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Act ion  of H y d r o x y c h l o r o q u i n e  on the Ske le ta l  Musc le  in v i tro  

GREWAL and  SHARMA ~ showed t h a t  chloroquine ,  mepa-  
crine, qu in ine  and  qu in id ine  caused  t h e  depress ion  of t he  
c o n t r a c t u r e  of t he  rec tus  abdomin i s  p roduced  b y  acetyl -  
chol ine as well  as t he  depress ion  of t he  t w i t c h  t ens ion  
and  t e t a n u s  in the  gas t rocnemius  sciatic p repa ra t ions .  
We  h a v e  s tud ied  the  ac t ion  of 4 -aminoqu ino l ine  an t i -  
ma la r i a l  h y d r o x y c h l o r o q u i n e  (HCQ) on t h e  isola ted frog 
rec tus  a b d o m i n i s  s t i m u l a t e d  b y  ace ty lchol ine .  

The  frog rec tus  a b d o m i n i s  was suspended  in a 10 ml  
b a t h  c o n t a i n i n g  frog R inge r  solut ion.  T he  effect  of acetyI-  
chol ine was observed  b y  expos ing  t he  muscle  to  5.5 • 
1 0 - 6 M  ace ty lcho l ine  in R inge r  so lu t ion  for 1.5 rain.  The  
ace ty lcho l ine  so lu t ion  was t h e n  replaced  b y  R inge r  solu- 
t ion  a n d  a f t e r  5 ra in  the  s ame  p rocedure  was r epea t ed  
ti l l  3 consecu t ive  ace ty lcho l ine  responses  were equal.  
T h e n  t he  b a t h  was filled w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  concen t r a -  
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The dose response curve of the average results of hydroxychloro- 
quirle on the frog rectus abdominis. 

t ions  of t he  drug  in R inge r  solut ion and  left  in c o n t a c t  
w i th  the  muscle  for 1 rain Af ter  th i s  the  ace ty lchol ine  
was added  and  t he  effect  was  observed  for 1.5 min.  The  
add i t i on  of the  f resh R inge r  so lu t ion  w i th  ace ty lcho l ine  
was r epea t ed  eve ry  5 m i n  un t i l  t h e  con t r ac t i on  r e t u r n e d  
to  the i r  or iginal  he ight .  5 expe r imen t s  were m a d e  us ing  
4 d i f fe ren t  mola r  concen t r a t i ons  of HCQ:  1 . 1 5 •  
2 . 3 •  4; 4 . 6 •  a n d  9 . 2 •  ~. 

The  effect  of HCQ on t he  c o n t r a c t u r e  p roduced  b y  t h e  
frog rec tus  a b d o m i n i s  in response  to ace ty lchol ine  admin -  
i s t r a t ion  is shown  in t he  Figure.  Accord ing  to our  resul t s  
HCQ p r o v e d  to h a v e  a dose- re la ted  i n h i b i t o r y  effect  on  
the  c o n t r a c t i o n  of t he  frog rec tus  a b d o m i n i s  caused  b y  
acetylchol ine .  This  effect  is in  a g r e e m e n t  w i th  t he  
p rev ious ly  descr ibed inf luence  of c h l o r o q u i n e l  b u t  differs 
f rom the  inf luence of t he  f u r t h e r  4 -aminoch ino l ine  an t i -  
m a l a r i a l - a m o d i a q u i n e  which  increases  t he  t onus  of iso- 
l a ted  m. rec tus  a b d o m i n i s  of the  frog a n d  p o t e n t i a t e s  t he  
effect  of t he  l a te r  added  acetylcholineS.  

