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Zusammenfassung: Der Einfluf von Cyclamat auf die gerinnungshemmende Aktivitit von Phenprocoumon wurde an

Ratten nach einmaliger oraler Applikation von Phenprocoumon, Cyclamat und Phenprocoumon/Cyclamat untersucht.

Die zeitliche Anderung der Phenprocoumon-Konzentration im Serum wurde mit Hilfe der Hochdruckliquidchromato-
graphie ermittelt und die gerinnungshemmende Wirkung von Phenprocoumon (Verlingerung der Prothrombinzeit,
Quick-Test) bestimmt. Es lief sich zeigen, dal Cyclamat eine Erh6hung der Konzentration von Phenprocoumon im

Blut und eine Erniedrigung der gerinnungshemmenden Wirkung verursacht.

Studies of the interactions of cyclamate with phenprocoumon

Summary: The effect of cyclamate on the anticoagulant activity of phenprocoumon was investigated in rats after
single oral doses of phenprocoumon, cyclamate, or phenprocoumon/cyclamate. By means of high pressure liquid
chromatography [HPLC] the change of the concentration of phenprocoumon per unit time in sera was determined.

. The anticoagulant activity of phenprocoumon was determined by the extension of the prothromin-time (Quick-

test). It was found that cyclamate gives rise to an elevated level of phenprocoumon in the blood, and a reduction

of the anticoagulating potency.

Einfiihrung

Die synthetischen Siifistoffe (Saccharin, Cyclamat bzw.
eine Kombination beider (1:10)) haben als Zucker-
ersatz in Nahrungsmitteln und Getrinken bei medi-
zinischer Indikation (Diabetes und Ubergewicht) Ein-
gang gefunden.

Die Literaturfiille der letzten fiinf Jahre iiber Saccharin
und insbesondere iiber Cyclamat dokumentiert das zu-
nehmende wissenschaftliche Interesse auf diesem Ge-
biet. So sind zahireiche Untersuchungen iiber die Toxi-
zitit (1—4), mogliche kanzerogene Wirkung (5—8), Bio-
transformation (9—12) und nicht zuletzt iiber die Ana-
lytik dieser Stoffe durchgefiihrt worden (13—16).

kung, die Biotransformation und die Analytik den
Schwerpunkt der Untersuchungen auf diesem

Gebiet bilden, blieb die Frage der Inkompatibilitdt bzw.
der Interaktion von Saccharin und Cyclamat mit anderen
Arzneimitteln fast unbeachtet. Die wenigen Arbeiten, die
sich mit der Interaktion bei gleichzeitiger Applikation
von Cyclamat mit anderen Arzneistoffen beschiftigen,
untersuchern lediglich den Einflu} dieser Arzneistoffe

auf die Resorption und Biotransformation von Cycla-
mat. So untersuchten Ichibagase et al. und Suenaga -
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et al. (10, 18, 19) den Einflu} von Phenylbutazon,
Phenobarbital, Tolbutamid, Neomycin und Sulfagua-
nidin auf den Stoffwechsel von Cyclamat (17—19). Im
Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Interaktion von
oralen Antikoagulantien mit anderen Stoffen befassen wir
uns in dieser Arbeit mit der Interaktion von Phenprocou-
mon mit Cyclamat.

Material und Methoden

Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 70 Ratten (B-DX SPF) beiderlei Ge-
schlechts mit einem Ko6rpergewicht von 260 g (+ § g). Sie
erhielten Altromin-Trockenfutter und Leitungswasser ad
libitum.

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen eingeteilt:

1. Gruppe (Phenprocoumon-Gruppe) 24 Ratten,

2. Gruppe (Phenprocoumon/Cyclamat-Gruppe) 24 Ratten,

3. Gruppe (Cyclamat-Gruppe) 16 Ratten und

4. Gruppe (Kontrollgruppe) 6 Ratten.

Applikation

Den Ratten wurde 1112 h vor der Applikation nur das Futter
entzogen. Die Applikation erfolgte im Atherrausch einmalig

oral (Gelatinekapsel Nr. 5, Parke-Davis und Co.). Die Versuchs-
tiere der ersten Gruppe erhielten Phenprocoumon, die der zweiten
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Phenprocoumon und Cyclamat und die der dritten Cyclamat.
Das Cyclamat lag als Natriumsalz vor. Bei der Applikation von
Cyclamat und Phenprocoumon wurden beide Substanzen in
eine Kapsel eingewogen. Die Dosis wurde stets gleich grof ge-
halten, sie lag bei je 38 mg/kg Kdrpergewicht. Nach erfolgreich
verlaufener Applikation erhielten die Tiere wie iiblich Futter
und Wasser.

