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The content of trace elements in several organs of rats under the influence of D-penicillamine
(D-PA) was investigated by the neutronactivation-analysis. It could be shown an diminution of Cu,
and Co under D-PA-treatment, the content of Fe, Mn, Rb and Zn was not influenced. The investigat-
ed organs didn’t show any submicroscopic alterations under D-PA. On isolated collagen fibrils of
tail tendon was seen a significantly diminuition of E-moduls. In accordance with Siegel the
principal effect of D-PA is thought to block the synthesis of functional groups from Schiff-base
crosslink precursors but not to inhibit lysyloxidase by loss of Cu-ions of connective tissue. The
thermostability of D-PA influenced fibrils is changed in stretched state only and will be due to
the lack of crosslink Schiff-bases; where as the shrinking point of not stretched fibrils shows only

aging dependent changes.

Einleitung

D-(—)-f,f-Dimethylcystein (Ib) mit der ge-
brauchlichen Bezeichnung D-Penicillamin (D-PA)
war urspriinglich nur im Zusammenhang mit der
Strukturaufklarung und als zentraler Baustein bei
der Totalsynthese der Penicilline von Bedeutung
[1]. Medizinisches Interesse erlangte D-PA wu.a.
durch den Einsatz zur Elimination physiologischer
Schwermetallionen aus unphysiologischen Depot-
konzentrationen, z. B. beim Morbus Wilson [2]. Es
hatte sich ndmlich gezeigt, dal D-PA eine hohe
Affinitat zu Schwermetallionen unter Bildung auch
in vivo stabiler Komplexe besitzt. In der Folgezeit
wurde ferner tierexperimentell festgestellt, dall D-PA
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einen hemmenden EinfluB auf den Ubergang von
16slichem in unlosliches fibrilldires Kollagen aus-
bt [3 —7]. Daraus wurde geschlossen, daf} D-PA
die Biosynthesen intermolekularer Quervernetzun-
gen beeinflufit, die erforderlich sind, damit losliches
in unlésliches Kollagen tibergehen kann. Fiir diesen
Einflul werden im wesentlichen zwei Mechanismen
verantwortlich gemacht:

1. Hemmung der Lysyloxidase-Aktivitdit durch
Kupferentzug aus dem Bindegewebe; damit ver-
bunden Ausfall der iiber eine oxidative Desami-
nierung der e-Aminogruppen fithrende Umwand-
lung von Lysin- und Hydroxylysin in die ent-
sprechenden Aldehydderivate (Ia).
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2. Blockierung bereits vorhandener a-Amino-Adi-
pinsdure-0-Semialdehydreste (Allysin) (Ia) iiber
Thiazolidinderivate (Id) verbunden mit dem
Ausfall einer Verkniipfung mit benachbarten
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Hydroxylysinresten unter Bildung der Schiff’schen Base Dehydro-Lysinohydroxynorleucin (II).
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Die sich hieraus ergebenden Storungen im Ver-
netzungsablauf werden ein fibrillair geordnetes Kol-
lagen zur Folge haben, das hinsichtlich seines Ver-
netzungsgrades nicht mit dem eines gleichalten Kon-
trolltieres iibereinstimmt, verbunden mit einem er-
héohten Gehalt an 16slichem Kollagen. Da bekanntlich
die mechanischen Eigenschaften der Kollagenfasern
wesentlich von ihrem Vernetzungsgrad mitbestimmt
werden, bieten entsprechende Messungen eine Mog-
lichkeit, Storungen in der Biosynthese von Ver-
netzungen zu erfassen [8 —10]. Im Rahmen dieser
Untersuchungen sollte zudem auch noch gepriift wer-
den, ob das an Einzelfasern zu registrierende bi-
phasische Spannungs-Dehnungsverhalten [11, 12]
eine Differenzierung der beteiligten Querverbindun-
gen ermoglicht. Da weiterhin zu erwarten war, daf}
D-PA als Komplexbildner nicht nur den Kupfer-
gehalt des Bindegewebes, sondern auch den anderer
Organe ebenso wie den Gehalt weiterer Spuren-
elemente beeinflussen wiirde, wurde die Aktivie-
rungsanalyse auch bei der Bestimmung von Eisen,
Mangan, Kobalt, Rubidium und Zink eingesetzt.
Parallel hierzu wurde licht- und elektronenmikrosko-
pisch auf etwaige Gewebsverdnderungen gepriift.

Material und Methoden

Es wurden 80 minnliche Sprague-Dawly-Ratten
— durchschnittliches Korpergewicht bei Versuchs-
beginn 100g — eingesetzt. Mittels Zufallszahlen
wurden die Versuchstiere in zwei Hauptgruppen
(Versuch, Kontrolle) mit jeweils 10 Untergruppen
zu vier Tieren aufgeteilt. Von jeder Hauptgruppe
wurden 20 Tiere in Einzelkéfigen, zur Ermittlung
des Futterverbrauchs, gehalten. Die restlichen Tiere
waren in Vierergruppen in Standardkéfigen (voll-
klimatisierter Raum 21 °C) untergebracht. Als Fut-
ter wurde Altromin®-Standarddidt, dem fiir die Ver-
suchsgruppe 4 g D-PA/kg (Homburg) und 100 mg
Vitamin Bg/kg fiir die Kontrollgruppe nur 100 mg
Vitamin Bg/kg maschinell beigemischt war, gege-
ben. Futter und Wasser standen den Tiere ad libi-
tum zur Verfiigung. Die durchschnittliche Futterauf-
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nahme steigerte sich von 18 g zu Beginn auf 30g
gegen Ende des Versuchs, entsprechend einer Dosis
von 72 — 120 mg D-PA/die.

36 Stunden, 4 Tage, 1, 2, 4, 8, 12, 17 und 40
Wochen nach Versuchsbeginn wurden die Tiere der
entsprechenden Untergruppe getotet und neben den
Schwanzsehnen Proben aus Gefaflen, Herz, Gehirn,
Leber, Milz, Niere und (Nebenniere) entnommen,
und der Spurenelement-Analyse sowie der licht- und
elektronenmikroskopischen Untersuchung zugefiihrt.
Den 40 Wochen nach Versuchsbeginn noch verblie-
benen vier Tieren der Versuchsgruppe wurde fiir
weitere 8 Wochen das gleiche Futter wie den Kon-
trolltieren gegeben.