Zusammen/assung. H y d r o x y c h l o r o q u i n e  v e r m i n d e r t  die 
Ace ty l cho l inwi rkung  a m  M. rec tus  abdomin i s  des Fro-  
sches. 
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Das  L - I s o m e r e  als  t e r a t o g e n e s  Pr inz ip  der  N - P h t h a l y l - D L - g l u t a m i n s f i u r e  

I n  unsere r  vor igen  Mi t t e i lung  wurde  gezeigt, dass  
N-Ph tha ly l -DL-g lu t amins~ure  eine s t a rke  e m b r y o t o x i s c h e  
W i r k u n g  bei  der  Maus  (SWS) anfweis t  ~. D u r c h  die vor -  
l iegende U n t e r s u c h u n g  soll geklgr t  werden,  ob  die bei  
der  r acemischen  N - P h t h a l y l - g l u t a m i n s / i u r e  fes tges te l l te  
biologische A k t i v i t ~ t  n u r  e inem der  op t i schen  I somere  
z u k o m m t  oder  ob be ide  op t i sch  a k t i v e n  F o r m e n  embryo-  
tox i sch  sind. Die t e ra to log i sche  Pr i i fung  erfolgt  wieder  
a n  der  SVVS-Maus n a c h  i.p. I n j e k t i o n  in K o m b i n a t i o n  
m i t  Tween  20. 

Zur  Her s t e l lung  der  op t i sch  a k t i v e n  N - Ph t ha l y l -g lu -  
tamins~turen  bewghr t e  sich die P h t h a l y l i e r u n g  m i t  N- 
A t h o x y c a r b o n y l - p h ~ h a l i m i d  n a c h  NEFKENS 2,a. Dieses 
e infache  V e r f a h r e n  is t  den  / i l teren D a r s t e l l ungs me tho -  
den~77 vorzuziehen ,  da  seine s c h o n e n d e n  B e d i n g u n g e n  
die Gefahr  einer  R a c e m i s i e r u n g  ausschliessen.  Die spe- 
zifische D r e h u n g  der  N-Ph tha ly l -g lu t amins /~u ren  soll te 
in Z u k u n f t  e inhe i t l i ch  in D ioxan  b e s t i m m t  werden  ; wegen 
der  A lka l i empf ind l i chke i t  dieser S u b s t a n z e n  r a t e n  s u c h  
wi t  d r i ngend  d e v o n  ab, die po la r ime t r i sche  Messung in 
wi s s r ige r  Soda l6sung  v o r z u n e h m e n  s,9. 

N-Ph tha ly l -L-g lu t amins / iu re  : Aus L-Glutamins~Lure u n d  
N - A t h o x y c a r b o n y l - p h t h a l i m i d  erhie l t  m a n  i n  64%iger  
A u s b e u t e  ein R o h p r o d u k t  yore  Stop. 154-156 ~ das  
noch  zweimal  aus  Wasse r  umkr i s t a l l i s i e r t  wurde :  Smp.  
160-161~ [o~]~ 5 - - 4 8 , 3  ~ (c = 3,04; D ioxan ) .  

N-Phtha ly l -D-g lu tamins~ ture :  n - G l u t a m i n s ~ u r e  wurde  
u n t e r  den  gleichen B e d i n g u n g e n  wie ihr  z - I someres  

p h t h a l y l i e r t  (Stop. 155-156~ 65% d .Th. ) .  N a c h  zwei- 
ma l i gem Umkr i s t a l l i s i e ren  aus  ~Tasser w a r e n  die phys i -  
ka l i schen  D a t e n  k o n s t a n t .  Die f iber  P~O 5 g e t r o c k n e t e n  
fa rb losen  Kr is ta l le  (taflig, m i t  q u a d r a t i s c h e m  bis  rech t -  
eckigem Umriss)  schmolzen  bei  160-161 ~ [~]~ = + 48,1 ~ 
(c = 2,97; Dioxan) .  - Beide  I somere  s t i m m t e n  im chro-  
m a t o g r a p h i s c h e n  V e r h a l t e n  sowie im N M R -  und  UV-  
S p e k t r u m  m i t  a u t h e n t i s c h e r  N-Ph tha ly l - I )L-g lu t amin -  
sgure  i iberein.  