Plasma- und Serumgewinnung

Die Blutentnahme erfolgte 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 und 128 h nach
der Applikation (je drei Ratten von der ersten bzw. zweiten
Gruppe und zwei von der dritten) unter Atherniarkose bei ge-
6ffnetem Thorax durch Herzpunktion. Zwecks Plasmagewinnung
wurde jedem Versuchstier zuerst zweimal je 0,9 ml Blut in je eine
1 ml Plastikspritze, die je 0,1 ml Natriumcitratlésung (38 g/1) ent-
hielt, entnommen. Zur Serumgewinnung wurde der Rest an Blut
in einer 10 ml-Plastikspritze aufgenommen. Von den nicht behan-
delten Ratten (4. Gruppe) wurde einer Ratte nach Versuchs-
beginn alle 24 h auf gleiche Weise Blut entnommen (Blmd- bzw.
Normalwerte).

Prothrombinzeitbestimmung

Die so gewonnenen Plasmen dienten zur Prothrombinzeitbestim-
miung nach Quick (21). Die hierfiir verwendeten Simplastin-
Calciumpriparate wurden von der Firma Labordiagnostica
Godecke (Hersteller: General-Diagnostics) bezogen. Die Bestim-
mung erfolgte nach Vorschrift des Herstellers.

Phenprocoumonbestimmung

Extraktion der Seren

Je 0,5 ml der erhaltenen Seren wurde mit je 5, 3 und schlieflich
2 ml Methylenchlorid extrahiert (Riittler). Die Methylenchlorid~
extrakte wurden portionsweise in einem Reagenzglas im Wasser-
bad bei 60 °C bis zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde
erneut mit 3, 2 und schlieflich 1 ml Methylenchlorid (iiber Cal-
ciumchlorid getrocknet) extrahiert. Die einzelnen Extrakte
wurden zur Entfernung von in trockenem Methylenchlorid un-
l6slichen Bestandteilen, die sich in der mobilen Phase wieder
16sen und eine Stdrung der quantitativen Bestimmung von
Phenprocoumon verursachen, mit Hilfe einer 5 ml-Spritze por-
tionsweise durch eine mit Glaswolle gestopfte Kaniile in ein
dickwandiges, spitz ausgezogenes kurzes Reagenzglas, welches
im Wasserbad bei 60 °C stand, gepreft. Der auf diese Weise
erhaltene trockene Extrakt wurde in 100—150 ul der mobilen
Phase (s. u.), die den internen Standard enthielt, bei 60 °C in
Losung gebracht.

Analytik

Wie wir in anderen Arbeiten zeigen konnten (20, 22—25) ist die
Hochdruckliquidchromatographie (HPLC) fiir die qualitative
und quantitative Bestimmung von Pharmaka aus biologischem
Material sehr gut geeignet. Im vorliegenden Fall erleichterte die
Tatsache, dal Cyclamat in der hier anfallenden Konzentration
keine Absorption zeigt, die Ermittlung des nachstehenden chro-
matographischen Systems.

Gerit: Varian 4800 Hochdruckliquid-Chromatograph.
Saule: Rostfreier Stahl, 183 ¢cm, 2,1 mm Innendurch-
messer.

Statjonire Phase: Merckosorb, SI 60, 10 um.

Mobile Phase:  Acetonitril/iso-Propanol (100 ml + 20 ml)
70 mi/h.

Detektor: UV bei 240 nm (UV-Vis-Spektralphotometer
Modell 635).

Range: 0-0,1.

Schreiber: Varian A 25, Spannung 50 mV, Papiervorschub
50 cm/h. ..

Interner-

Standard-Losung: 140 mg/l Koffein in der mobilen Phase.
Temperatur: 21-22 °C, angezeigter Druck: 325 atm.

Bestimmung der Extraktionsausbeute von Phenprocoumon

In 5 Reagenzgliser wurden 25, 50, 75, 100 bzw. 125 ul einer
. methanolischen Phenprocoumonlosung (200 mg/1) pipettiert.

Das Methanol wurde in Vakuum entfernt. Die Riickstinde

wurden mit je 1 ml Serum (von nicht behandelten Ratten)

versetzt und unter 6fterem Riihren (Riittler) 15 min im Wasser-
bad bei 37 °C stehengelassen. AnschlieBend wurde, wie oben
angegeben, extrahiert. Die Extrakte wurden auf ihren Phen-
procoumongehalt analysiert.

Ergebnisse

Die Extraktionsausbeute fiir Phenprocoumon lag bei
97-98% (20). Die Standardkurve fiir Phenprocoumon
(Abb. 1) zeigt in dem hier interessierenden Konzen-
trationsbereich einen linearen Verlauf. Di¢ quantitative
Erfassungsgrenze fiir Phenprocoumon lag bei einer abso-
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Abb. 1. Phenprocoumon-Standardkurve.

luten Peakh6he von 10—12 mm bei etwa 5 ug (geldst in
5—50 ul der internen Standard-Losung). Die HPLC-
Analyse der Serumextrakte der unbehandelten Ratten
(Blindprobe, Gruppe 4) zeigte, da die quantitative
Bestimmung von Phenprocoumon ungest6rt durchgefiihrt
werden kann (keine Storpeaks, Abb. 2). Das gleiche Er-
gebnis zeigten ebenfalls die HPLC-Analysen der Serum-
extrakte der Versuchstiere der 3. Gruppe. Der Normal-

__Peakhohe der Leerprobe
Peakhdhe: des internen Standard.
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Abb. 2. HPLC-Analyse des Serumextraktes einer unbeliandelten
Ratte. Darstellung vgl. Abb. 5.

wert der Prothrombinzeit nach Quick lag bei 12 s. Die
ermitteltén Mittelwerte der Konzentration von Phen-
procoumon im Serum sowie die entsprechenden Pro-
thrombinzeiten sind in der Abbildung 3 bzw. 4 gra-
phisch dargestellt und in der Tabelle 1 wiedergegeben.

