der Zahl der Dosen. Mittelwerte wvon

8 Ratten. P = Signifikanzwahrscheinlichkeit
fiir Heterogenitatstest.

Zahl % der 6OCo-—Dosen

der

Dosen Niere Leber Skelett Musk. Blut
0 0,96 6,70 0,58 1,84 0,220
4 0,64 3,28 0,50 1,37 0,194
3 0,69 4,03 0,46 1,67 0,198
2 0,73 4,20 0,57 1,93 0,214
1 0,71 3,46 0,46 1,74 0,201

0,05-0,04 0,01-0,01: 0,2-0,1 | =0,2 >0,2




Abbildung “1:

EinfluB verschiedener PA-Dosen bei gleich-
zeitiger i.v. Injektion auf die 6OCo-—Ver—
teilung. Mittelwerte (und Standardfehler)

von 6-8 Ratten.
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Abbildung 2: EinfluBl von 600 pmol PA, PS und PCS, oral
60

zu verschiedenen Zeitpunkten vor Co ver-
abfolgt, auf die 6OCo-Verteilung in Leber
und Nieren. Mittelwerte (und Standardfehler)

von 6 Ratten.
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Abbildung 3:

Einfluf von 600 uwmol PA, PS und PCS, oral zu
verschiedenen Zeitpunkten von 6000 verabfolgt,
auf die ©YCo-Verteilung in Skelett und Musku-
latur. Mittelwerte (und Standardfehler) von

6 Ratten. Die Aktivitdt der Muskelproben bei
Verabfolgung von PA (1/2 und 1 h) war zu nied-
rig, um ausgewertet werden zu kdnnen.,
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Abbildung 4: Aquivalente i.v. Dosen von PA nach oraler

Verabfolgung von 600 pmol PA zu verschie-
denen Zeitpunkten.




Agquivalgnte Dosis —=

{ - |
N
R o |

——

© Lefbe/"
o Nigren

| A Skelert
x Muskuigiur

A"

- lejt ——