Spurenelementbestimmung. Als Nachweismethode
zur Bestimmung von Eisen, Kobalt, Kupfer, Mangan,
Rubidium und Zink sowie von Natrium und Kalium
wurde die Neutronenaktivierungsanalyse gewahlt.
Diese Methode bietet neben einer hohen Empfind-
lichkeit die Moglichkeit der simultanen Multi-
elementbestimmung. Ferner ist sie hinsichtlich der
Kontaminationsgefahr den herkommlichen Verfah-
ren iiberlegen, da Chemikalien zur Abtrennung von
Storelementen, sofern iiberhaupt erforderlich, erst
nach der Bestrahlung zugefiihrt werden und somit
die Radioaktivitdtsmessung der Spurenelementkon-
zentrationen nicht storen konnen.

Nach Totung und Entbluten (Aorta-Punktion)
der Tiere wurden die Organe Herz, Leber, Milz und
Niere metallfrei und das Gehirn nach Erofinung des
Schidels (Knochenschere) mittels Plastikinstrumen-
ten entnommen, in hochgereinigte Nitrocellulose-
rohrchen abgepackt und sofort gewogen. Nach Ge-
friertrocknung und Bestimmung des Trockengewichts
wurden die Gewebsproben in einem Teflon-Morser
homogenisiert. Jeweils 200 mg wurden in Quarz-
ampullen und weitere 100 mg in Polystyrolréhrchen
eingewogen. Die Quarzampullen wurden 14 Stunden
im FRII-Reaktor des Kernforschungszentrums Karls-
ruhe (4x10¥ncm™2s7!) bestrahlt. Nach einer
Abklingzeit von 14 Tagen konnte die Konzentra-
tion der Elemente Co, Fe, Rb, Zn nebeneinander mit-

tels eines hochauflosenden Ge-Li-Bohrlochdetektors
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durch Vergleich mit unter identischen Bedingungen
bestrahlten und gemessenen Standardlésungen be-
stimmt werden.

Zur Bestimmung der Elemente Cu, K, Mn und
Na wurde die zweite Probe im Triga Mark I-Reaktor
des Deutschen Krebsforschungszentrums eine Stunde
(2x102ncm~2s7!) bestrahlt. Nach direkter Be-
stimmung von K und Na wurde die Probe mit
H,SO, und H,0, aufgeschlossen und die Elemente
Kupfer und Mangan mittels Ammoniumpyrolidin-
dithiocarbamat/Methylisobutylketon extrahiert und
nebeneinander bestimmt [13]. Der Fehler fiir die
direkte Elementbestimmung ist geringer als 3%,
wihrend der maximale Fehler fiir die Bestimmung
von Kupfer und Mangan 5% betragt.

Statistische Methoden. Das Verhalten der Spuren-
elementkonzentration in den untersuchten Organen
nach Umstellung auf das Versuchsfutter war als
zweifaktorieller Versuchsplan (Behandlung, Zeit)
mit 2 bzw. 9 Stufen angelegt. Mittels der zweifachen
Varianzanalyse konnte somit auf Unterschiede zwi-
schen den Gruppen, auf einen zeitlichen Trend wah-
rend des Versuchs sowie auf ein unterschiedliches
zeitliches Verhalten in den beiden Gruppen (Wech-
selwirkung) gepriift werden. Weiterhin konnte durch
Logarithmieren der Originaldaten die bei der Ana-
lyse geforderte Normalverteilung und Varianzstabi-
litat anndhernd erreicht werden. Die Ergebnisse der
Varianzanalyse sind in den Legenden der Abbildun-
gen durch Angabe der Irrtumswahrscheinlichkeit
»p* wiedergegeben. Zusitzlich wurde in der Ver-
suchsgruppe mittels der Korrelationsanalyse der Zu-
sammenhang der von der Kontrollgruppe abwei-
chenden Elementkonzentrationen in den Organen
iberprift.

Mechanische Messungen. Die E-Moduln der {frei
praparierten Fasern wurden mit Hilfe der von
Bowitz [14] beschriebenen MeBanordnung bei
20 °C bestimmt; Messungen bei hoheren Tempera-
turen siehe dort; Dehnungsgeschwindigkeit 8%/min.
Zur Querschnittsbestimmung dienten lichtoptische
VergroBerungen von Gefrierschnitten. Die Flachen-
bestimmung der Gefrierschnitte geschah durch Wa-
gen und in jingster Zeit mit dem elektronischen
Flachenmefigerdt DIGIPLAN der Firma Kontron.

Zur Rontgenbeugung wurden lupenpréparierte
Fasern feucht in diinnwandige Glaskapillaren
(Markrohrchen) von 0,5 mm Durchmesser eingezo-
gen oder im gespannten Zustand in Kivetten vor
den Rontgenstrahl gebracht. Von den Proben wur-

den unter Verwendung von Kiessig- und Kratky-
Kammern und unter Einsatz der Cu-Ka-Strahlung
sowohl Weitwinkel- als auch Kleinwinkelrontgen-
diagramme angefertigt.

Die Schrumpfungstemperatur-(T) Bestimmung er-
folgte bei gleichzeitiger Beobachtung der Faserstiick-
chen mit Hilfe des elektronischen Temperaturmef3-
gerites Tastotherm P1 von Braun in Verbindung
mit einer Steuereinheit, die es erlaubt, die Probe
definiert aufzuheizen. Der Ausgang des Temperatur-
meligerdtes ist dabei tiber einen Mefiverstarker mit
einem x/t-Schreiber verbunden.

Zur licht- und elektronenmikroskopischen Unter-
suchung der Gewebsproben erfolgte die Proben-
aufbereitung, wie bereits beschrieben [15]. Betrach-
tung der Objekte mit dem Elmiskop Ia von Siemens.

