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Die Bedeutung des Zinks fiir den Diabetes mellitus wird besprochen. Daraus ergab sich die Fragestellung, ob Diabetiker, die zinkhaltige
Insulinpriparate spritzen, Zink in ihrem Korper speichern oder nicht. Zur Erfassung des Zinks wurde der harnfahige Chelatbildner
Penicillamin verwandt. Die Zinkausscheidung von 12 Diabetikern und 11 Normalpetsonen ohne und mit Penicillamin wurde nach der
Methode von WorrF und Busse mit Dithizon bestimmt und miteinander verglichen. Diabetiker scheiden unter Penicillamin im Ver-
hiltnis nicht mehr Zink aus als Normalpersonen. Dieses Ergebnis spricht gegen eine vermehrte Retention von Zink im Kérper bei lang-
dauernder Verabreichung von Zink-Depot-Insulin-Priparaten.

Excretion of ginc in diabetics receiving penicillamine

The significance of zinc in diabetes mellitus is discussed. The question arises as to whether diabetics receiving injections of zinc insulin
store zinc in their bodies. Penicillamine was administered as a chelating agent to trap any stored zinc and transport it to the urine. The
excretion of zinc was compared in 12 diabetics and 11 normal petsons with and without the administration of penicillamine; zinc was
determined by the method of WoLFF and Busse with dithizone. Diabetics receiving penicillamine excreted no more zinc than the corre-
sponding normal persons. The results show that zinc is not retained in the body during the long term administration of zin¢ depot insulin

preparations.

Die Bedeutung des zweiwertigen Schwermetalls Zink
fir das Insulin und den Diabetes mellitus ist noch nicht
vollstindig geklirt. Zink ist Bestandteil zahlreicher
Fermente; die Zinkmenge der einzelnen Organe be-
trdgt durchschnittlich 20—30 ug/g Frischgewicht (1, 2),
nur die Leber, die Retina, die Gonaden und die -
Zellen der LaNGERHANsschen Inseln des Pankreas
sind besonders zinkreich (1—3). Normales Blutplasma
enthilt etwa 120 ug(100 m/ Zink (2—5).

Beim Diabetes mellitus weicht die Plasmazinkkonzen-
tration nicht von der Norm ab. Auch der Zinkgehalt
der f-Zellen ist im diabetischen Pankreas gegeniiber
dem normalen unverindert (2, 6). Steigt jedoch die
Insulinsekretion nach Erhshung der Blut-Glucose-
Konzentration, so nimmt das chemisch nachweisbare
Zink in den LANGERHANsschen Inseln ab. Chelat-
bildner, die mit Zink feste Komplexverbindungen
eingehen, verursachen einen experimentellen Diabetes
mit Degeneration der f-Zellen (7).

Insulin ist in den f-Zellen an Zink-EiweiB-Komplexe
gebunden und wird durch Metabolite, die mit Zink
stabilere Komplexe bilden als Insulin, freigesetzt (8).
Der physiologische Zinkgehalt ist keine Voraussetzung
fir die biologische Wirksamkeit des Insulins, seine
Kristallisation in vitro wird durch Zinkionen jedoch
wesentlich erleichtert (Assoziation der Insulinmolekiile
iber Histidinreste) (9).

Verbindungen mit niedermolekularen basischen Eiweil-
korpern aus der Gruppe der Protamine verlingern die
Wirkung des Insulins auf den Blutzucker. Zusitze von

1) Jetzige Anschrift: Endokrinologische Abteilung der Medi-
zinischen Klinik, Klinikum Essen der Ruhruniversitit. ’

Zinksalzen stabilisieren zusitzlich die neutrale Prot-
amin-Insulin-Suspension (Protamin-Zink-Insulin) (10).
Allein durch Zusatz von Zink ohne Anwendung
anderer Resorptionsverzgerer konnten 1952 HaArras-
MorLER, PETERSEN und ScHricHTKRULL (11) die
Insulinwirkung beliebig modifizieren. Reinste Insulin-
kristalle konnen bis auf einen Zinkgehalt von 5%, ange-
reichert werden und sind in einem pH-Bereich zwischen
5 und 8 praktisch unldslich. Die Priparate Semilente,
Lente und Ultralente der Firma Novo enthalten zum
Beispiel 2 mg Zinkchlorid auf 1000 E Insulin.

Die tigliche Aufnahme von Zink durch die Nahrung
betrigt 10—15mg (1, 3, 12—15). Wie Versuche mit
87Zn gezeigt haben, wird Zink nur zu einem sehr
geringen Teil vom Darm resorbiert (16) und zu etwa
90% im Stuhl wieder ausgeschieden (1, 13, 14, 17).
Das Ausscheidungsverhiltnis von Zink in Stuhl und
Harn ist etwa 10:1. Fast 259, des parenteral zugefiihrten
8Zn wurde nach 15 Tagen im Kot, nur 1,2—4,7%,
im Harn nachgewiesen (10, 24).

