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Abstract—In the rat acetophenetidin causes methemoglobinemia, which reaches a
plateau in 2 hr. The formation of methemoglobin by acetophenetidin is diminished by
barbiturates. In equieffective doses of several barbiturates—phenobarbital, hexobarbital,
pernocton® = 5-(2-bromallyl)-5-(1-methyl-propyl)-barbituric acid and eunarcon® =
5-(2-bromallyl)-1-methyl-5-isopropylbarbituric acid—the maximal production of methe-
moglobin was decreased by 2/3. Inhibition of the metabolic transformation of aceto-
phenetidin may be responsible and consequently the treatment with barbiturates cause
an increase in the serum concentration of acetophenetidin. Since the methemoglobin
formation induced by p-phenetidin was also inhibited by barbiturates, the decline in
methemoglobin caused by barbiturates may be due to an inhibition of the N-hydroxy-
lation.

DoLL UND HACKENTHAL! fanden bei Untersuchungen iiber die Methimoglobin-
Bildung beir der Katze in Pernocton-Nakose nach Verabfolgung von Anilin-Derivaten
(z.B. nach Phenacetin) nur relativ niedrige Methdmoglobin-Konzentrationen. Wir
hingegen erhielten trotz gleicher Phenacetin-Dosis allerdings oAne Pernocton-Narkose
Methimoglobin-Konzentrationen, die um das Doppelte hoher lagen. Erst bei Veris-
abreichung von Phenacetin in Pernocton-Narkose konnten wir ein mit den Resultaten
von Doll und Hackenthal weitgehend iibereinstimmendes Ergebnis erzielen. In der
untenstechenden Tabelle 1 sind die Methimoglobin-Konzentrationen einander
gegeniibergestellt.

TABELLE 1. METHAMOGLOBIN-KONZENTRATION BEi DER KATZE
UNTER PERNOCTON UND PHENACETIN

Prozent Methdmoglobin des Gesamthiamoglobins

Lp. Doll und
75 mgfkg Hackenthal eigene Versuche
Phenacetin
(Katze) mit Pernocton  ohne Pernocton  mit Pernocion
25 mg/kg
180 min
nach_ 22 46 15
Applikation (n=4 (n=2) (n=2)

Diese in Pernocton-Narkose stark verringerte Methdmoglobin-Entstehung veran-
laBte uns, in einer groBeren Versuchsreihe zu priifen, ob die gleichzeitige Verabrei-
chung eines Barbiturates die Bildung von Methdmoglobin durch ein Anilin-Derivat
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zu hemmen vermag. Als Ursache fiir diesen Effekt wurde die Moglichkeit in Erwigung
gezogen, daB durch Barbiturate die metabolische Elimination der Anilin-Derivate
verzdgert wird.2

Die Hemmung der metabolischen Umwandlung von Pharmaka durch Stoffe wie
SKF 525-A == a,a-Diphenyl-a-propylessigsidure-g’-difithylaminodthylester,3: ¢ CFT
1201 = Phenyldiallylessigsdure-g-didthylaminofithylester® oder Lilly 18 947 = 2,4-
Dichlor-6-phenylphenoxyithyl-diithylamin® ist schon linger bekannt. Weniger
gelidufig sind dagegen die im folgenden genannten Beispiele einer Abbauhemmung,
die einer Arbeit von Kato und Mitarb.? entnommen sind: Glutethimid hemmt,
dhnlich wie SKF 525-A, bei Ratten die Elimination von Meprobamat und Chlor-
cyclizin hemmt die Elimination von Pentobarbital. An gleicher Stelle haben Kato und
Mitarb. an eciner groBen Zahl von Stoff-Kombinationen gezeigt, daB es bei gleich-
zeitiger Einwirkung von zwei oder mehreren Stoffen hiufig zu wechselseitiger Be-
einflussung des Abbaus kommt. Es kann daher erwartet werden, daB bei kombinierter
Anwendung von Pharmaka noch viele unbekannte Maoglichkeiten gegenseitiger
Beeinflussung in Erscheinung treten werden, wobei durch Verzogerung der Elimina-
tion eines Stoffes durch einen anderen im allgemeinen eine Steigerung und Verlidn-
gerung der Wirkung bzw. eine Zunahme seiner Toxizitiit zu erwarten ist. Die vorlic-
genden Untersuchungen stellen insofern einen Sonderfall der Auswirkung einer
Arzneimittel-Kombination dar, als die Toxizitdt eines Pharmakons, gemessen an der
Methdmoglobin-Konzentration im Blut, durch ein gleichzeitig verabreichtes zweites
Pharmakon abgeschwicht wird.

