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Vergleichende Untersuchungen iiber die De-
korporationseffektivitdt von D-Penicillamin,,
Penicillosdure und Penillosdure

Herrn Dr. med. Werner Heyl zum
75. Geburtstag gemwidmet

Von-P. Béhme und A. Catsch

Von Biiech! und Wiemann [4] wurde auf die
Moglichkeit hingewiesen, daB die Penicillosdure (PCS)
und Penillosdure (PS) in vivo zu D-Penicillamin (PA)
abgebaut werden koénnen, PA selbst hat in den letz-
ten Jahren als Antidot bei Vergiftungen mit bestimm-
ten Schwermetallen wie Hg [1, 12], Pb [3, 5, 8] und
Au [6, 7] in zunehmendem MafBle an Bedeutung ge-
wonnen. Dies ist durch die beachtlich hohe Stabilitdt
der entpsrechenden PA-Chelate [11] sowie durch seine
relativ niedrige Toxizitdt [1] bedingt. Die Frage nach
dem AusmaB der postulierten Umsetzung von PS und
PCS zu PA ist dementsprechend von gewissem Inter-
esse, da die beiden Sduren, falls sie tatsdchlich biolo-
gische Vorstufen des PA darstellten, unter Umstinden
fiir eine Prophylaxe von Schwermetallintoxikationen
in Frage kdmen. Fiir die experimentelle Priifung ist
in besonderem MaBle Co geeignet; L é [10] konnte ndm-
lich zeigen, daB die Retention von Radiocobali (8*Co)
in den Organen der Ratte durch PA stark gehemmt
wird.

Methodik

Als Versuchstiere dienten m#nnliche Albinoratten mit einem mitt-
leren Kirpergewicht von 238 g, denen ~3 xCi ®CoCl; in die Schwanz-
vene injiziert wurden; der pH der Losung betrug 2—4, die spezi-
fische Aktivitat < 100 Ci-g-%. Die Tiere wurden nach 72 h gefitet,
der ®Co-Gehalt der Leber, Nieren, beider Femores sowie in einem
aliquoten Teil der Muskulatur (M. gquadriceps) mit Hilfe eines
NaJ(Tl)-Bohrlochkristalls bestimmt und in % der injizierten *Co-
Mengle ausgedriickt. Die Aktiviitit des Skeletts wurde -dabei dem
10fachen beider Femores. gleichgesetzt, die Masse der Muskulatur
mit 45% des Kiérpergewichts angenommen,

Die wiBirigen Lésungen von PA, PCS und PS waren auf ein pH
von 6—7 eingestellt; sie wurden entweder iv. gleichzeitig mit ¢Co
(0,5 ml) oder oral mittels einer Schlundsonde (1 ml} verabfolgt. Im
letzten Fall wurde den Tieren 18 h vorher das Futter (Standardpel-
lets der Fa. Altromin) entzogen.

Die Effektivitdt der getesteten Substanzen wird im folgenden
definiert als der ©®Co-Gehalt der Organe, ausgedriickt in % der
entsprechenden Kontrollwerte von unbehandelten Tieren. Fiihrt man
die Berechnungen fiir logarithmisch ‘transformierte- Einzelwerte
durch, so ist der Standardfehler dieses Quotienten gleich dem Stan-
dardfehler der Differenz der logarithmischen Mittelwerte.




Ergebnisse

Da die 9Co-Verteilung iiber die Organe in Abhén-
gigkeit vom pH der injizierten L8sung, vom Kgrper-
gewicht uind anderen Faktoren einer gewissen Varia-
bilitit unterworfen sein kann, war es geboten, jede
der Versuchsreihen mit einer eigenen Kontrollgruppe

Tab. 1: Verteilung von ®Co 72h nach iv. du_rchzufﬁhren. Die
Injektion. Mittelwerte von 52 Rat- Mittelwerte  aller,

ten. insgesamt 52 Tiere
Organ l % der #®Co-Dosis | umfassenden Kon-
Lebor 535 trollgruppen, sind in

Tab. 1 ziisammenge-

Ni 0,92 1 1€1
sﬁ:;:?t 0.60 stellt. Sie bestiitigen
Muskulatur 1,50 die bereits frither

[10] festgestellte Tat-
sache, dafl #Co relativ sehr schnell aus dem Korper aus-
geschieden wird, indem die Aktivitdt der von uns unter-
such};ten Organe <10% der injizierten %Co-Menge aus-
macht.