Die tigliche Zinkausscheidung im Harn wird mit
300 bis 450 ug angegeben (6, 13, 14, 18, 19, 20). Beim
Diabetes mellitus ist sie nach ConstaM, LEEMAN,
Armasy (21), VAL und Kiacr (2), MELzER, RUTHMAN
und GEORGE (19) und Kramik und Mitarbeitern (12)
signifikant hoher als bei Gesunden. Sie ist unabhingig
von Rasse, Klima, Tageszeit, von Alter, GréBe, Gewicht
und Geschlecht der Patienten und von der Dauer und
Schwere ihrer Erkrankung; es besteht auch kein
Zusammenhang zwischen Zinkausscheidung und Diu-
rese, Glucosurie, Ketonurie oder Blutzuckerkonzen-
tration. Je besser der Diabetes jedoch eingestellt ist,
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desto niedriger ist die Zinkausscheidung. Die Protein-
urie, die ein Viertel aller diabetischer Komplikationen
ausmacht (23, 24), ist mit sechs- bis siebenfach ge-
steigerter Zinkausscheidung bei stark erniedrigter
Serumkonzentration verbunden (3). So erhiclt SEELIGER
(5) signifikant erhdhte Zink-Clearance-Werte fiir Dia-
betiker, die durch eine renale Funktionsstérung be-
dingt sind.

Diabetiker fithren sich bei ihren tiglichen Injektionen
etwa 2—100 ug Zink zu. Ein Diabetiker, der pro Tag
beispiclsweise 30 E Novo Lente spritzt, nimmt tiglich
60 ug Zink (in einem Jahr 21,9 mg Zink) parcnteral
auf. Injiziertes Zink wird verhiltnismiBig lange im
Kérper zuriickgehalten und nur sehr langsam ausge-
schieden; es besitzt eine lange biologische Halbwerts-
zeit. McCance (13) und MonTGoMERY (25) hatten
beobachtet, daB weniger Zink ausgeschieden wurde
als durch Injektionen zugefiihrt worden war. Prour,
Asper, LEE und Ray (26) sowie SHELINE und CHAIKOFF
(22) folgerten daraus, daB das Zink im Korper ge-
speichert werden kénnte.

Ausgehend von den Stoffwechselverhiltnissen des
Zinks und seiner Bedeutung fiir den Diabetes mellitus
ergab sich unsere Fragestellung:

Kommt durch die jahrelange Anwendung von Depot-
Insulinen bei Diabetikern eine vermehrte Zinkab-
lagerung im Organismus zustande, und verfiigen
Diabetiker daher iiber mehr mobilisierbares Zink als
nicht diabetische Vergleichspersonen?

Zur Erfassung des Zinks benutzten wir p-Penicillamin,
das neben anderen Schwermetallen vor allem Zink
bindet und ausschlieSlich durch die Nieren ausge-
schieden wird (27). Der Zink-Penicillamin-Komplex
besteht aus einem stabilen, fiinfglicdrigen Chelatring,
in dem das Zinkkation an die funktionellen Gruppen
des Penicillamins koordinativ gebunden ist.

Versuchsanordnung

Dic Zinkausscheidung von Normalpersonen bzw. Diabcetikern
vor und nach Penicillamingabe wurde miteinander verglichen.
Die Normalpersonen waren 11 gesunde Studenten, dic 12 Dia-
betiker Patienten unscrer Zuckerambulanz. Bis auf einc Aus-
nahme benétigten alle Diabetiker tiglich 12—48 E Lente-Insuline
und waren gut cingestellt. Die durchweg minnlichen Versuch-
personen sammelten den Urin in Tagesportionen in gercinigten,
zinkfreicn Polyithylenflaschen, die wenige m/ 0,1n HCl und
Toluol enthiclten, zunichst ohne Penicillamin. In der zwciten
Versuchsperiode erhielten sic tiglich 4mal 150 mg n-Penicillamin.
Diese Dosierung erwies sich als ausrcichend. Dic Kapseln wurden
morgens cingenommen, der angesiuerte Urin hdchstens 4 Tage
lang im Kiihlschrank aufbewahrt und mit Toluol iiberschichtet.
Dic Zinkbestimmung wurdc nach der Methode von WoLFF und
Busse (28) durchgefiihrt, die sich durch ihre relative Einfachhcit
und geringe Fchlerbreite auszeichnet. Von jeder Versuchsperson
wurden cin bis vier Tagesmengen Urin vor bzw. nach Penicilla-
mingabe aufgearbeitet. Von jeder einzelnen Tagesmenge wurden
vier Bestimmungen durchgefiihrt und das arithmetische Mittel
sowie dic mittlerc Abweichung crrechnet (Tab. 1).