METHODIK
Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Fiir die eingangs erwihnten Versuche (siehe Tabelle 1) wurden erwachsene Katzen
mit einem Gewicht zwischen 2 und 3 kg verwendet. Zu allen iibrigen Versuchen wurden
weibliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von ca. 250 g herangezogen.

Folgende Stoffe wurden verabreicht : Phenacetin, DAB 6 (Farbwerke Hoechst AG),
p-Phenetidin (freie Base), Phenobarbital = Luminal-Natrium (Farbenfabriken Bayer
AG), Hexobarbital = Evipan-Natrium (Farbenfabriken Bayer AG), Pernocton = 5-
(2-bromallyl)-5-(1-methyl-propyl)-barbiturséure (Riedel de Haén AG) und Eunarcon
= 5-(2-bromallyl)-1-methyl-5-isopropyl-barbitursiure (Riedel de Haén AG). Phenace-
tin und p-Phenetidin wurden 0-5% in 0-9% NaCl-L&sung im Mdrser zur Suspension
zerriecben. Zur Stabilisierung wurde 0-19% Traganth zugefiigt. Bei gleichzeitiger
Applikation eines Barbiturates wurde dieses in einer Konzentration, dic der ange-
gebenen Barbiturat-Dosis entsprach, der Phenacetin— bzw. p-Phenetidin-Suspension
beigemischt. Die Verabreichung erfolgte in allen Fillen i.p.

Das Blut fiir die Methidmoglobin-Bestimmung wurde den Katzen nach Hautschnitt
am Ohr und den Ratten nach Schnitt in eine Sublingualvene entnommen. Zur Be-
stimmung der Phenacetin-Konzentration im Serum wurde das Blut am Versuchsende
durch Herzpunktion in Athernarkose entnommen.

Bestimmung des Methdmoglobins

Die Methode von Havemann und Mitarb.® zur Bestimmung des Methdmoglobin-
Anteils am Gesamthdmoglobin wurde so modifiziert, daB die Messung im Photometer
Eppendorf durchgefiihrt werden konnte.
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Vorgehen: 0-2 ml Blut werden sofort in 2-0 mi Aqua bidest. durch kurzes Um-
schiitteln hémolysiert. AnschlieBend werden die Blutkdrperchenfragmente des
Hémolysates bei 4500 U/min abgeschleudert (5 min). Das iiberstehende Hidmolysat
wird mit 8-0 ml Phosphat-Puffer, pH 69 (6:9 g Na;HPO4.2H0 + 3-8 g KH2POy in
1000 ml Aqua bidest.) verdiinnt. Die Messung erfolgt bei 623 myp im Photometer
Eppendorf. Hierzu werden von dem gepufferten Himolysat je 2-5 mi in 2 Glaskii-
vetten (d = 1-0 cm) gegeben. Nach Priifung der Extinktionsgleichheit beider Kiivetten
wird das Photometer auf die Extinktionsmarke 0-20 anstelle auf 0-00 eingestellt.
Sodann wird in die eine Kiivette 1 Tropfen einer 10%,. K4[Fe(CN)g}-Lésung und
in die andere 1 Tropfen einer 10%,. KCN-Losung gegeben und anschlieBend mit
Glasstiibchen umgeriihrt. Die Extinktionsabnahme (0-20-a4) nach Zugabe von KCN
ist ein MaB fiir die Methdmoglobin-Konzentration (¢ = Photometerausschlag nach
Zugabe von KCN). Diese Extinktionsabnahme entsteht dadurch, daB Fell— Hb
durch KCN zu CN-Hb umgesetzt wird, das gegeniiber Felll — Hb bei 623 mu weniger
Licht absorbiert. In der anderen Kiivette wird durch Zugabe von K4[Fe(CN)s] das
Fell-Hb in FellI-Hb iibergefiihrt. Die meBbare Extinktionszunahme (b) ist ein MaB
fiir das Gesamthimoglobin.

(0-20-4).100

Berechnung: o = 9% Methdmoglobin bezogen auf das Gesamthidmo-
a

globin. Die bei Doppelbestimmungen auftretende Streuung liegt unter -£297.

Bestimmung des Phenacetins im Serum

Die Methode ist an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben.? Das Phenacetin wurde
durch Extraktion mit Ather von den Serumproteinen abgetrennt. Gleichzeitig im
Serum vorliegende Barbiturate wurden nach der Extraktion durch Diinnschicht-
chromatographie auf Kieselgel von Phenacetin getrennt. Die mit dem FlieBmittel
Dichloréthan/Essigsidureéthylester/98%,. Ameisensdure (60:20:20) erhaltenen Ry-
Werte der in Frage kommenden Substanzen sind die folgenden: Phenacetin = 0-80,
Phenobarbital = 0-91 und Pernocton = 0-95.

