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Abstract—Pretreatment of rats with phenobarbital activates the metabolism of
acetophenetidin and of N-acetyl-p-aminophenol (NAPAP). The O-desalkylation of
acetophenetidin and the conjugation of NAPAP with glucuronic acid are increased.
These results were obtained by measuring the serum levels and by controlling the
excretion of acetophenetidin, NAPAP and its conjugates in the urine. After administra-
tion of high doses of acetophenetidin in induced animals an increased concentration of
methemoglobin was detected which indicates that the desacetylation and the N-
hydroxylation are stimulated. Therefore pretreatment with phenobarbital in rats not
only causes an enhanced detoxication of acetophenetidin, but also under high doses of
acetophenetidin leads to an increase in its toxicity. The augmented conjugation of
NAPAP after phenobarbital pretreatment, however, accelerates exclusively the
detoxication.

DAUER und Intensitdt einer Arzneimittelwirkung werden beeinflult durch die Ge-
schwindigkeit, mit der das betreffende Pharmakon metabolisch inaktiviert wird.
Durch Untersuchungen von Axelrod3 ¢4 sowie von Brodie und Mitarb.5: & konnte
gezeigt werden, daB ein Teil der fir die metabolische Umwandlung von Fremdstoffen
verantworlichen Enzyme in den Mikrosomen—vornehmlich der Leber—Ilokalisiert ist.
Eine vorausgehende Anwendung einer Reihe von Pharmaka hat eine erhohte
Aktivitit dieses mikrosomalen Systems zur Folge.7-14

Gegenstand unserer Untersuchungen war die Frage, inwieweit durch eine Vorbe-
handlung mit Phenobarbital, das als Induktor arzneistoffabbauender Enzyme bekannt
ist,8:13,15-18 Schritte der metabolischen Umwandlung des Phenacetins bzw. des N-
Acetyl-p-aminophenols (NAPAP) beeinfluBt werden. Dabei sollte gepriift werden,
ob neben der O-Desalkylierung des Phenacetins—dem Hauptabbauweg—auch noch
andere Umwandlungsschritte wie z.B. die N-Hydroxylierung oder die Konjugation des
durch O-Desalkylierung entstandenen NAPAP induzierbar sind. Der N-Hydroxy-
lierung kommt insofern Bedeutung zu, als eine Steigerung derselben zu einer Zunahme

* Herrn Professor Dr. F. Hahn zum 60. Geburtstag gewidmet.

1 Ein Teil der Ergebnisse wurde auf der 5.! bzw. 6.2 Friihjahrstagung der Deutschen Pharma-
kologischen Gesellschaft, Mainz 1964 bzw. 1965, vorgetragen.

1 Adresse: Institut fiir Biochemie der Universitit des Saarlandes, Saarbriicken.
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der Toxizitit des Phenacetins fiihren wiirde, wihrend sonst im allgemeinen eine induk-
tive Aktivierung des Arzneimittelum- und -abbaues eine schnellere Entgiftung mit
sich bringt.

Hinsichtlich der O-Desalkylierung des Phenacetins bei induzierten Versuchstieren
liegen bereits Untersuchungen vor. So konnten Conney und Mitarb.19: 20 zeigen, daf3
sich bei der Katze wie auch bei der Ratte die O-Desalkylierung des Phenacetins durch
Vorbehandlung mit 3-Methylcholanthren induktiv steigern 148t. Auch durch DDT
und Dieldrin ist, wie Koransky und Mitarb.2! an Rattenlebermikrosomen nachge-
wiesen haben, eine Stimulierung der O-Desalkylierung des Phenacetins moglich.

Die Frage einer Aktivierung konjugierender Umwandlungsschritte durch Pheno-
barbital verdient deshalb besonderes Interesse, weil das Hauptumwandlungsprodukt
des Phenacetins, das NAPAP, wegen seiner geringen Toxizitit immer hiufiger selbst
therapeutisch Verwendung findet. Es wird zu iiber 809, durch Konjugation mit
Schwefelsdure bzw. Glucuronséure entgiftet und nur zum geringeren Teil unveréndert
ausgeschieden.22:23 Eine induktive Steigerung der Konjugation des NAPAP miifite
demnach mit einer Abnahme der Wirksamkeit einhergehen. Da Phenobarbital nicht
selten zusammen mit Phenacetin bzw. NAPAP therapeutisch angewendet wird
erschien diese Frage besonders untersuchenswert.