In der ersten Versuchsreihe wurde die Dosis-Ab-
hingigkeit der PA-Effektivitdt unter optimalen Be-
dingungen, d.h. bei gleichzeitiger iv. Injektion mit
80Co, bestimmt. Die PA-Dosis variierte von 0,01 bis
316 uM pro Tier. Die in Abb. 1 wiedergegebenen Er-
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Abb. 1: Einflu verschiedener PA-Dosen bei gleichzeitiger iv. In-

jektion auf die ®Co-Verteilung. Mittelwerte ‘(und Standard-
fehler) von 6—8 Ratten. ’ :

g5t




gebnisse zeigen, dal} eine statistisch signifikante Hem-
mung der %Co-Retention in allen Organen bei einer
Dosierung von 2 0,1 uM auftritt und daBt Dosen > 100
uM die. Ablagerung auf Y0 und weniger der Kon-
_ trollwerte senken. Die Aktivitit der Skelett- und Mus-
kulaturproben in der 316 uM-Gruppe lag nur wenig
iiber dem Nulleffekt, so daB wir auf ihre Auswertung
verzichten muBten.

Werden PCS und PS in einer Dosierung von 100 M
pro Tier iv. und gleichzeitig mit $°Co injiziert, so re-
sultiert zwar, wie Tab. 2 zeigt, eine signifikante, je-
doch im Vergleich zu PA erheblich schwiichere Hem-
mung der %Co-Retention.. Die im Vergleich zu PCS
groflere Effekiivitdt der PS ist statistisch gesichert.
Tab. 2: #Co-Verteilung bei gleichzeitiger iv. Injektion von 100 xM

PS und PCS. Mittelwerte von 6 Ratten. In Klammern sind
die dem Standardfehler entsprechenden Werte angegeben.

© 9y der Kontrolle
Organ
PS PCS
Leber 28,7 (26,5—31,3) 38,0 (34,7—41,5) -
Nieren 394 (36,6—41.6) 58,7 (56,2—61,3)
Skeleit 57,5 (54,4—60,6) 81,4 (79,4—85,4)
Muskulatur 37,2 (33,2—41,7) 54,5 (49,2—60,4)

. In einer weiteren Versuchsreihe wurden 600 uM PA,
PCS bzw. PS oral zu verschiedenen Zeitpunkten vor
der iv. Injektion von %Co verabfolgt. Die Ergebnisse
in Abb. 2 u. 3 zeigen auller einem sehr ausgeprig-
ten Effektivitdtsunterschied (PA > PS > PCS) auch
eine unterschiedliche Zeit-Abhéngigkeit: Wahrend PA
einen maximalen Effekt bei der kiirzesien Zeitspanne
von 30 min, zu spidteren Zeitpunkten aber eine pro-
grediente Abnahme der Wirksamkeit aufweist, ist
dies bei PS und PCS nicht der Fall, da hier die gréBte
Wirkung dann auftritt, wenn die Applikation 1—2h
vorher erfolgt.

Da auch 6—8h vorher verabreichte PS einen signi-
fikanten Effekt auf die %°Co-Ablagerung ausiibt, priif-
ten wir in einem weiteren Versuch die Wirksamkeit
von ‘24 h vorher verabfolgter PS. Tab. 3 zeigt, daf
auch in diesem Fall der $Co-Gehalt der Leber und
Nieren gesichert unter dem der Kontrolle liegt.

Die Unterschiede in der Effektivitit von PS und
PCS einerseits und in der BeeinfluBbarkeit der ver-
schiedenen Organe andererseits bleiben auch bei einer
Senkung der Dosis. auf 190 uM (verabfolgt 1h vor
¢Co) in vollem Umfang erhalten (Tab. 4).

Da in allen bisher besprochenen Versuchen PS und
PCS. an fastende Tiere verabreicht wurden, war in
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Abb, 2: EinfluR von 600 4M PA, PS und PCS, oral zu verschiedenen
Zeitpunkten vor ®Co verabfolgt auf die #Co-Verteilung
11? Leber und Nieren. Mittelwerte (und Standardfehler) von
atten,
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Tab. 5: ®Co-Vertellung bei einer 24¢h
vorhergehenden oralen Verabfol-
gung von 600 xM PS. Mittelwerte
von Ratten. In Klammern sind
die dem Standardfehler entspre-
chenden Werte angegeben.

Organ % der Kontrolle
Leber ‘ 68,5 (62,0—73.2)
Nieren ‘ 75,2 (73,1—77,3)
Skelett i 109 (100 —119)
Muskulatur 1 81,1 (70,5—92, 7)

1

einem letzten Versuch zu priifen, ob dieser Faktor die
Effektivitit der Substanzen beeinfluft. Die in Tab. 5
zusammengestellten Ergebnisse des Versuchs, in dem
600 M PS-bzw. PCS 1h vorher an fastende und nicht
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Tab. 4:
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Einflu von 600 xM PA, PS und PCS, oral zu verschied'enen
Zeitpunkten von ®Co verabfolgt, auf die $Co-Verteilung
in Skelett und Muskulatur. Miftelwerte (und Standardfeh-
ler) von Ratten. Die Aktivitit der Muskelproben bei Ver-
abfolgung von PA (Y» und 1 h) war zu niedrig, um ausge-
wertet werden zu kénnen.