ERGEBNISSE

Hemmung der Methimoglobin-Bildung durch gleichzeitige Verabreichung eines
Barbiturates

Die Versuche wurden an Ratten durchgefiihrt. Phenacetin wurde in einer Dosis von
100 mg/kg verabreicht. Bei dieser Dosis war nach 120 min die Methdmoglobin-
Konzentration im Blut (Tabelle 2, I) mit rund 27 9, am hochsten und fiel wihrend der
nachfolgenden 60 min auf 249/ leicht ab. Durch gleichzeitige Gabe von 75 mg/kg
Phenobarbital@D 1548t sich zu den Zeitpunkten 30, 60 und 120 min eine signifikante
Verringerung der Methimoglobin-Konzentration erzielen. Bei Erhdhung der Pheno-
barbital-Dosis auf 150 mg/kg®D tritt dieser Effekt nach 120 bzw. 180 min noch
deutlicher in Erscheinung,.

Hemmung der Methdmoglobin-Bildung durch andere Barbiturate

Die Wirksamkeit von 100 mg/kg Hexobarbital (Tabelle 2, IV) hinsichtlich der
Senkung der Methiéimoglobin-Konzentration liegt zwischen der von 75 und 150 mg/kg
Phenobarbital. Pernocton und Eunarcon (jeweils 50 mg/kg) hemmen die Methémo-
globin-Bildung viel stirker als Phenobarbital und Hexobarbital (Tabelle 2, V und
VD).
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Phenacetin-Konzentration im Serum

Im folgenden haben wir uns die Frage gestelit, ob die Hemmung der Methéimo-
globin-Bildung durch Barbiturate bei der Ratte insoweit durch die Art der Ver-
suchsanordnung bedingt sein konnte, als das zusammen mit dem Phenacetin i.p.
verabreichte Barbiturat moglicherweise die Resorption des Phenacetins hemmt. Zur
Beantwortung dieser Frage wurde der zeitliche Verlauf der Serum-Konzentration des
Phenacetins verfolgt. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse dieser Messungen wiedergegeben.
Es zeigt sich, daB nach 100 mg/kg Phenacetin und gleichzeitiger Gabe von 150 mg/kg
Phenobarbital der Ausgangspunkt der Serum-Konzentration bei 30 min (Tabelie 3,
IIT) mit 59 pg/ml Serum praktisch gleich dem der Kontrolltiere ist, wihrend nach
gleichzeitiger Gabe von 50 mg/kg Pernocton (Tabelle 3, V) bereits eine leichte Erho-

TABELLE 3. PHENACETIN-KONZENTRATION IM SERUM (uG/ML) NACH LP. 100 MG/KG
PHENACETIN UND GLEICHZEITIGER 1.P. VERABREICHUNG VON BARBITURATEN BEI RATTEN

1 1 \'
Minuten nach 100 mg/kg 100 mg/kg 100 mg/kg
Applikation Phenacetin Phenacetin Phenacetin
(= Kontrollen) + 150 mg/kg + 50 mg/kg
Phenobarbital Pernocton
30 62 + 13 59 +6 71 +9
n=2_8 n=4 n=717
60 374+ 8 60 + 3** 67 + 12**
n=10 n=2§8 n=10
120 25+7 48 4 17* 42 L 10**
n=38 n=1>5 n=17
180 20410 28+ 6 22419
n=28 n==~6 n=17

* Unterschied gegeniiber den Kontrollen.: P < 0-02 bzw.
*»* P < 0-005.

hung erkennbar ist. Im weiteren Verlauf unterscheidet sich dann die Phenacetin-
Konzentration sowohl bei den Phenobarbital—wie auch bei den Pernocton-Tieren
signifikant von den Kontrollen. Fiir die Pernocton-Gruppe sind die Verhiltnisse
sowohl hinsichtlich der Beeinflussung des Kurvenverlaufs der Methédmoglobin-
Konzentration im Blut wie auch der Phenacetin-Konzentration im Serum in Abb. 1
und 2 dargestelit (s.S. 006). Wihrend die Halbwertszeit bei den Kontrolltieren nach 60
min schon fast erreicht ist, fillt die Phenacetin-Konzentration im Serum der Barbiturat-
Tiere sehr viel langsamer ab und erreicht die Hilfte des Ausgangswertes erst im
Zeitraum zwischen 120 und 180 min. Die Eliminationsgeschwindigkeit wird also
durch das Barbiturat zeitweise auf mehr als die Hilfte herabgesetzt.