Eichkurve:

Fiir jede Dithizonldsung wurde eine Eichkurve aufgestellt, aus
der der Zinkgehalt einer Probe dirckt in yig/m/ abgelesen werden
kann. Dic Extinktion steht bis zu einer Konzentration von 2 ug/m/

Tab. 1

Zinkausscheidung und Ausscheidungsquotienten bei Normalpersonen und bei Diabetikern vor und nach Penicillamin (Mittelwert und Streuung
von jeweils 4 Analysen sowie arithmetisches Mittel der einzelnen Kollektive, des Ausscheidungsquotienten und deren Streuung)

Normalpersonen Diabetiker
\"\Pn. ohne Penicillamin mit Penicillamin Ausscheidungs- \I{Pn. ohne Penicillamin mit Penicillamin Ausscheidungs-
r. ug/24 Stdn. #1g/24 Stdn. quotient - r. ng/24 Stdn. 1g/24 Stdn. quotient
1 2699 + 9,6 710,5 + 54,6 2,63 1 535,56 + 12,0 870,0 + 8,9 1,62
2 391,0 + 16,6 576,0 + 21,9 1,47 2 665,0 + 47,3 1072,5 + 65,2 1,61
3 508,8 + 41,5 698,9 + 514 1,37 3 624,0 + 40,6 970,0 + 36,6 1,55
551,2 + 50,2 654,5 + 41,0 1,19
4 500,0 + 2,7 730,8 + 29,7 1,46
4 348,1 + 17,0 590,6 + 25,5 1,70
5 561,6 + 19,0 8554 + 4,7 1,62
5 368,5 + 11,1 502,2 + 4,0 1,36 .
6 455,0 + 9,4 660,0 + 49,4 1,45
6 364,0 + 10,4 565,0 + 19,2 1,55
7 441,0 + 12,2 571,5 + 73,8 1,30
7 299,2 + 34 554,7 £ 16,2 1,85 410,0 + 21,4 1083,0 + 68,1 2,64
8 383,1 + 14,2 580,0 + 22,8 1,51 4905 = 0 981,0 & 39,7 2,00
9 : 262,5 + 11,2 4320 + 153 1,65 8 600,0 + 29,4 927,2 4 245 1,55
10 2800 £ 7,5 4874 + 0 1,74 9 534,1 + 11,8 609,0 + 63,5 1,14
2615 + 11,3 579,5 £ 229 * = 2,22 10 397,8 + 24,6 603,0 + 35,2 1,52
234,6 4 17,0 4350 + 12,5 1,85
291,2 4 16,2 431,6 + 13,3 1,48 11 585,0 + 25,4 884,0 + 12,8 1,61
11 1716 + 3,6 2415 + 57,2 1,44 12 627,0 + 36,6 921,0 + 23,0 . 1,47
144,0 + 36,9 2325 + 61,4 1,61
157,6 + 35,7 259,0 + 56,2 1,64
151,9 + 43,5 207,4 + 61,7 1,37 .
X 302,2 4 27,1 485,8 + 37,5 1,65 + 0,08 X 530,5 + 22,6 838,5 4+ 46,5 1,60 + 0,09
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in cinem lincaren Verhiltnis zur Zinkmenge der Eichlosung.
In unseren Versuchen wurde nur der Bereich von 0—1,0 ug/m/
benétigt und der Anstieg der Eichgeraden aus dem tg o der
Extinktionswerte im linearen Bereich der Eichkurve berechnet. —
Die mittlere quadratische Abweichung der Eichwerte betrigt
4+ 2,629%,.

Die Genauigkeit der Methode wurde mit der Etrechnung der
mittleren quadratischen Abweichung (Varianz) der Eichwerte in
einer Reihe von Vorversuchen festgelegt.

Unter Benutzung der Formel:

ergab sich ein Wert von £ 2,6%,.
Die Ergebnisse wurden auf folgende Beziechungen statistisch
ausgewertet:

1. Ausscheidungsgrée von Normalpersonen und von Dia-
betikern ohne Penicillamin,

2. Relative Mehrausscheidung bei Normalpersonen und bei Dia-
betikern nach Penicillamin.

Das arithmetische Mittel der einzelnen Kollektive wurde nach
folgender Formel etrechnet:

1
n

wi

n
> xi.
=1

i

Fiir die Priiffung des Unterschiedes zwischen den Durchschnitts-
werten von zwei Kollektiven wurde die t-Verteilung benutzt:

/ 1 n, D
Y 3
n+0,—2 =1 [(xi—ii)’ + =147 =Xy

t= ¥—x ] 00,
s n; + n,

Ergebnisse

Die tiglich ausgeschiedene Zinkmenge im Urin der
einzelnen Versuchspersonen geht aus Tabelle 1 her-
vor.