Ergebnisse

Bestimmung der Spurenelemente

In Abb. 1 findet man die Gewichtszunahme der
Versuchs- und Kontrolltiere. Mittels der ZVA 1af3t
sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
feststellen. Lediglich nach 40 Wochen ist eine Ab-
nahme des Gewichtes der Versuchstiere von ca. 8%
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Abb. 1. Abhingigkeit der Tiergewichte vom Alter. Ergeb-
nisse der Varianzanalyse:

Gruppe  Zeit Wechselwirkung
(Gruppe Zeit)
Gewicht ns 0,001 ns
ns = nicht signifikant S(x—1)2
SD = Standardabweichung n—1

Versuchstiere (Mittel aus 4 Tieren £ SD);
Kontrolltiere (Mittel aus 4 Tieren = SD) ;

< |>—ll-e-|

Wechsel von Versuchs- auf Kontrollfutter.
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zu beobachten; nach Absetzen des Versuchsfutters
jedoch wieder ausgeglichen. Ein Unterschied im Ge-
wicht der entnommenen Organe sowie im Wasser-
gehalt (Verhiltnis feucht/trocken) lag nicht vor.
Alle weiteren Angaben beziehen sich auf 1 g gefrier-
getrocknetes Gewebe. Man findet, wie erwartet, in
allen untersuchten Organen eine deutliche Anderung
in der Kupferkonzentration. Weiterhin findet man
eine auffillige, mit dem Kupfergehalt nahezu syn-
chron verlaufende Abnahme der Kobaltkonzentra-
tion. Dagegen konnten im Gehalt der Elemente
Mangan, Eisen, Zink, Natrium, Kalium und Rubi-
dium keine wesentlichen Abweichungen gegeniiber
den Kontrollgeweben festgestellt werden. Die Mef-
daten der Elemente Mangan, Eisen und Zink sind
jeweils in Klammern als Mittelwert aus 36 Tieren
angegeben. Wobei der erste Wert die Elementkon-
zentration des entsprechenden Organs in der Ver-
suchsgruppe bedeutet.

Von allen untersuchten Organen zeigt das Gehirn
(Abb. 2) der Versuchstiere die geringste Konzentra-
tionsabnahme an Kupfer und Kobalt. Diese betragt
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Abb. 2. Zeitliche Abhéngigkeit der Kobalt- und Kupferkon-
zentration im Gehirn. Korrelation Co-Cu in der Versuchs-
gruppe: r=0,17 ns. Ergebnisse der Varianzanalyse:
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nach 40 Wochen fiir Kobalt 40% und fiir Kupfer
nur 20%.

Der Gehalt an Zink (51,6/52,3 ug/g), Eisen
(60,4/61,4 ug/g) und Mangan (1,72/1,75 ug/g)
wird innerhalb 40 Wochen nach Gabe von D-PA
nicht beeinfluft. Weiterhin war in beiden Gruppen
eine Zunahme der Eisenkonzentration von 50,5 ug/g
auf 85,4 ug/g (P<0,001) und eine geringfiigige
Abnahme der Zinkkonzentration von 56,6 ug/g auf
50,3 ug/g (P <0,001) zu beobachten, wihrend die
Mangankonzentration sich zeitlich nicht anderte.

Nach Absetzen von D-PA wird im Gegensatz zu
den anderen Organen die Konzentration der Kon-
trollgruppe nicht anndhernd erreicht.

Das Herzgewebe zeigt (Abb. 3), bei einer sehr
stabilen mittleren Konzentration an Kupfer (21,3
ug/g) in der Kontrollgruppe, unter D-PA eine kon-
tinuierliche Abnahme bis zur 8. Versuchswoche von
60%, gefolgt von einem kontinuierlichen Anstieg,
der nach 40 Wochen mit 17,8 ug/g fast den Spiegel
der Kontrolltiere (20,5 ug/g) erreicht.
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Abb. 3. Zeitliche Abhédngigkeit der Kobalt- und Kupferkon-
zentration im Herz. Korrelation Co-Cu in der Versuchs-
gruppe: r=0,61 p <0,001. Ergebnisse der Varianzanalyse:

Gruppen Zeit Wechselwirkung Gruppen Zeit Wechselwirkung
Co p<<0,001 p<<0,001 ns Co p<<0,001 p<<0,001 p<0,001
Cu p<<0,001 p<<0,001 0,005<p<0,001 Cu p<<0,001 p<<0,001 p<<0,001
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Die Kobaltkonzentration erreicht bereits nach
zwei Wochen ein Minimum von 50 ng/g und steigt
dann parallel zur Kontrollgruppe bis auf 75ng/g
an. Der Unterschied zur Kontrollgruppe betragt da-
bei nahezu konstant 50%.

Zink (65,7/68,5 ug/g) ist geringfiigig erniedrigt,
wiahrend der Mangan- (1,57/1,54 ug/g) und Eisen-
gehalt (266/261 ug/g) durch D-PA nicht beeinflufit
wird. Dagegen erkennt man fiir diese Elemente in
beiden Gruppen einen deutlichen zeitlichen Trend.

Die Kupferkonzentration im Herz der Versuchs-
tiere erreicht 8 Wochen nach Absetzen von D-PA
den Kontrollwert, wahrend fiir Kobalt noch ein
Defizit von 37% besteht.

In der Leber (Abb. 4) der Versuchstiere erreicht
die Kupferkonzentration nach 12 Wochen ein bis
zum 200. Versuchstag beibehaltenes Plateau von
7,4 ug/g, entsprechend einer Abnahme um 36%.

Die Kobaltkonzentration ist dagegen bereits nach
vier Wochen um 78% abgefallen.
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Abb. 4. Zeitliche Abhidngigkeit der Kobalt- und Kupferkon-
zentration in der Leber. Korrelation Co-Cu in der Versuchs-
gruppe: r=0,84 p <0,001. Ergebnisse der Varianzanalyse:
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Zink (82,8/82,9 ug/g), Eisen (360/320 ug/g)
und Mangan (6,7/6,6 ug/g) werden nicht beeinflufit,
dagegen findet man auch in der Leber in beiden
Gruppen eine Anreicherung an Eisen von 187 ug/g
auf 600 ug/g. Mangan zeigt ebenso eine Zunahme
von 6,0 ug/g auf 7,2 ug/g. Dagegen bleibt die Zink-
konzentration iiber 40 Wochen konstant.

8 Wochen nach Umstellen auf das Kontrollfutter
findet man fiir die Kupferkonzentration (11,7 ug/g
zu 12,0 ug/g) keinen Unterschied gegeniiber den
Kontrolltieren. Die Kobaltkonzentration ist dagegen
mit 123 ng/g noch um 20% erniedrigt.

In der Milz findet man auffalligerweise bereits
36 Stunden nach Versuchsbeginn einen Abfall des
Kupfergehaltes auf 75% (Abb. 5) und nach 12 Wo-
chen nur noch ~40% des Kontrollwertes.