E inze lhe i t en  t iber  T i e rha l tung ,  k t ins t l iche  B e s a m u n g  
sowie die Me thode  der  S c h n i t t e n t b i n d u n g  und  U n t e r -  
Suchung auf  e m b r y o t o x i s c h e  W i r k u n g  f inden  sich u n t e r  
1.c. 1. Alle V e r a b r e i c h u n g e n  er folgten  zwischen d e m  7. his  
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Optische Isomere der N-Phthalyl-glutamins~iure: Priifung ihrer embryotoxischen Wirkung in Kombinafion mit Tween 20 
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Gruppe Verabreichte Appli- Dosis~ Mutter- Implan- Resorptionen Feten 
Nr. Substanz kation tiere tationen Gesamt Miss- 

am Tag gebildet 
p.e. I R R F M M 

T[%] F-I%] 
I N-Phthalyl-L- 7 200 mg/kg 1 19 5 26,3 14 0 0 

glutamins/~ure ~ 7 400 mg/kg 2 28 14 50,0 14 1 7,1 
8 200 mg/kg 5 66 44 66,7 22 10 45,5 
9 100 mg/kg 4 56 9 16,1 47 3 6,4 
9 200 mg/kg 6 88 18 20,5 70 24 34,3 
9 400 mg/kg 9 121 65 53,7 56 50 89,3 

10 400 mg/kg 3 41 5 12,2 36 2 5,6 
II N-Phthalyl-D- 7 1600 mg/kg 5 75 5 6,7 70 0 0 

glutamins~iure b 8 1600 mg/kg 5 64 3 4,7 61 0 0 
9 320 mg/kg 2 31 1 3,2 30 0 0 
9 640 mg/kg 4 53 1 1,9 52 0 0 
9 1280 mg/kg 5 67 3 4,5 64 0 0 

10 1280 mg/kg 3 38 1 2,6 37 0 0 
III Physiol. NaC1-L6sung 7, 8, 9 40 ml/kg 25 341 9 2,6 332 0 0 

oder 10 
IV Physiol. NaC1-L6sung 7, 8, 9 40 ml/kg 29 377 19 5,0 358 0 0 

+ Tween 20 (3 : 1) oder 10 
V Normattiere - 20 256 9 3,5 247 0 0 

a Verabreicht als 2%ige L/3sung in einer Mischung aus physiologischer Kochsalzl6sung und Tween 20 im Verh~ltnis 3:1. b Konzentration 
der injizierten L/Jsungen: 2% am Tag 7 und 8, dagegen 3,2% am Tag 9 und 10 p.e.; L6sungsmittel: Misehung aus physiologiseher Koch- 
salzl6sung/Tween 20 = 3 : 1. c Die Verabreichung erfolgte als einmalige i.p. Injektion. 

10. Tag p.c. du rch  in t raper i tonea le  l n j e k t i o n  als e inmalige 
Dosis. 

Den  M~nsen (SWS) in Gruppe  I appl iz ier ten  wir je 
100, 200 bzw. 400 mg/kg  N-Phtha ly l -L-g lu tamins~ure  als 
2%ige L6sung in einer Mischung aus physiologischer  
Kochsalz l6sung und  Tween 20 im Verh~l tnis  3:1 (Ta- 
belle). 

Die Tiere der  Gruppe  11 erhie l ten  am 7. bzw. 8. Tag p.c. 
je 1600 mg/kg  N-Phthalyl-D-glutamins/~ure in F o r m  einer 
2%igen  L6sung;  an den Tagen 9 und  10 p.o. wurde  eine 
3,2%ige L6sung des D- lsomeren  verabre ich t ,  und  zwar  
320, 640 bzw. 1280 mg/kg  am Tag 9 und  1280 mg/kg  am 
Tag 10. Das L6sungsmi t t e l  war  in beiden Fg.llen wieder  
physiologisehe Kochsa lz l6sung/Tween 20 = 3 : 1. 

Zur Kont ro l le  des LSsungsmit te le inf lusses  in j iz ier ten 
wir den M i n s e n  in Gruppe  I I I  je 40 ml /kg  physiologischer  
Kochsalz l6sung und  in Gruppe  IV  je 40 ml /kg der Mi- 
schung  physiologische Kochsa lz l6sung/Tween 20 = 3:1. 
Die Normal t ie re  (Gruppe V) wurden  wie die Versuchst iere  
geha l ten  und  ebenfalls  am Tag 181/2 p.c. s chn i t t en tbun d en .  