, .
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Abb. 3. Zeitliche Anderung der Konzentration von Phenpro-
coumon im Serum nach einmaliger oraler Applikation
von
1 = Phenprocoumon/Natriumcyclamat
2 = Phenprocoumon
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Abb. 5. HPLC-Analyse eines Serumextraktes 2 h nach oraler
Applikation von Phenprocoumon/Natriumcyclamat.
1 = Phenprocoumon
2 u. 3 = Metabolite
4 = interner Standard

Tab. 1. Mittelwerte der Phenprocoumon-Konzentration im
Serum und zugehérige Prothrombinzeiten nach Appli-
kation von Phenprocoumon allein bzw. Phenprocoumon
und Cyclamat. Zu den angegebenen Zeiten wurden jeweils
drei Versuchstiere (Doppelbestimmungen) untersucht.

0 10 20 30
t [h]

Abb. 4. Hemmung des Einflusses von Phenprocoumon auf dié
Blutgerinnung durch Cyclamat. Einmalige orale Appli-
kation von
1 = Phenprocoumon
2 £ Phenprocoumon/Natriumcyclamat
3 = Normalwert

Die in Abbildung 5 mit ,,2* und ,,3* beziffertén Peaks
sind atif hiér nicht naher untersuchte Stoffwechsel-
produkte zuriickzufiihren.

Diskussion

Die hohe Dosierung des Phenprocoumons ist aus
mehrerén Griinden erforderlich:

1. Phenprocoumon wurde nur einmalig oral appliziert.
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Phenprocoumon Prothrombinzeit (s)
im Serum (mg/l)
nach Applikation nach Applikation
von von
Phenpro- Phenpro- Phenpro- Phenprocoumon/
coumon coumon/ coumon Cyclamat
t Cyclamat
(h) X X X X
1 3,31 3,22 12,0 12,0
2 3,88 22,22 13,0 12,5
4 15,25 25,02 18,0 13,5
8 11,89 14,92 23,5 17,5
16 6,43 9,6 39,5 31,5
32 0,98 2,18 113,0 65,0
64 0,83 1,08 nicht zu nicht zu
bestimmen bestimmen
> 180 > 180
128 0,0 0,50 nicht zu nicht zu
bestimmen bestimmen
> 180 > 180

2. Das Maximum der Phenprocoumonkonzentration im
Serum liegt danach bei 15,25 bzw. 25,02 mg/1. Dies ent-
spricht 0,15 % bzw. 0,25 % der applizierten Menge in 1 ml
Serum.
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3. Die Reduzierung der Dosis (z. B. auf !/;,) verursachte
erhebliche analytische Schwierigkeiten, da in diesem
Falle statt 0,5 ml Serum 5 ml extrahiert werden mufiten.
Da soviel Serum aus dem Blut einer Ratte nicht zu
gewinnen ist, bleibt die Erh6hung des Volumens der auf
die Saule injizierten Analysenprobe (50—80 ul statt 5—8
wul) als Ausweg, der aber aus analytischen Griinden nicht
wiinschenswert ist (Uberlastung der Siule, Bandenver-
breiterung u. a. m.).

Die Mechanismen der Interaktionen mehrerer Pharmaka
mit Antikoagulantien sind in wenigen Einzelfillen
gekldrt, wobei u. a. die Verinderung der Antikoagulan-
tien-Plasmaeiweiflbindung (Phenytoin, Phenylbutazon
und Salicylate), Hemmung bzw. Aktivierung der Bio-
transformation von Antikoagulantien (Disulfiram,
Barbiturate), Beeinflussung der Resorption aus dem
Magen-Darm-Trakt (Antacida, Barbiturate) sowie die
Anderung der Darmflora-Aktivitit eine Rolle spielen
(26, 27).

In dem hier vorliegenden Fall konnen mehrere dieser
Ursachen eine Rolle spielen. Weiterhin 146t sich an-
nehmen, da Cyclamat einen Einflu} auf die Verteilung
von Phenprocoumon im Organismus ausiibt, wobei eine
Anreicherung von Phenprocoumon im Blut erfolgt.
Diese Erhohung der Phenprocoumon-Konzentration im
Blut kann eine Erniedrigung der Konzentration in der
Leber, dem eigentlichen Zielorgan, zur Folge haben,
wodurch die Synthese der Gerinnungsproteine ent-
sprechend in geringerem Maf3e (verglichen mit der
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