Die Kobaltkonzentration erreicht nach 8 Wochen
ein Plateau von 20 ng/g. Bei annihernd konstanten
Werten in der Kontrollgruppe von ca. 60 ng/g be-
deutet dies eine Erniedrigung um 66%.
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Abb. 5. Zeitliche Abhdngigkeit der Kobalt- und Kupferkon-
zentration in der Milz. Korrelation Co-Cu in der Versuchs-
gruppe: r=0,60 p <0,001. Ergebnisse der Varianzanalyse:

_

Gruppen Zeit Wechselwirkung Gruppen Zeit Wechselwirkung
Co p<<0,001 p<<0,001 p<<0,001 Co p<<0,001 p<<0,001 ns
Cu p<<0,001 p<<0,001 ns Cu p<<0,001 p<<0,001 0,001<p>0,005
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Der Gehalt an Zink (74/73 ug/g), Eisen (2600/
2560 ug/g) und Mangan (0,69/0,65 ug/g) bleibt
von D-PA unbeeinflufit. Allerdings steigt die Eisen-
konzentration in beiden Gruppen mit dem Alter der
Tiere von 725 ug/g auf 7600 ug/g an, wihrend der
Gehalt an Mangan von 0,7 ug/g auf 0,6 ug/g und
Zink von 80 ug/g auf 63 ug/g abfillt.

Nach Absetzen des Versuchsfutters erreicht die
Kupferkonzentration den Wert der Kontrollgruppe,
wihrend die Kobaltkonzentration etwas unterhalb
des Kontrollwertes bleibt.

Bereits 36 Stunden nach Versuchsbeginn ist die
Kupferkonzentration in der Niere (Abb. 6) auf
17,6 ug/g gesunken und bleibt wihrend des ge-
samten Versuches nahezu konstant. In der Kontroll-
gruppe findet in der gleichen Zeit ein Anstieg von
23,4 ug/g auf 57 ug/g statt.

Die Kobaltkonzentration erreicht bereits zwei Wo-
chen nach Versuchsbeginn ein Plateau von 480 ug/g,
das ziemlich konstant beibehalten wird.
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Abb. 6. Zeitliche Abhangigkeit der Kobalt- und Kupferkon-
zentration in der Niere. Korrelation Co-Cu in der Versuchs-
gruppe: r=0,29 ns. Ergebnisse der Varianzanalyse:

Gruppen Zeit Wechselwirkung
Co p<<0,001 p<0,001 ns
Cu p<<0,001 p<0,001 p<0,001

Die Zinkkonzentration (82/86 ug/g) ist leicht er-
hoht, wihrend der Gehalt an Eisen (220/228 ug/g)
und Mangan (3,3/3,3 ug/g) unverindert ist.

Nach Absetzen des D-PA-haltigen Futters erreicht
die Konzentration von Kupfer, Kobalt und Zink den
Wert der Kontrolltiere.

E-Modul-Bestimmungen. Abb. 7 veranschaulicht
den biphasischen Funktionsverlauf im Spannungs-
Dehnungs-Diagramm einer nativen Kollagenfaser.
Unter E, wird der untere und unter E, der obere
zu einer héheren Steigung abgeknickte lineare Be-
reich verstanden. Zu Versuchsbeginn lag der E;-
Modul der Schwanzsehnenfasern bei 4 x 108 N/m?
und der E,-Modul bei 5 x 108 N/m?2.

Im Verlauf der ersten Versuchswoche schwankten
sowohl die Ausgangs- als auch die Versuchswerte,
da junge und somit z.T. noch sehr diinne Fasern
aus praparationstechnischen Griinden nur schwer zu
vermessen sind. Dennoch erkennt man in Abb. 8,
daf} offenbar innerhalb eines Abschnittes von 20 —
30 Tagen kein signifikanter Unterschied in den
mechanischen Eigenschaften der Kontroll- und Ver-
suchsfasern besteht. Ab der 15. Versuchswoche ent-
nommene Fasern fithren zu E-Moduln, die nunmehr
deutlich von denen der Kontrollfasern abweichen
(Abb. 8). Die absolute Differenz ist dabei zwar
im E;-Modul geringer als im E,-Modul, und zwar
z.B. nach einer Versuchsdauer von ~330 Tagen
etwa 7,5 x 107 N/m? zu 108 N/m?2, relativ belauft sich
aber der Unterschied in beiden Fallen zwischen 13
und 24%. Auffilligerweise bleiben die E-Moduln
auch nach dem 270. Versuchstag, also nach Absetzen
von D-PA, annihernd gleich. Bemerkenswert ist fer-
nerhin das stetige Ansteigen der E-Moduln mit dem
Alter auch der Versuchstiere.

E-Modul-Messungen bei héheren Temperaturen.
Als Ausgangstemperatur wurde 20 °C gewihlt und
anschlieBend auf 50 °C erhoht. Messungen bei 50 °C
ergaben direkt nach dem Aufheizen einen Abfall im
E-Modul gegeniiber dem Ausgangswert bei 20 °C.
Nach etwa 10 Dehnungen bei 50 °C wurde jedoch
der Ausgangsmodul wieder erreicht. Bei 55 °C war
der E-Modul kaum meBbar, da die Fasern schon bei
kleinen Dehnungen rissen. Bei 53 °C konnte ein
starker Abfall des Moduls gegeniiber dem Ausgangs-
wert beobachtet werden; bei weiteren Dehnungen
wurde dieser Effekt noch verstarkt. Zudem wurde
die Probe zunehmend unelastischer, d.h. die Hy-
steresisschleifen waren nicht mehr geschlossen. Die
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Abb. 7. Biphasisches Spannungs-Dehnungs-Diagramm ©
einer nativ feuchten Kollagenfaser aus Rattenschwanz-
sehne, aufgenommen in horizontal angeordneter Mef3-
kiivette. Im Proportionalbereich weist die Kurve zwei
Steigungen auf, durch die zwei E-Moduln definiert sind

[11].

Alter = 22 Mon.

Dehnungsgeschwindigkeit = 8% /min

T=2 °C
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Abb. 9. Differentieller E-Modul von
51 Wochen alten Sehnenfasern in
. Abhingigkeit der Dehnung und
Temperatur. a) Kontrollfasern; b)

v nach 40 Wochen D-PA Applikation.

5 Dehnungsgeschwindigkeit: 8%/min.
Es wurden o-e-Kurven ausgewertet,

die dem Gleichgewichtszustand der
Fasern bei der jeweiligen Tempera-
tur entsprachen; d.h. die Faser
wurde so lange be- und entlastet,
bis der Konditionierungsvorgang
abgeschlossen war.
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urspriinglichen mechanischen Eigenschaften der Kol-
lagenfasern kehrten beim Abkiihlen nicht zuriick.