&#Co-Verteilung bei einer 1 h vorhergehenden oralen Ver-
abfolgung von 190 xM PS und PCS. Mittelwerte von Ratien.
In Klammern sind die dem Standardfehler entsprechenden
Werte angegeben.

%/ der Kontrolle
Organ T
i PS PCS
Leber 32,4 (28,6—36,9) 68,9 (60,3—78,8)
Nieren 72,7 (66,6—79,7) 85,5 (81,6—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)

fastende Tiere verabfolgt wurden, lassen einen stir-

keren

und gleichsinnigen FEinfluR jedoch vermissen.

Die Varianzanalyse zeigt, da nur im Falle der Nie-
ren ein mit P = 0,010,001 signifikant stirkerer Effekt
der PS und PCS bei nicht fastenden Tieren vorliegt.
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Tab. 3: 8Co-Verteilung bei einer 1h vorhergehenden oralen Ver-
abfolgung von 600 uM PS und PCS an fastende und nicht
fastende Tiere. Mittelwerte von Ratien.: Beziiglich der Signi-

fikanz s. Text.
- | %% der Kontrolle
Gruppe s

. Musku-

! Leber Nieren Skelett latur

PS fastend | 19,6 54,9 68,9 533

PS - % 18,3 489 50 |, 725
PCS fastend | 64,3 86,1 99,4 99,0
PCS  — | 614 69,2 90,1 8.7

Diskussion

In Ubereinstimmung mit der bereits frither [1] be-
schriebenen hohen Wirksamkeit von oral verabreich-
tem PA, die auf seine anndhernd vollstindige Resorp-
tion aus dem Gastrointestinaltrakt schlieBen la8t, fin-
den auch wir nach oraler Applikation von PA eine
sehr ausgeprigie Hemmung der $Co-Retention. Im
Wirkungsmuster von gleichzeitig iv. und prophylak-
tisch oral verabfolgiem PA liegt jedoch ein gewisser
Unterschied vor: In Abb. 4 sind die aus der Abb. 1
entnommenen iv. Dosen von PA aufgetragen, welche
die gleiche Wirksamkeit wie die zu verschiedenen
Zeitpunkien vorher verabreichten 600uM PA (vgl
Abb. 2, 3) zeigen. Diese Schiitzwerte der ,dquivalen-
ten Dosis“ sind zwar wegen der steilen Dosis-Effekt-
Kurven in Abb. 1 nicht sehr genau, doch diirften fol-
gende Tatsachen unverkennbar sein:

1. Die Zeitabbingigkeit der PA-Effektivitit (und da-
mit auch die Blutclearance des PA) weisen eine
Halbwertszeit von etwa 1h auf.

2, Die Gerade, welche die Abhiingigkeit von der Zeit
fiir Leber und Nieren wiedergibt, liegt um fast
eine GroBenordnung hoher als die fiir Skelett und
Muskulatur. Anders ausgedriickt, bedeutet dies, daf
prophylaktisch verabfolgtes PA die Ablagerung
von %Co in Leber und Nieren relativ stdrker
als bei gleichzeitiger Injektion beeinfluft., Es wird
damit die Annahme nahegelegt, da PA in diesen
Organen, zumindest wihrend der ersten Stunden,
angereichert wird bzw. eine lidngere Verweilzeit
aufweist,

Die Wirkung von gleichzeitig mit %Co injizierten
100 zM PCS und PS komimt der von 0,1—0,3 bzw. 0,3
bis 0,5 uM PA gleich (vgl. Tab. 2 u. Abb. 1). Geht man
von der in der Einleitung erwihnten Hypothese aus,
so miilite auf Grund dieses Ergebnisses angenommen
werden, daf die Umsetzung der Sduren zu PA bereits
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Abb. 4: Kquivalente iv. Dosen von PA
nach oraler Verabfolgung von
600 uM PA zu verschiedenen
Zeitpunkien. Einzelheiten s. Text

im Blut méglich ist, der umgesetzte Bruchteil mit
< 0,5% jedoch verschwindend klein und nur infolge
der hohen Effektivitit von PA experimentell iiber-
haupt nachweisbar ist. Es kann allerdings auch eine
grundsiizlich andere Deutung nicht ohne weiteres
ausgeschlossen werden, ndmlich daB PS und in gerin-
gem Mafle PCS selbst chelierende Eigenschaften auf-
weisen. Die sog. effektive Stabilititskonstante (vgl.
hierzu [9]) der Co(II)-Chelate lige auf Grund des von
uns ermittelten Effektivitdtsunterschiedes um etwa 3
GroBenordnungen niedriger als die des Co(Il)-PA.
Beide Sduren besitzen tatsichlich mehrere potentielle
Ligandenatome (Carboxylsauerstoff, Stickstoff sowie
Schwefel in Atherbindung); es ist jedoch offen, ob ihre
ungiinstige sterische Anordnung tatsdchlich zur Bil-
dung relativ stabiler Chelate fiihrt.