Methimoglobin-Bildung nach Gabe von p-Phenetidin und deren Beeinflussung durch
Pernocton

In den folgenden Untersuchungen wurde das freie Amin, nimlich p-Phenetidin,
das in vivo wie in vitro der Vorldufer der fiir die Methdmoglobin-Bildung verantwort-
lichen Metaboliten ist,10: 11 verabreicht, Da nach p-Phenetidin, wie zu erwarten war,
mehr Methéimoglobin gebildet wird als nach Phenacetin, wurde es niedriger dosiert



1580 H. BUicH, W. GERHARDS, G. KARACHRISTIANIDIS, K. PFLEGER und W. RUMMEL

(50 mg/kg). Diese Dosis ist aber immer noch relativ hoch, wenn man sich vor Augen
hilt, daB Phenacetin auch bei hoher Dosierung zu weniger als 19/ zu p-Phenetidin
desacetyliert wird.19. 11 Die Ergebnisse der Methdmoglobin-Bestimmung mit und ohne
gleichzeitige Verabreichung von 50 mg/kg Pernocton sind in Tabelle 4 wiedergegeben
(s.S. 007). Das Resultat besagt, daB Pernocton auch die sehr starke Methdmoglobin-
Bildung nach Gabe von p-Phenetidin um mehr als 509, zu hemmen vermag.
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ABB. 1. Methdmoglobin in Prozent des Gesamthdmoglobins nach 100 mg/kg Phenacetin O——O
(= Kontr.) und nach gleichzeitiger Gabe von 50 mg/kg Pernocton @—@.
(Anzahl der Versuche und Signifikanz siche Tabelle 2)
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ABB. 2. Phenacetin-Konzentration im Serum nach 100 mg/kg Phenacetin O——O (= Kontr.) und
nach gleichzeitiger Gabe von 50 mg/kg Pernocton @—@.
(Anzahl der Versuche und Signifikanz siche Tabelle 3).
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DISKUSSION
Bei der Katze und bei der Ratte wurde eine niederigere Methdmoglobin-K onzen-
tration im Blut gefunden, wenn gleichzeitig ein Barbiturat verabreicht wurde. Der
gleiche Effekt, Hemmung der Methiimoglobin-Bildung, lieB sich bei der Ratte auch
nach gleichzeitiger Anwendung von p-Phenetidin und einem Barbiturat (Pernocton)

TABELLE 4. METHAMOGLOBIN IN PROZENT DES GESAMTHAMOGLOBINS NACH LP. GABE
VON 50 MG/KG p-PHENETIDIN UND GLEICHZEITIGER I.P., VERABREICHUNG VON PERNOCTON
BEI RATTEN

Minuten nach 50 mg/kg p-Phenetidin 50 mg/kg p-Phenetidin
Applikation (= Kontrollen) -+ 50 mg/kg Pernocton

30 476 + 56 424 4 102
60 43-0 + 70 282 £ 7-2**
120 250 4- 67 13:1 4- 4:2*+*
180 147 + 73 56 + 2-7*
n 8 6

* Unterschied gegeniiber den Kontrollen: P < 0-05 bzw,
** p < 0-025.

nachweisen. Eine Hemmung der Desacetylierung durch Barbiturate kann demnach
als alleinige Ursache fiir die verminderte Methdmoglobin-Entstehung nach Phenacetin
ausgeschlossen werden.

Die erhohte Phenacetin-Konzentration im Serum der Barbiturat-Tiere legt den
SchluB nahe, daB neben der N-Hydroxylierung sicher auch andere Abbauvorgénge wie
vor allem die O-Desalkylierung und u.U. auch die Konjugation gechemmt sind, also
Schritte, die in weit groBerem Umfang als die Desacetylierung bei der metabolischen
Umwandlung des Phenacetins eine Rolle spielen. In Analogie hierzu stehen die
Befunde von Conney und Mitarb. an der Ratte,12: 13 daB die O-Desalkylierung des
Phenacetins durch SKF 525-A sowohl in vivo wie auch in vitro hemmbar sind.