In Abb. 9 sind die Ergebnisse der Messungen bei
20 °C und 50 “°C wiedergegeben, und zwar wurden
o-¢-Kurven ausgewertet, die dem Gleichgewichts-
zustand der Fasern bei der jeweiligen Temperatur
entsprachen. Zu diesem Zweck wurden die Fasern
so lange be- und entlastet, bis der Konditionierungs-
vorgang abgeschlossen war. Weiterhin wurden die
o-e-Kurven durch Sekanten in Polygonziige zerlegt.
Die Steigungen dieser Sekanten wurden in E-Moduln
umgerechnet und gegen ¢ aufgetragen. Die E-Moduln
im herkommlichen Sinn, denen im Spannungs-Deh-
nungs-Diagramm ein geradliniger Kurvenverlauf
entspricht, werden im E-e-Diagramm durch horizon-
tale Kurvenabschnitte angezeigt. Da die Sekanten-
steigungen in diesen Bereichen um einen Mittel-
wert schwanken, wurden mit Hilfe der vorstehend
beschriebenen Methode lediglich die e-Bereiche fest-
gelegt, die den Moduln E; und E, entsprechen. Die
als horizontale Geraden in die Diagramme eingetra-
genen Moduln wurden dann aus den Originalkurven
direkt bestimmt. Wahrend nun bei den Kontroll-
fasern zwischen der 20°- und 50°-Kurve kein signi-
fikanter Unterschied besteht, fehlt bei den 50°-Dia-
grammen der Versuchsprobe der den E,-Modul anzei-
gende horizontale Kurvenabschnitt.

Parallel zu den mechanischen Messungen wurde
auch die Thermostabilitdt frei beweglicher Fasern
bestimmt; die Schrumpfungstemperaturen (7) er-
gaben keine signifikanten Unterschiede zwischen
Kontroll- und Versuchsfasern. Es konnte lediglich
ein altersbedingter Anstieg von ~58 auf ~61°C
bei beiden Tiergruppen registriert werden.

Auch die Methode der Réontgenbeugung ergab fir
beide Gruppen keine strukturellen Unterschiede.

Licht- und elektronenmikroskopisch wurden von
allen Versuchsgruppen Gewebsproben folgender Or-
gane untersucht: Leber, Milz, Niere, Herz, Aorta
und Nebenniere. Im Rahmen dieser Mitteilung wird
von einer ausfiihrlichen Besprechung der Befunde
abgesehen. Hervorzuheben bleibt:

1. An Lebergewebe einiger Tiere der 3., 4. und 6.
Versuchsgruppe war ein vendser Stau zu beob-
achten. Bei zwei dieser Versuchstiere fand man
vereinzelt hyalintropfige Hepatocyten, in denen
elektronenmikroskopisch  Fibrin nachzuweisen
war. Hinsichtlich des Lipid- und Glykogengehal-
tes beobachtet man bei den Kurzzeitversuchen
eine deutliche Lipidspeicherung in den Hepato-
cyten, teils in Form von Tropfen, teils als Mye-
linfiguren; der Glykogengehalt ist reichlich, je-
doch bis auf eine Vergesellschaftung mit Lipiden
unauffallig. Mit fortschreitender Versuchsdauer
gleichen sich die Befunde zwischen Kontrollen
und Versuchstieren immer mehr an. Quantitative
Unterschiede im Gehalt an Peroxysomen und
Mitochondrien wurden nicht erhoben. Gelegent-
lich konnte man aber vermehrt Lipoproteinvesi-
keln beobachten. Die Kollagenfibrillen aus der
Leberkapsel (Abb. 10) zeigen gegeniiber den
Kontrollen ein aufgelockertes Gefiige in der Art
von Aufspleilungen und Aufsplitterungen in

diinne Subfibrillenbiindel.

2. Das untersuchte Nierengewebe aus Versuchs- und
Kontrolltieren lichtmikroskopisch  keine
Unterschiede. Elektronenmikroskopisch ist bei
den Versuchstieren gelegentlich eine Vermehrung
an Myelinfiguren, vor allem in den proximalen
Tubuli festzustellen. Verdnderungen der Basal-
membran sowohl der Glomerula als auch der

zeigt
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Abb. 10. Subkapsuldar gelegene Kollagenfibrillen mit aufgelockertem Geflige aus dem Lebergewebe einer 48 Wochen unter
D-PA-Einfluf} gehaltenen Ratte. Die Pfeile markieren besonders auffallige Fibrillenbereiche. UO,-Ac. und Pb-Hydroxo-Nach-

kontrastierung. 1821/76; el. opt.: 18000 : 1.

Tubuli waren nicht nachzuweisen. Gelegentlich
konnte eine Schwellung der Podocyten beobach-
tet werden, verbunden mit Endothelliicken, je-
doch betrafen diese Verdnderungen jeweils nur
einen Teil der Glomerula.

3. Auch die untersuchten Myocardproben ergaben
keine signifikanten Unterschiede zweischen Ver-
suchs- und Kontrolltieren. In beiden Fallen wa-
ren grofle Phagolysosomen in Muskelzellen auf-
fallig.

4. Die Gewebsproben aus den Nebennieren waren
bei beiden Tierkollektiven unauffallig.

5. An den kleineren Arterien und Arteriolen der
Organe fand man gelegentlich im adventitiellen
Raum einzelne aufgelockerte Kollagenfibrillen,
wie sie auch in der Leberkapsel zu beobachten
waren. An grofleren Gefallen erschien jedoch das
Kollagen unauffallig. Die Gefdllendothelien und
vor allem die Sinusendothelien der Leber lassen
eine geringgradig erhohte Pinocytose erkennen.