Auch die bei oraler Verabfolgung von PCS und PS
erzielten Ergebnisse (Abb. 2,3, Tab. 3—5) lassen keine
eindeutige Entscheidung zwischen beiden Erklirungs-
moglichkeiten zu. Geht man von der Annahme aus,
dal die S#uren selbst als Chelatbildner fungieren,
miiflte auf Grund der unterschiedlichen Abhingigkeit
von der Zeit (vgl. Abb. 2) postuliert werden, daB PS
und PCS langsamer als PA bzw. in tieferen Darmab-
schnitten resorbiert werden, so da8l ein maximaler Ef-
fekt erst nach einigen Stunden beobachtet wird. Zu-
gunsten dieser Vorstellung lassen sich im Moment
keine direkten Befunde anfiithren, und die Annahme
erscheint uns plausibler, da PS und PCS im Darm zu
PA abgebaut werden und daf dieser Abbau relativ
langsam erfolgt. Aus rein chemischen Griinden halten
es Biiechl u. Wiemann [4] fiir wahrscheinlich,
dafR PCS nicht direkt zu PA, vielmehr zuerst oder
auch endgiiltig zu PS umgewandelt wird. Die hohere
Wirksamkeit der PS steht mit dieser Vorstellung in
guter Ubereinstimmung. Die Tatsache schlieBlich, dal
die Zeitabhingigkeit der PCS- und PS-Effektivitdt im
Falle der Leber deutliche Unterschiede aufweist (vgl.
Abb. 2) und dafl der Unterschied in der Wirksamkeit
beider Sduren sich zu spéteren Zeitpunkien zu verwi-
schen scheint, konnte als’ Hinweis dafiir angesehen
werden, dafl die Reaktion: PCS— PS — PA sich nicht
ausschlieBlich auf den Intestinaltrakt beschriankt, son-
dern auch in der Leber erfolgen kann.

Zusammenfassend ist somit festzustellen, daf die Er-
gebnisse der vorliegenden Untersuchung zu der von
Biiechl u. Wiemann [4] postulierten Hypothese,
daff PS und PCS biologische Vorstufen des PA dar-
stellen konnten, nicht in Widerspruch stehen, wenn
auch diese Vorstellung im Hinblick auf die Moglich-
keit, daf PS und PCS selbst als Chelatbildner fungie-
ren konnen, nicht als streng bewiesen angesehen wer-
den darf. Eine endgiiltige Enischeidung wiirde erst
der direkte Nachweis von PA (beispielsweise im Blut
oder im Urin) nach Verabfolgung der Sduren ermiog-
lichen.

‘Was die in der Einleitung kurz erwdhnten prakti-
schen Aspekte betrifft, so wird in weiteren Untersu-
chungen zu priifen sein, welchen Einflufl die moglichen
Vorstufen des PA auf das biologische Verhalten von
Metallionen ausiibt, denen — wie z.B. Pb, Zn, Hg;,
Cd — eine groflere gewerbe-medizinische Bedeutung
zukommt.

Zusammenfassung

Es wurde der EinfluB von D-Penicillamin (PA), Pe-
nicillosiure (PCS) und Penillosdure (PS) auf die Re-
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tention von Radiocobalt in den Organen der Ratie
untersucht. Die Ergebnisse sind mit der Annahme
vereinbar, daf PS und PCS in vivo zu PA abgebaut
werden konnen.

Fiir gewissenhafte technische Assistenz danken wir Frl. L.
Braun und Fr. M. Petereit. Die Substanzen wurden uns
freunﬁl]icherweise von der Fa. Heyl & Co., Berlin 37, zur Verfiigung
gestellt.

Summary

Comparative Evaluation of the Decorporation Efficacy
of D-Penicillamine, Penicilloic and Penilloic Acid

The influence of D-penicillamine (PA), penicilloic
(PCS) and penilloic (PS) acid on the retention of ra-
diocobalt was studied in the rat. The results are con-
sistent with the hypothesis that PS and PCS may be
degraded in vivo to PA.
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