Ohne Penicillamin ist die Zinkausscheidung von Dia-
betikern gegeniiber der von Normalpersonen signi-
fikant erhoht. Diabetiker scheiden 60,75%, mehr Zink im
Urin aus als Normalpersonen.

Die Ausscheidungsquotienten vor und nach Penicilla-
mingabe betragen fiir Normalpersonen 1,65 und fiir
Diabetiker 1,60. Sie liegen also in der gleichen GrsBen-
ordnung. — Bei der Streuungszerlegung ist t = 0,41.
Fiir dieses t ist p < 0,35. Die gefundene Differenz der
Ausscheidungsverhiltnisse ist statistisch nicht signi-
fikant.

Die relative Erhohung der Zinkausscheidung durch
Penicillamin ist bei Diabetikern nicht gréBer als bei
Normalpersonen.

Die Versuchspersonen gaben wihtend und nach der
Einnahme von bp-Penicillamin keine Unvertriglich-
keitserscheinungen an, Bei den Diabetikern indert sich

wedern die Blutzuckerkonzentration noch der Bedarf

an Insulin noch das subjektive Befinden.

Diskussion

Wihrend die Harnzinkausscheidung bei Diabetikern
gegeniiber Normalpersonen auch in unseren Versuchen
signifikant erhoht ist, lieB sich eine relative Mehraus-
scheidung bei Diabetikern unter Penicillamin statistisch
nicht sichern. Eine erhShte Absolutausscheidung war
bei der vermehrten Grundausscheidung bei Diabetikern
zu erwarten. Sie scheiden unter Penicillamin im Ver-
hiltnis aber nicht mehr Zink aus als Normalpersonen,
da die Zinkmenge in den Insulinpriparaten wohl zu
gering ist im Verhiltnis zur Ausscheidung. Eine un-
giinstige Beeinflussung des diabetischen Stoffwechsels
durch Zink ist somit unwahrscheinlich.

Das Nachweisverfahren nach Worrr und Busse (28)
ist hinreichend genau, da die Methode spezifisch auf
Zink eingestellt ist und eine mittlere quadratische Ab-
weichung der Einzelmessung von héchstens + 4,6%,
in unseren Versuchen von nur + 2,629%, aufweist. Die
methodischen Fehler liegen in keinem Fall in der
GroBenordnung der Signifikanz der Ergebnisse.

Eine vermehrte Ausscheidung mit dem Stuhl wurde
nicht ausgeschlossen. p-Penicillamin wird aber in einem
ausreichend hohen Prozentsatz (30%,) (24) der appli-
zierten Menge renal ausgeschieden, so daB die Zink-
Penicillamin-Ausscheidung nicht zufillig e:_:hﬁht_'/scin
kann. Die Versuchspersonen bildeten ein einheitliches
Untersuchungsgut. Bis auf eine Ausnahme wurden alle
Diabetiker von der Blutzuckerambulanz iiberwacht,
waren optimal eingestellt und ihrem Alter entsprechend
voll leistungsfihig. Die Normalpersonen waren voll-
kommen gesund. Die kleine Anzahl ethsht die Waht-
scheinlichkeit des Stichprobenzufalls, die hoch signi-
fikante Vermehrung der Ausscheidung unter Peni-
cillamin spricht aber auch fiir die Richtigkeit der
Resultate. Auch die Schwankungsbreite der Werte ist
wesentlich enger als bei VALLEE (2), und die Unter-
schiede zwischen den einzelnen Tagen betrugen bei
keiner Versuchsperson mehr als 17%. Im 24-Stdn.-
Harn wurden die Tagesschwankungen mit erfaBlt. Der
abweichende Ausscheidungsmodus des Patienten Nr. 7
liegt wohl an einer Dekompensation seiner Stoffwechsel-
lage, bei der Constam (27) ebenfalls eine gesteigerte
Zinkausscheidung beobachtet hat. Wir konnten dies
bei den iibrigen Diabetiketn wegen der guten Ein-
stellung nicht feststellen. Auch ergab sich kein Zu-
sammenhang zwischen der Zinkausscheidung und der
Dauer des Diabetes, dem Alter der Patientén, dem
tiglichen Harnvolumen und der Dosierung des In-
sulins.

Auf Grund der Ergebnisse datf angenommen werden,
daB keine Zinkspeicherung bei langdauernder Zufuhr
von Zink-Depot-Insulinpriparaten zu erwarten ist.

Wir danken der Firma Heyl & Co., Berlin fiir die groBziigige
Bereitstellung vori p-Penicillamin (Metalcaptase).
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