Diskussion

Die Ergebnisse der Spurenelementanalyse haben
gezeigt, dafl die Wirkung von D-PA auf die Ele-
mentkonzentration in den einzelnen Organen recht
unterschiedlich ist. So konnte eine Erniedrigung bei

ausreichender diatischer Zufuhr nur fiir den Gehalt
an Kupfer und Kobalt festgestellt werden. Ein Zink-
mangel, wie er unter Beriicksichtigung der Metall-
D-PA-Affinitits-Reihe (Cu 2> Zn>Co>Fe>Mn)
zu erwarten gewesen wire und von Klingberg et al.
[16] bei einem Patienten unter D-PA-Therapie be-
obachtet wurde, war nicht zu registrieren. Vielmehr
bestatigen die in der Niere gefundene erhohte Zink-
konzentration und die konstanten Zinkwerte in den
tibrigen Organen die Untersuchungen von McCall
et al. [17]. Diese Autoren fanden eine erhohte Re-
sorption von Zink bei gleichzeitig vermehrter Aus-
scheidung des Elements nach Gabe von D-PA bei
Wilson- und Cystinurie-Patienten,
Kupfer eine negative Bilanz bestand.

wahrend fur

Auffalligerweise zeigten die untersuchten Organe
hinsichtlich ihrer Spurenelementspeicher ein unter-
schiedliches Verhalten gegeniiber D-PA. Ferner
konnte fiir alle Organe unter dem Einflu} von D-PA
ein Grenzwert der Elementkonzentration ermittelt
werden, der dann bis zum Versuchsende nicht mehr
unterschritten wurde. Fir den maximalen Kupfer-
mangel gilt die Reihenfolge Niere (30%), Milz
(40%), Herz (40%), Leber (64%) und Gehirn
(80%), wihrend die Kobaltabnahme den Trend
iber Leber (10%), Milz (35%), Herz (50%), Ge-
hirn (60%) und Niere (75%) zeigt.
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Die Ergebnisse fiihren weiter zu dem SchluB}, daf}
kein einfacher Zusammenhang zwischen Ausgangs-
konzentration und maximaler Erniedrigung besteht.
So fillt Kobalt in der Niere von einem Ausgangs-
wert von 800 ng/g nur um 75% ab, wihrend in der
Leber bei einer mittleren Konzentration von 210
ng/g in der Kontrollgruppe eine Abnahme um eine
Zehnerpotenz zu beobachten ist. Ahnliches gilt fiir
Kupfer in der Leber und Milz. Dies diirfte damit
zusammenhéngen, dall in den einzelnen Organen
fiir beide Elemente mehrere Depots unterschiedlicher
Bindungsstiarke vorliegen. So fordert Walshe [18]
fiir Kupfer mindestens zwei Pools, Haselring [19]
hingegen z.B. in der Leber mindestens drei Kom-
partments. In Anlehnung an diese Auffassung wire
somit gemil} eigener Daten das erste Depot mit sehr
schwacher Elementbindung bereits nach 36 h durch
D-PA geleert. Das zweite wére nach 8 — 12 Wochen
verarmt, wiahrend das dritte Depot schlie3lich inner-
halb der Versuchsdauer von 12 —40 Wochen keine
wesentliche Beeinflussung durch D-PA  erkennen
1aBt, trotz eines Uberschusses von 530 umol gegen-
tiber 117 umol an komplexierungsfahigen Metall-
ionen. So ist die Kupferkonzentration in Leber, Milz
und Niere bereits 36 h nach Versuchsbeginn stark
abgefallen, danach bleibt diese in der Niere nahezu
konstant, wahrend sie in Leber und Milz bis 12
Wochen nach Versuchsbeginn weiter abnimmt. Der
zeitliche Verlauf im Herzen deutet nur auf Kom-
partment 2 und 3 hin. Bemerkenswerterweise tritt
bei diesem Organ nach Erreichen des Minimums
am 56. Tage ein Regulationsmechanismus in Kraft,
der bis Versuchsende den Kupferverlust nahezu aus-
gleicht. Auch in der Leber und in der Milz ist nach
105 Tagen eine, wenn auch geringe, Kompensation
der Kupferwerte zu beobachten. Ahnliche Grenz-
werte fanden Owen [20] bei Ratten, die 200 Tage
eine Kupfermangeldidt erhielten und Wesch et al.
[21] wahrend des Wachstums experimenteller Tu-
moren in der Niere.

Betrachtet man weiter den Gehalt der Organe an
Kobalt, so ist die gute Korrelation mit den Kupfer-
werten Uberall dort aufféllig, wo ein deutlicher
Kupferverlust im Kompartment 2 auftritt (Leber,
Milz, Herz). Dagegen besteht keine Korrelation in
der Niere, wo ein unmittelbarer Abfall des Kupfer-
gehaltes erfolgt, wahrend der Kobaltwert erst nach
14 Tagen ein Minimum erreicht.

Die Besprechung dieser Befunde muf} zunachst
rein deskriptiv bleiben, da, wie gezeigt werden

konnte, unter diesen Versuchsbedingungen der Kup-
ferentzug selbst fiir die Biosynthese von'Kollagen eine
von fritheren Ergebnissen abweichende Bedeutung
[22] erlangt hat. So ist mit dem relativ raschen Ab-
fall des Kupfergehaltes auch der Sehnenfasern *
nicht sofort, sondern erst nach 20 —30 Tagen ein
Abfall der E-Moduln von Einzelfasern korreliert.
Es muf} auch offen bleiben, ob der auffillige Abfall
des Kobaltgehaltes nicht nur mit einem Eingriff in
den Stoffwechsel von Vitamin B;,, sondern evtl.
auch gekoppelt mit dem Kupfermangel mit einem
Einflul auf die Blutbildung [23] verbunden ist.

Schlieilich bleibt hervorzuheben, daf} die gefun-
denen Schwankungen der Spurenelementkonzentratio-
nen der Kontrollorgane auf ein Spurenelement-Re-
servoir hindeuten, das bei Bedarf (Schwangerschaft
oder Erkrankungen) schnell mobilisiert werden
kann. Bei chronischer Behandlung mit D-PA diirfte
aber dieses Reservoir nicht mehr zur Verfiigung
stehen, weshalb es angezeigt erscheint, in solchen
Fillen neben dem Kupfergehalt auch den an Kobalt
im Serum zu bestimmen.