METHODIK
Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Als Versuchstiere wurden weibliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht zwischen
250 -300 g verwendet. Das Blut fiir die Methdmoglobin-Bestimmung konnte nach
Schnitt in eine Sublingualvene aus der Mundhohle entnommen werden. Zur Bestim-
mung der Phenacetin- bzw. NAPAP-Konzentration im Serum wurde Blut durch
Herzpunktion entnommen (Thorakotomie in Athernarkose). Bei den Ausscheidungs-
versuchen saBlen die Ratten einzeln in Stoffwechselkifigen, die ein getrenntes Auf-
fangen von Urin und Kot ermoglichten. Der Urin wurde entweder sofort aufgearbeitet
oder bis zur Analyse bei —5° eingefroren.

Verabreicht wurden Phenacetin, DAB 6 (Farbwerke Hoechst AG), N-Acetyl-p-
aminophenol = NAPAP, DAB 6 (E. Merck AG) und Luminal-Natrium (Farben-
fabriken Bayer AG). Phenacetin bzw. NAPAP wurden im Morser fein zerrieben und
als Suspension (je nach Dosis 0-2~1-5%) in 0-9 9, NaCl-Losung i.p. verabreicht. Zur
Stabilisierung der Suspensionen wurden 0-1 9, Traganth zugefiigt. Luminal-Natrium
wurde als 0-759, Losung in 0-9 9 NaCl-Losung ebenfalls i.p. gegeben.

Die Tiere wurden durch Verabreichung von je 75 mg/kg Luminal-Natrium an 4
aufeinanderfolgenden Tagen induziert. Vom Zeitpunkt der letzten Luminal-Injektion
bis zur Gabe von Phenacetin bzw. NAPAP bestand durchschnittlich eine Pause von 48
Stunden. Die Tiere waren durch die Verabreichung des Barbiturates nicht in der
Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme beeintréchtigt.

Die bei den Bestimmungsmethoden verwendeten Chemikalien stammen, sofern
nicht anders angegeben, von der Firma E. Merck AG.

Methimoglobinbestimmung
Die Bestimmung von Methémoglobin erfolgte nach der Methode von Havemann
und Mitarb.24, die zur einfacheren Handhabung modifiziert wurde.25
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Isolierung des Phenacetins und des NAPAP sowie ihrer Hauptumwandlungsprodukte
NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid aus Serum bzw. Harn

Einzelheiten der Verfahren sind an anderer Stelle ausfiihrlich mitgeteilt.26

Serum. Phenacetin und NAPAP werden aus dem mit NaCl geséttigten Serum mit
Ather extrahiert. Nach Einengen des Atherextraktes wird der in Methanol wieder
aufgenommene Riickstand quantitativ auf Kiesel gel-Diinnschichtplatten (Die
Diinnschichtplatten werden nach der Methode von Stahl2? hergestellt aus Kieselgel
GF2s4) aufgetragen und mit dem sauren FlieBmittel I entwickelt. Die Identifizierung
erfolgt im U.V.-Licht anhand von Vergleichssubstanzen. Ry-Werte und FlieB-
mittelangaben siehe Tabelle 1.

TABELLE 1. R/~WERT- UND FLIEBMITTEL-ANGABEN, AUFSTEIGENDE CHROMATOGRAPHIE
MIT KAMMERSATTIGUNG
FlieBmittel I: Dichlorithan/Essigsdureédthylester/98%, Ameisensidure (60:20:20);
FlieBmittel II: Chloroform/iso-Propanol/339%, Ammoniak (45:45:50); FlieBmitte III1:
Aceton/Butanol-(1)/Wasser (50:40:10)

Ry-Werte
FlieBmittel Phenacetin NAPAP NAPAP-sulfat NAPAP-glucuronid
1 0-80 0-65 — —
I* 0-91* 0-78* 0-50* 0-17*
I 0-94 0-80 — —
111 0-92 092 068 0-20

* Nach Chromatographie mit FlieBmittel ITI {iber eine Laufstrecke von 10 cm und kurzem Trocknen
der Platte erneut aufsteigende Chromatographie in der gleichen Richtung mit FlieBmittel I iiber eine
Laufstrecke von 16 cm.