Den augenblicklichen Kenntnissen entsprechend gehen der Methdmoglobin-Bil-
dung durch Phenacetin folgende Umwandlungen am Phenacetin-Molekiil voraus:
Nach Desacetylierung durch die Krisch’sche mikrosomale Leber-Esterasel4 15, 18, 17
erfolgt die Oxydation am Stickstoff durch mikrosomale Hydroxylasen,® wobei
p-Athoxy-phenyl-hydroxylamin und p-Athoxy-nitrosobenzol entstehen. Beide Meta-
boliten sind in vivo und in vitro starke Methéimoglobin-Bildner.19: 20, 21 Sje sind aller-
dings in vivo im Serum bzw. im Blut nach Gabe von Phenacetin bis jetzt nicht direkt
nachgewiesen worden. Das wird z.T. darauf beruhen, daB diese Verbindungen sehr
labil und fliichtig sind, mit EiweiB leicht reagieren und sich so der Erfassung weitge.
hend entziehen, Nachweis und Bestimmung dieser Substanzen sind deshalb schwierig.
Aus Anilin entstandenes Nitrosobenzol wurde in vivo von Kiese?2 nachgewiesen und
bestimmt, Spiéter lieBen sich dann auch in vitro (Leberhomogenat und Lebermikroso-
men) sowie mit der isoliert durchstrdmten Leber N-Oxydationsprodukte von Anilin
und einigen substituierten Anilin-Derivaten nachweisen.18, 23, 24 Unter diesen Be-
dingungen in vitro wurde auch die Frage der Hemmung der N-Hydroxylierung gepriift.
Uehleke konnte zeigen, daB SKF 525-A beispielsweise, ein typischer Hemmstoff fiir

die durch Mikrosomen katalysierten Oxydationen, keinen EinfluB auf die N-Oxydation
sH
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hat.23: 24, 25 Ob Barbiturate einen inhibitorischen EinfluB auf die N-Hydroxylierung
ausiiben, wurde—soweit uns bekannt ist—noch nicht untersucht.

Es gibt jedoch bereits Hinweise dafiir, daB Barbiturate auch in vitro bei mikroso-
malen Oxydationen als Hemmstoffe eine Rolle spielen kénnen:

(1) So beobachtete beispielsweise Remmer2é nach Applikation von Phenobarbital
an Ratten, daB deren Lebermikrosomen bis zu 4 Stunden nach der letzten Barbiturat-
verabreichung eine deutlich verminderte Aktivitidt hinsichtlich der Umsetzung von
Hexobarbital zu Ketohexobarbital aufwiesen.

(2) Die alkylierten Phosphorsdureester Schradan und Dimefox werden durch
mikrosomale Umwandlungsvorginge (wahrscheinlich Hydroxylierung) in Cholin-
esterase-Inhibitoren umgewandelt.26, 28,29 Barbiturate konnen diesen Vorgang in
vitro hemmen.29 30

Inwieweit die hier in vivo am Tier gefundene Hemmung der Entstehung von
Methédmoglobin nach Phenacetin und p-Phenetidin tatsichlich auf einer Hemmung
der N-Hydroxylierung durch Barbiturate beruht, kann durch diese Untersuchungen
nicht entschieden werden. Die endgiiltige Entscheidung muB nachfolgenden Unter-
suchungen iiberlassen werden.

Die Versuche haben ergeben, daB die Toxizitdt von Anilin-Derivaten gemessen an
der Methdmoglobin-Konzentration durch gleichzeitige Verabfolgung von Bar-
bituraten um 2/3 verringert werden kann. Da sich auch das umgekehrte, ndmlich eine
Steigerung der Toxizitdt durch vorausgehende Anwendung von Barbituraten—eine
Folge ihres induktiven Effektes—zeigen lieB,3! liegt hier ein Beispiel dafiir vor, daB ein
Pharmakon die Toxizitiit eines anderen je nach den Anwendungsbedingungen infolge
unterschiedlicher Beeinflussung des Metabolismus sowohl abschwdchen als auch
steigern kann.

Zusammenfassung—Bei Ratte und Katze 148t sich die Methémoglobin-Bildung unter
Phenacetin durch gleichzeitig applizierte Barbiturate betridchtlich verringern. Die
Methdmoglobin-K onzentration betrigt bei Ratten nach Verabreichung von Phenacetin
(100 mg/kg) zusammen mit Pernocton bzw. Eunarcon (50 mg/kg) nur etwa 1/3
derjenigen bei den Kontrolltieren.
Die erhohte Phenacetin-Konzentration im Serum der mit Barbituraten behandelten
Tiere deutet darauf hin, daB die metabolische Umwandlung des Phenacetins gehemmt
ist.

Auch nach Gabe von p-Phenetidin wird die Entstehung von Methémoglobin durch
Barbiturate verringert. Es wird angenommen, daB die verringerte Methdmoglobin-
Bildung durch eine Hemmung der N-Hydroxylierung zustandekommt.
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