Die mechanischen Messungen haben gezeigt, daf}
im Gegensatz zum raschen Abfall des Kupfergehal-
tes einiger Organe (s. z.B. Abbn. 5 und 6) die
mechanischen Eigenschaften von Kollagenfasern aus
den Schwanzsehnen innerhalb der Meligenauigkeit
bis zum 30. Versuchstag noch unbeeinfluf8t bleiben.
Demgegeniiber beschreibt Vogel [9] bereits nach
zwei Tagen Applikation von 12 — 120 mg D-PA/die
mit der Schlundsonde eine deutliche Abnahme des
E-Moduls und der Reififestigkeit der Rattenhaut. Nach
10 Tagen Versuchsdauer soll dabei die Rei}festig-
keit der Haut bis auf 60% und die der Sehnenfasern
bis auf 25-—50% abgenommen haben. Allerdings
lag die Fehlerbreite dieser Messungen bei + 30%,
was damit zu erklaren sein diirfte, dal Haut- und
Sehnenquerschnitte nur grob beriicksichtigt wurden.
Bei exakter Einbeziehung der Faserquerschnitte fin-
det man, wie aus Abb. 8 ersichtlich, nach 50 Wo-
chen-Applikation von ~75mg D-PA/die, den E,-
Modul um ~25% niedriger als den von Kontroll-
fasern. Es ist dabei auffillig, dall der Abfall des
E,-Moduls héher liegt als der des E;-Moduls. Da
nun der E;-Modul vorwiegend vom Grad der Betei-
ligung nicht-helikaler Schwanzpeptide an der Stabi-
lisierung der Faser bestimmt sein diirfte [24], wire
ein starkerer Abfall des E;-Moduls zu erwarten ge-

* Die an den Fasern ermittelten Werte streuten jedoch
sehr stark, weshalb von einer Wiedergabe abgesehen wurde.
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wesen. D-PA sollte namlich gerade Vernetzungs-
reaktionen zwischen diesen nicht-helikalen Peptiden
und benachbarten Dreierschrauben hemmen bzw.
blockieren. Offenbar kommt aber bei der Bestim-
mung des E,-Moduls hinzu, daf} infolge einer gestor-
ten intermolekularen Vernetzung nicht nur £, , son-
dern auch der E-Modul der Hauptketten, also E,,
erniedrigt erscheint, und zwar wegen eines E;-ab-
hingigen, nunmehr reduzierten Kraftflusses. Anders
verhalt es sich bei der Ermittlung der E-Moduln
unterschiedlich alter Fasern. Hier zeigt der E-
Modul (Abb. 8), wie zu erwarten, relativ zu E,
einen stirkeren Anstieg in Abhingigkeit vom Alter,
konform der Zunahme intermolekularer Vernetzun-
gen [24].

Bei einer Dosis von 30 mg D-PA/die ermittelten
Nimni und Bavetta [4] an Rattenhautkollagen eine
Abnahme der Zugfestigkeit um etwa 80%; bei einer
Dosis von 90 mg D-PA/die [8] einen Festigkeits-
abfall der vermessenen Hautstreifen um 907 unter
Berticksichtigung des Gesamtkollagengehaltes; bezo-
gen auf den Anteil an unléslichem Kollagen verblieb
eine Abnahme um ~447% des Kontrollwertes. Da
auch bei diesen Messungen keine Querschnittsbestim-
mungen einbezogen wurden, ist ein Vergleich mit
den hier besprochenen Ergebnissen nur qualitativ
moglich. Auffallig bleibt jedoch in jedem Fall, daf}
offenbar der Einflul von D-PA auf Hautkollagen
grofler ist als auf Sehnenkollagen, d.h. also, dal}
unter Annahme eines einheitlichen Wirkungsmecha-
nismus die Anfélligkeit der Biosynthese stabilisie-
render Vernetzungen je nach dem Ursprung der
Kollagenfasern verschieden sein miifite. So findet
Siegel [22] in Sehnenkollagen einen hoheren Anteil
an Dihydroxylysinonorleuxin (Ille) als in Hautkolla-
gen und fihrt dies auf eine evtl. durch D-PA ver-
anderte Lysyloxidase-Substrat-Affinitat oder
eine Aktivierung einer spezifischen Hydroxylysyl-
oxidase zurlick. Beglinstigend kommt hinzu, daf} das
bei der Verkniipfung eines Hydroxyallysin- mit

auf
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xylysinohydroxynorleucin (IIla) stabiler wird als
II¢, und zwar infolge einer nachfolgenden Amadori-
Umlagerung [25] zum Hydroxylysin-5-keto-norleu-

cin (IIIb).

Offenbar deshalb gelingt es diesen Querbindungs-
typ analytisch zu erfassen, wihrend z.B. die
Schiff’sche Base aus II erst nach vorausgegangener
Uberfiihrung in die stabilere Form durch Reduktion

mit Na-BH,
(R*"N=CH-'R ™"@ R-NH - CH,'R)

zuganglich wird [26].

Da nun weiterhin die Initialreaktion der Thiazo-
lidin-Ringbildung (I), dhnlich wie bei II iiber eine
Schiff’sche Base (Ie), mit anschliefender nukleo-
philer Addition der SH-Gruppe, abliuft, sollte die
Prioritat von Id oder II allein von der Stabilitat
der jeweiligen Schiff’schen Base abhéangen. Nun
wird die Schiff’sche Base nach I durch den Thiazo-
lidinring stabilisiert, weshalb mit Siegel [22] an-
genommen werden kann, dal} eine Blockierung der
Allysinreste gemall I Prioritdt hat. Somit ist zu er-
warten, daf} der Einflul von D-PA dort am grofiten
sein diirfte, wo der Gehalt des Kollagens an Hydro-
xylysin und somit die Voraussetzungen fiir Ver-
netzungen gemif} IIl am geringsten sind. Dariiber
hinaus diirfte die Anwesenheit von Thiazolidinderi-
vaten auch nach Absetzen von D-PA eine dichte
Packung der Kollagenhauptketten innerhalb dieser
Bereiche erschweren und hierdurch evtl. auch die
Biosynthese allerdings noch umstrittener polyfunk-
tioneller Querbriicken [27] storen. Eine Hemmung
der Lysyloxidase soll hingegen erst nach Verab-
reichung hoherer Dosen (>100 mg D-PA/die)
[28] resultieren. So gesehen erscheint es verstand-
lich, dal} Hautkollagen wegen seines hoheren Anteils
an Typ-I1I-Kollagen verbunden mit einem niedri-
gen Hydroxylysingehalt (Tab. 1) von D-PA stéarker

Tab. 1. Gegeniiberstellung der Hydroxylysin/Lysingehalte
einzelner Kollagentypen. S: Sehnen; K: Knochen.

Reste/1000 Typ Is Typ Ik Typ II Typ 111

Hylys/Lys 9/26 19/18 14/22  6/30

beeinfluBt wird als Sehnenkollagen. In guter Uber-
einstimmung hiermit steht auch die Beobachtung,
daBl Knochen- und Knorpelkollagene von vergleich-
D-PA-Dosen nicht beeinflult

baren werden, im
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Unterschied zu dem auf einer durch A-Aminopro-
pionitril irreversiblen Inhibierung der Lysyloxidase
[29, 30] beruhenden Osteolathyrismus.