Harn. (a) Phenacetin und NAPAP werden aus dem angesiuerten Harn mit Buta-
nol-(1) extrahiert. Ein Teil des Butanol-Extraktes wird quantitativ auf Diinnschicht-
platten (wie oben) aufgetragen. Entwickelt wird mit dem basischen FlieBmittel II.
R¢-Werte und FlieBmittelangaben siche Tabelle 1.

(b) NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid, die nach Verabreichung von Phenacetin
bzw. NAPAP in hoher Konzentration im Harn auftreten, kdnnen durch direkte
Chromatographie des Harnes isoliert werden. Hierzu trigt man kleine Harnmengen
(0-02-0-04 ml) auf die Diinnschichtplatte auf und chromatographiert mit dem neu-
tralen FlieBmittel ITI. AnschlieBend wird auf der gleichen Diinnschichtplatte eine 2.
Chromatographie mit dem sauren FlieBmittel I durchgefiihrt, wonach NAPAP-
sulfat und NAPAP-glucuronid sauber fraktioniert vorliegen. Durch die Rechromato-
graphie mit dem sauren FlieBmittel wird u.a. ein weiterer Phenacetinmetabolit—das
p-Athoxy-o-sulfonyloxy-anilin abgetrennt.26:28 Die Identifizierung der beiden Kon-
jugate, NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid, erfolgt im U.V.-Licht anhand von
Vergleichssubstanzen; NAPAP-sulfat wurde zu diesem Zweck synthetisch gewonnen,
wihrend NAPAP-glucuronid zunichst aus Harn isoliert und anhand seiner chemischen
Eigenschaften als solches nachgewiesen wurde.26

Bestimmung der isolierten Produkte
Phenacetin, NAPAP, NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid, die auf den fluores-
zierenden Diinnschicht-platten als dunkle Flecke erkennbar sind, werden einzeln mit
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Methanol aus dem Kieselgel eluiert. Nach Sedimenticren des Kieselgels durch kurzes
scharfes Zentrifugieren erfolgt die Bestimmung durch Messung der Extinktion beim
jeweiligen U.V.-Maximum mit dem Spektralphotometer PQM II (Zeiss): fiir Phenacz-
tin bei 248 my und fiir NAPAP sowie fiir seine Konjugate bei 245 my. Einzelheiten der
Methode, wie z.B. Anlegen der Eichkurven, auftretende Verluste, Bestimmbarkeits-
grenzen und Streuung sind an anderer Stelle ausfiihrlich mitgeteilt.26

ERGEBNISSE
A. Methimoglobin-Bildung nach Gabe von Phenacetin bei induzierten Ratten
In Tabelle 2 ist die Methimoglobin-Konzentration im Blut der induzierten Tiere
nach i.p. Gabe von 200 mg/kg = 112 mM/kg Phenacetin wiedergegeben. In einer
ersten Phase (30-60 min nach Injektion) steigt bei den mit Phenobarbital vorbehandel-
ten Tieren die Methdmoglobin-Konzentration auf hohere Werte an als bei den Kon-
trollen. In einer zweiten Phase (150-240 min nach Injektion) hingegen fillt sie dann

TABELLE 2. METHAEMOGLOBIN IN PROZENTEN DES GESAMTHAEMOGLOBINS NACH 1.P.

GABE VON 200 MG/KG PHENACETIN BEI INDUZIERTEN RATTEN (INDUKTION: 75 MG/KG

PHENOBARBITAL AN 4 AUFEINANDERFOLGENDEN TAGEN, 48 STUNDEN PAUSE VOR DER
PHENACETIN-APPLIKATION).

Minuten nach Kontrollen Induziert
Applikation % Met-Hb % Met-Hb
30 92419 147 £ 3-3*
=7 n=>5
60 214 + 45 282 + 5-5*
n =20 n=18
150 367 + 45 23-5 4 11-7*
n=14 n=12
240 279 4 7-8 31 4 3-1*
n=14 n=12

* Unterschied gegeniiber den Kontrollen: P < 0-01.

schneller ab als bei den Kontrollen. Dieser durch Induktion mit Phenobarbital
verursachte andersartige Verlauf der Methimoglobin-Konzentration in der ersten
Phase 4Bt sich am ehesten durch eine induktiv gesteigerte Desacetylierung und N-
Hydroxylierung erkldren. Der raschere Abfall im spiteren Verlauf konnte dagegen
eine Folge der Aktivititszunahme der anderen gleichzeitig ablaufenden Umwand-
lungsschritte wie z.B. der O-Desalkylierung, der Kernhydroxylierung,* der Konju-
gation, etc. sein.