Die Auswer tung  der  Wfirfe ergab folgenden Befund :  
Die L - F o r m  der  N-Ph tha ly l -g lu tamins / iu re  (Gruppe I) 
zeigt an den Tagen 7 und  10 p.c. bei einer  e inmal igen 
Dosis yon  400 mg/kg  einen schwachen  t e r a togenen  Ef-  
fekt ;  am 8. und  9. Tag t r e t en  schon mi t  200 mg/kg  bei 
m e h r  als 30% der  F e t e n  Missbi ldungen auf. Die Resorp-  
t i ons ra t en  aller M~use in Gruppe  I s ind gegeniiber den 
en t sp rechenden  W e r t e n  der Kont ro l l t i e re  (Gruppe IV) 
bei  einseit iger I n t e r p r e t a t i o n  der  TestgrSsse und Zu- 
grundelegung der  5%-Sicherhe i t sg renze  s ta t i s t i sch  signi- 
f ikan t  e rh6h t  1~ Am Tag 10 p.c. h a t  die In jek t ion  gleicher 
Subs t anzmengen  einen wesent l ich  ger ingeren embryo-  
tox ischen  Ef fek t  als am Tag 9. Das D-Isomere der  
N-Ph tha ly l -g lu tamins i iu re  (Gruppe II) dagegen f i ihrt  we- 
der  zu Missbi ldungen noch zu einer  Ste igerung der  
Resorp t ionen .  Das negat ive  Resu l t a t  fiir das D-Enant io-  
mere  b le ib t  selbst  bei  der  Dosierung yon  1600 mg/kg  
bes tehen.  

Als Missbi ldungsformen t r e t en  ausschliessl ich Exence-  
pha l ien  auf, wenn  die Appl ika t ion  an den Tagen 7 oder  
8 p.c. erfolgt. Bei den Feten ,  die den Appl ika t ions tagen  

9 und 10 e n t s t a m m e n ,  l inden  sich Anomal ien  im Bereich 
der  Wirbelsgmle, der  R i p p en  und  der Ex t remi tXten  (iiber- 
wiegend prox imale  Hemimelie ,  vere inzel t  Phocomel ie  und  
Amelie 11) ; die Kopfregion  ist hier  unver / inder t .  Die Miss- 
b i ldungen nach  Verabre ichung  des L-Isomeren entspre-  
chen auch sons t  den nach  racemischer  N-Ph tha ly l -  
glutamins~ture 1 oder  nach  Tha l idomid  bei der  SWS-Mans  
b e o b a c h t e t e n  Formen,  deren  detai l l ier te  Beschre ibung  
Gegens tand  einer vergle ichend ana tomischen  Unte r -  
suchung  sein wird. 

Wie die Versuchsergebnisse  zeigen, bes i tz t  ausschliess- 
lich die L-Form der  N-Phthalyl -glutamins~iure  embryo-  
toxische  AktivitRt,  wXhrend das D-Isomere un te r  gleichen 
exper imente l l en  Bed ingungen  keinen Einf luss  auf die 
F r u c h t  ausiibt .  Der  embryo tox i sche  Ef fek t  der racemi-  
schen N-Phtha ly l -g lu taminsXure  kann  somit  n ich t  auf die 
im D-Isomeren en tha l t ene  k6rper f remde  D-Glutaminsg.ure 
zurtickgehen. Aufgrund  der s tereospezif ischen W i rk ung  
muss  andererse i t s  fiir N-Phthalyl-L-glutamins~Lure ein 
enzymat i sche r  Tei lschr i t t  in der  zur E m b r y o p a t h i e  fiih- 
r enden  Reak t ionske t t e  a n g e n o m m e n  werden.  

Summary .  The te ra togen ic i ty  of opt ical  an t ipodes  of 
ph tha loy l -g lu tamic  acid, a me tabo l i t e  of tha l idomide ,  
was de t e rmined  by  admin i s t e r ing  i.p. to p r eg n an t  mice. 
The in jec ted  solut ion conta ined  Tween 20 as solubilizer. 
U n d e r  the  condi t ions  of expe r imen t  t he  L-isomer was 
found to be embryotoxic ;  whereas  the  D-form was devoid  
of any  e m b r y o p a t h i c  proper t ies .  
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