Wiahrend nun das mechanische Verhalten der
Kollagenfasern durch D-PA beeinflufit wird, blieb
die Thermostabilitat isolierter Sehnenfasern inner-
halb der Mellgenauigkeit unverandert. Die Schrump-
fungstemperatur (7) der Fasern dnderte sich aller-
dings sowohl bei den Versuchs- als auch den Kon-
trolltieren in Abhéngigkeit vom Alter. Daraus geht
hervor, dall der die Thermostabilitit mitbestim-
mende altersbedingte Vernetzungsanstieg offenbar
von durch D-PA nicht beeinflulbaren Querbriicken
getragen wird. Es ist naheliegend fiir diesen Ver-
netzungsanstieg, Querbriicken zwischen Hydroxy-
allysin und Hydroxylysinresten gemaf} III verant-
wortlich zu machen, da sie durch D-PA nicht inhi-
biert werden und zudem relativ thermostabil sind.
An Hautkollagen fand Nimni [8] nach 45-stiindiger
D-PA-Applikation (90 mg/die) auffilligerweise
keine Hitzeschrumpfung, und zwar auch nicht bei
Erwirmen auf 15 °C oberhalb der Kontroll-T. Aller-
dings wurden diese Befunde nicht durch Messen der
T, sondern der Kontraktionsspannung vorbelaste-
ter Hautstreifen erzielt. Nimni deutet das Ausblei-
ben einer thermischen Kontraktion als Folge des
Fehlens bzw. Verlustes sdmtlicher intermolekularer
Querverbindungen. Entsprechend soll nach Ver-
netzung der Hautstreifen mit 107! —1073M Glu-
taraldehydlosung das Schrumpfungsverhalten wie-
derhergestellt sein. Theoretischen Uberlegungen zur
Folge konnten intermolekular unvernetzte Polypep-
tidketten wegen ihrer freien Beweglichkeit bei Er-
wirmen eine Entdrillung durchaus auch ohne Beein-
flussung der Quartarstruktur, d. h. Faserldnge erfah-
ren. Somit sollte die von Nimni an Hautstreifen
D-PA-behandelter Tiere gemessene Zugfestigkeit al-
lein durch zwischenmolekulare Nebenvalenzkréfte
getragen worden sein.

Die bei der Registrierung der Kontraktionsspan-
nung auftretende Erschlaffung der lingere Zeit auf
eine bestimmte Temperatur gebrachten Kollagen-
fasern fiihrte Verzar [31] ebenfalls auf eine Zer-
storung intermolekularer Bindungen zuriick. Aller-
dings wurden damals fiir die Stabilisierung der Fa-
sern noch Esterbriicken angenommen.

Anders als bei der Schrumpfungstemperatur-Be-
stimmung 1t der der Abb.9 zugrunde liegende
neuartige Versuch, den gesamten o-¢-Kurvenverlauf
thermisch belasteter Fasern einer Auswertung zu-

ganglich zu machen, einen Unterschied zwischen Fa-
sern von Kontroll- und D-PA-Tieren erkennen. Und
zwar durfte der Ausfall des dem E;-Modul zuzu-
schreibenden Kurvenabschnittes darauf hinweisen,
dall, wie vermutet, innerhalb dieses Bereiches die
Blockierung quervernetzender Schiff’scher Basen
durch D-PA stattgefunden hat. Interessanterweise
hatte aber ihr Fehlen keinen mefbaren Einflul} auf
die T . Somit miissen verbliebene zwischenmoleku-
lare Nebenvalenzkrifte diesen Ausfall an mecha-
nisch unbelasteten Fasern kompensiert haben. So
konnte auch an dermatosparaktischem Kollagen ge-
zeigt werden, dall mit Ansteigen stabilisierender
Nebenvalenzkrifte die Thermostabilitdt mechanisch
unbelasteter Fasern zunimmt [32].

Die durchgefiithrten licht- und elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen an Gewebsproben aus
Leber, Niere, Milz, Herz, Aonta und Nebenniere
haben keinen Hinweis dafiir erbracht, daf} sich unter
der D-PA-Einwirkung innerhalb der angegebenen
Versuchszeiten morphologisch falbare Verdnderun-
gen abspielen. Einschriankend muf} allerdings geltend
gemacht werden, daf} keine morphometrischen Para-
meter an Mitochondrien und Peroxysomen, wie z. B.
von Riede et al. [33] ermittelt wurden. Auch konn-
ten in keinem Fall in den Hepatocyten Riesenmito-
chondrien beobachtet werden, wie sie von Tandler
und Hoppel [34] nach tierexperimenteller Verab-
reichung des Kupferchelatbildners Cuprizon (bis-
Cyclohexanon-oxaldehydrazon) beschrieben wurden.
Allerdings traten diese Mitochondrien auch nach
gleichzeitiger Verabreichung von Kupfersulfat auf,
weshalb vermutet wurde, daf} die Auswirkungen
von Cuprizon auf subzelluliarer Eberie nicht allein
durch eine Kupferverarmung ausgelost sein diirften.

Die bis zur 6. Versuchswoche voriibergehend auf-
tretenden Verdnderungen, vor allem in der Leber,
scheinen dafiir zu sprechen, dall mit Beginn des
Kupferentzugs Stoffwechselstorungen einhergehen,
die jedoch mit der Zeit ausgeglichen werden. Ledig-
lich die Kollagenfibrillen einzelner Organe erschei-
nen auch noch nach einem Jahr Versuchsdauer hiu-
figer aufgelockert als in den entsprechenden Kon-
trollgeweben im Sinne einer lang anhaltenden
Blockierung funktioneller Gruppen gemifl I. Die
Vermutung, daf} u.U. morphologisch faBlbare Ab-
weichungen in den Gefdllwinden vorliegen konnten,
hat sich nicht bestitigt. Andererseits ist aber be-
kannt, dall als Folge einer Kupfermangeldiat z. B.
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an Schweinen eine Pradisposition zu Gefdfrupturen
beobachtet wurde [35, 36].

Abschlielend bleibt hervorzuheben, daf} auch die
vorliegenden Befunde eine hohe Spezifitdt von D-PA
fir Kupferionen unterstreichen, gleichzeitig aber
auch eine vergleichbar hohe Affinitdt zu Kobalt-
ionen erkennen lassen. Es erscheint daher wichtig,
auf mogliche Konsequenzen, insbesondere im Zu-
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