Unter diesem Gesichtspunkt war es von Interesse zu priifen, wie sich der Verlauf
der Methimoglobin-Konzentration bei induzierten Tieren verhilt, die eine hinsichtlich
der Methimoglobin-Bildung eben gerade ‘iliberschwellige’ Phenacetin-Dosis erhielten.
Diese Dosis wurde so gewihlt, daB noch gut meBbare Methimoglobin-Konzen-
trationen auftraten, die jedoch weit unter denjenigen liegen, welche unter hohen Dosen
maximal erreichbar sind. Die nach Gabe von 50 mg/kg = 0-28 mM/kg Phenacetin

* Wie an anderer Stelle mitgeteilt ist, konnen nach Verabreichung von Phenacetin im Rattenurin
auch 0-OH- und m-OH-Phenacetin nachgewiesen und quantitativ erfaBit werden.2®
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erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 3 widergegeben. Es zeigt sich, daB unter diesen
Bedingungen die in der ersten Phase unter der hohen Phenacetin-Dosis (200 mg/kg
= 112 mM/kg) nach Phenobarbitalvorbehandlung erzielbare Steigerung der Methi-
moglobin-Konzentration nicht zustandekommt. Dagegen liegt unter 50 mg/kg
Phenacetin bei den induzierten Ratten wihrend des ganzen Verlaufs die Methdmo-
globin-Konzentration deutlich unter derjenigen der Kontrolien. Demnach reicht bei

TABELLE 3. METHAEMOGLOBIN IN PROZENTEN DES GESAMTHAEMOGLOBINS NACH LP.
GABE VON 50 MG/KG PHENACETIN BEI INDUZIERTEN RATTEN (INDUKTION SIEHE

TABELLE 2)
Minuten nach Kontrollen Induziert
Applikation % Met-Hb % Met-Hb
30 47 + 14 35 4 2:0*
n=10 n=13
60 96 + 22 1-3 4+ 0-8*
n= n=13
120 79 + 36 0-7 -+ 0-6*
n=10 n=13
180 2:0 £+ 20 0-5 +- 05
n=10 n=13

* Unterschied gegeniiber den Kontrollen: P < 0-01.

niedriger Phenacetin-Dosis die Aktivititszunahme entgiftender Umwandlungsschritte
aus, um den Anfall nennenswerter Mengen N-hydroxylierter Produkte zu verhindern.
In Abb. 1 ist die Auswirkung der Vorbehandlung mit Phenobarbital auf die Methémo-
globin-Bildung unter 200 mg/kg = 1-12 mM/kg Phenacetin als prozentuale Ab-
weichung von den zugehorigen Kontrollen dargestellt.
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ABB. 1. Prozentuale Abweichung der Methdmoglobinwerte gegeniiber den Kontrollen (= 100%) bei
induzierten Ratten nach Gabe von 200 mg/kg = 1-12 mM/kg Phenacetin.
(Absolutwerte der Methiimoglobin-Konzentrationen, Streuungen und Signifikanzen siche Tabelle 2),
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B. Phenacetin- und NAPAP-Konzentration im Serum bei induzierten Ratten nach Gabe
von Phenacetin

In Abb. 2 sind die Ergebnisse nach 200 mg/kg = 1-12 mM/kg Phenacetin wieder-
gegeben. Bereits der Ausgangswert der Phenacetin-Konzentration im Serum (30 min
nach Injektion) liegt mit 37 pg/mi Serum bei den induzierten Ratten um mehr als die
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Asn. 2. Konzentration von Phenacetin und NAPAP im Serum (ug/ml) nach Gabe von 200 mg/kg
= 112 mM/kg Phenacetin bei nicht induzierten (O-——0) und induzierten Ratten (@——@).
Alle MeBpunkte sind Mittelwerte aus mindestens 4, maximal 7 Einzelbestimmungen.
Mit Ausnahme der NAPAP-Konzentration bei 30 min sind alle Unterschiede gegeniiber den Kon-
trollen signifikant mit einem P-Wert < 0-01.

Hilfte niedriger als bei den Kontrollen (108 pg/ml). Im spiteren Verlauf nimmt die
Phenacetin-Konzentration im Serum der induzierten Tiere zwar noch etwas zu, bleibt
aber weit unter derjenigen der Kontrolltiere und sinkt schlieBlich sehr rasch ab.
Demgegeniiber ist die NAPAP-Konzentration zu den Zeitpunkten 60 und 120 min
gegeniiber den Kontrollen deutlich erhoht, was fiir eine induktiv bedingte Zunahme
der O-Desalkylierung spricht. Diese allerdings im Vergleich zu der starken Abnahme
der Phenacetin-Konzentration nicht sehr deutlich ausgepriigte Steigerung der
NAPAP-Konzentration im Serum fiihrte zu der Annahme, daB durch gleichzeitige
Beschleunigung nachfolgender Umwandlungsschritte (wie z.B. der Konjugation des
NAPAP) aus Phenacetin entstehendes NAPAP bei den induzierten Tieren in verstirk-
tem MaBe gleich weiter metabolisch umgewandelt wird, so daB die durch Induktion
bedingte Steigerung der O-Desalkylierung gemessen an der NAPAP-Konzentration
im Serum weniger deutlich in Erscheinung tritt.

C. NAPAP-Konzentration im Serum nach Gabe von NAPAP bei induzierten Ratten
Durch die Ergebnisse des in Tabelle 4 wiedergegebenen Versuchs konnte bestitigt

werden, daB tatséichlich auch der O-Desalkylierung des Phenacetins nachfolgende

Umwandiungsschritte, die zu einer verstirkten Elimination des NAPAP fiihren,



Metabolische Umwandlung von Phenacetin 1591

durch die Vorbehandlung mit Phenobarbital induktiv beeinfluBt werden. Nach Gabe
von 600 mg/kg = 4 mM/kg NAPAP nimmt die NAPAP-Konzentration im Serum
bei den induzierten Tieren rascheab als bei den Kontrollen Auch hier liegt bereits
der Ausgangswert (nach 30 min) mit 395 ug/ml Serum bei den induzierten Ratten
tiefer als bei den Kontrollen (538 ug/ml Serum).

TABELLE 4. NAPAP-KONZENTRATION IM SERUM NACH LP. GABE VON 600 MG/KG
NAPAP BEI INDUZIERTEN RATTEN (INDUKTION SIEHE TABELLE 2)

Minuten nach Kontrollen Induziert
Applikation pg/ml ug/ml

30 538 + 89 395 £ 116
n==6 n=3>5

60 462 4 61 315 4 33+
n==6 n=35

120 244 + 65 165 + 33*
n=9 n==6

180 175 + 56 58 4 26*

n==6 n=

240 124 + 8 36 4 15*

n=4 n=4

* Unterschied gegeniiber den Kontrollen: P < 0-01.

D. Ausscheidungsverhdltnisse im Urin nach Gabe von Phenacetin bei induzierten Ratten
Eine wichtige Ergidnzung fiir die Beurteilung des Verhaltens der Methdmoglobin-
Konzentration und der Phenacetin- bzw. NAPAP-Konzentration im Serum liefert die
Bestimmung der im Urin nach Gabe von Phenacetin ausgeschiedenen Produkte.
Die Priifung der Ausscheidungsverhiltnisse nach 200 mg/kg = 1-12 mM/kg
Phenacetin ergibt (Tabelle 5), daB bei den induzierten Tieren die Ausscheidung an

TABELLE 5. AUSSCHEIDUNGSMUSTER NACH 200 MG/KG PHENACETIN 1.P. RATTEN, (BEI
INDUZIERTEN INDUKTION SIEHE TABELLE 2)

ausgeschieden im Urin

Stunden Phenacetin NAPAP NAPAP-sulfat NAPAP- Insgesamt »

nach glucuronid
Applikation uM M uM uM M
Kontrollen
0-2 1-4 + 07 36 + 22 199 + 60 78 + 54 327 7
24 09 + 05 32413 28-0 4 156 132 + 6-1 45-3 10
insgesamt
0-4 23 68 47-9 210 780
Induziert
0-2 09 4+ 04 50421 30-3 4+ 10-8 360 + 11-8* 722 6
24 0-8 4- 0-5 69 L 2.3 48-5 4 13-9* 67-9 + 23-4* 124-1 10
insgesamt
0-4 1-7 11-9 78-8 1039 1963

Unterschiede gegeniiber den Kontrollen: P < 0-01.
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nicht konjugiertem NAPAP im Zeitraum von 2-4 Stunden nach Verabreichung und
die Ausscheidung an konjugiertem NAPAP—sowohl! als Glucuronid wie auch als
Sulfat—wihrend der gesamten Dauer des Versuchs gesteigert ist. Aus dem Vergleich
der in 4 Stunden insgesamt ausgeschiedenen Menge an NAPAP = Summe aus nicht
konjugiertem + konjugiertem NAPAP (75-7 uM bei den Kontrollen und 1946 oM
bei den induzierten Ratten) ergibt sich, daB bei den mit Phenobarbital vorbehan-
delten Ratten die O-Desalkylierung um etwa das 2 1/2-fache zugenommen hat. Die
vermehrt im Harn auftretenden Konjugate machen es andererseits verstindlich, dafl
die Zunahme der NAPAP-Konzentration im Serum der induzierten Ratten, die als
zwangslaufige Folge der erhdhten O-Desalkylierung zu erwarten war, nicht in vollem
Umfang in Erscheinung treten konnte.

In Abb. 3 sind die insgesamt erfaBten Ausscheidungs-produkte umgerechnet in
Prozent, bezogen auf die verabreichte Phenacetin-Dosis, dargestellt. Dabei kommen
auch noch Werte fiir spétere Zeitpunkte, die in Tabelle 5 nicht aufgefiihrt sind, zur

°/o
100- e
®
. . /
50+ o °
| [/
7

2 4 6 8
Stunden
ABB. 3. Summe aller gemessenen Ausscheidungsprodukte im Urin (Phenacetin, NAPAP, NAPAP-

sulfat und NAPAP-glcuronid) nach Gabe von 200 mg/kg = 1:12 mM/kg Phenacetin bei nicht
induzierten (O——Q) und bei induzierten Ratten (@-——@) in Prozenten der applizierten Dosis.

Darstellung. Aus der Abb. 3 ist zu erkennen, daB die induzierten Ratten bereits
zwischen 2-4 Stunden nach Injektion iiber 509, der verabreichten Phenacetin-Dosis
wieder ausgeschieden haben, wihrend die Kontrollen erst zwischen 6 und 8 Stunden
gleich viel eliminiert haben. Anders ausgedriickt: Die Geschwindikgeit der metabo-
lischen Elimination des Phenacetins wird durch die vorausgehende Induktion mit
Phenobarbital auf das Doppelte erhdht.

Die vermehrte Ausscheidung von NAPAP nach Gabe von Phenacetin an induzierte
Ratten besagt demnach eindeutig, daB die O-Desalkylierung des Phenacetins durch
Phenobarbital induktiv gesteigert wird.

Die vermehrte Ausscheidung von Konjugaten hingegen ist kein eindeutiges Resultat.
Denn es konnte auBer einer induktiven Aktivierung der Konjugation auch bedeuten,
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daB durch das in erhhtem AusmaB anfallende NAPAP eine u.U. nicht véllig aus-
geschopfte Kapazitdt kuppelnder Enzymsysteme besser ausgeniitzt wird. Um nun zu
priifen, ob es zu einer induktiven Aktivierung der Sulfat- bzw. Glucuronid-Konju-
gation des NAPAP nach Vorbehandlung mit Phenobarbital kommt, wurden die
Ausscheidungsverhéltnisse nach Gabe von NAPAP anstelle von Phenacetin bei nicht
induzierten und induzierten Ratten untersucht.

E. Dosisabhiingigkeit des Ausscheidungsmusters nach NAPAP bei nicht induzierten
Ratten

Die wihrend 4 Stunden insgesamt im Harn gemessenen Ausscheidungsprodukte

(NAPAP, NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid) umgerechnet in Prozent, bezogen

auf die verabreichten NAPAP-Dosen, sind in Abb. 4 dargestellt. Wie aus der Kurve

%%
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10 20 30 4 60
mM/kg NAPAP
ABB. 4. Gesamtmenge der in 4 Stunden mit dem Urin bei nicht induzierten Ratten ausgeschiedenen
Produkte (NAPAP, NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid) in Prozenten der verabreichten Menge
in Abhéngigkeit von der NAPAP-Dosis.
(Absolutzahlen siehe Tabelle 6)

ersichtlich ist, erhilt man fiir 150 mg/kg = 1-0 mM/kg NAPAP den maximalen Wert
der prozentualen Ausscheidung. Danach nimmt die Ausscheidung stetig ab.

Da nach Gabe von Phenolen, wie frithere Untersuchungen zeigen konnten,28-31
das Verhiltnis von Schwefelsiure-/Glucuronsiure-Konjugat im Harn sich in
Abhiingigkeit von der verabreichten Phenol-Dosis dndert, wurde zunédchst die Aus-
Cheidung der beiden Konjugate bei nicht induzierten Ratten unter ansteigender
NAPAP-Dosis studiert. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Tabelle 6 widerge-
geben. Bis zu einer NAPAP-Dosis von 150 mg/kg = 1-0 mM/kg iiberwiegt die Aus-
Cheidung an NAPAP-sulfat. Im hoheren Dosis-Bereich (2:0-6-0 mM/kg) hingegen
wird der groBte Teil des verabreichten NAPAP als Glucuronid ausgeschieden. Es
lieB sich somit bestiitigen, daB niedrige Phenol-Dosen—hier des N-Acetyl-p-amino-
phenols—vorwiegend als Schwefelsiure-Konjugat, hohere Dosen hingegen als
Glucurons#iure-Konjugat ausgeschieden werden. Bemerkenswert ist die bei 6:0 mM/kg
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auftretende Abnahme der NAPAP-sulfat-Ausscheidung, die Ausdruck einer Hemmung
der Konjugation mit Schwefelsiure bei NAPAP-UberschuB sein kénnte.

An Abb. 5 ist der prozentuale Anteil an der Gesamtausscheidung in 4 Stunden fiir
NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid getrennt dargestellt. Der Verlauf beider

TABELLE 6. AUSSCHEIDUNGSMUSTER NACH LP. GABE VON NAPAP IN ABHAENGIGKEIT
VON DER DosIs IM ZEITRAUM VON 0—4 STUNDEN NACH APPLIKATION

ausgeschieden im Urin nach 4 Stunden

i.p. NAPAP NAPAP-*sulfat NAPAP-* Insgesamt n
NAPAP glucuronid
mM/kg M M n M
05 69 -+ 17 47-8 + 123 184 + 46 73-1 10
1-0 21-8 + 74 87-8 + 147 62-3 4 6'5 171-9 8
20 536 +£ 189 99:2 + 20-0** 143-2 4 279 296-0 12
3-0 69-3 + 264 98-0 + 25-1 1801 + 254 3474 5
40 113-5 + 33:1 851 4 356 180-4 + 41-6 379-0 10
60 1304 £ 340 72:3 £ 12:6%* 189-2 + 62:0 391-9 5

P * Urgerschiede hinsichtlich der Ausscheidung von NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid.
< 0-01.

** Abnahme der NAPAP-sulfat-Ausscheidung im hohen Dosisbereich zwischen den bezeichneten
MeBpunkten, P < 0-01.

%/o

\_o

10 20 30 40 60
mM/ kg NAPAP
Abb. 5. Prozentualer Anteil von NAPAP-sulfat O——O und NAPAP-glucuronid @——@ an der
Gesamtausscheidung in 4 Stunden in Abhiingigkeit von der NAPAP-Dosis bei nicht induzierten

Ratten.
(Absolutzahlen, Streuung und Signifikanz siehe Tabelle 6).

Kurven gibt die Unterschiede zwischen der Sulfat- und Glucuronid-Konjugation
wieder. Demnach nimmt die Ausscheidung an NAPAP-sulfat, wenn man diese auf die
Gesamtausscheidung bezieht, mit aufsteigender Dosis ab. Dagegen steigt der Anteil
an ausgeschiedenem NAPAP-glucuronid nach Gabe von NAPAP bis zu 2 mM/kg an
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und macht von da an bis zu 6 mM/kg gleichbleibend 50 9/ der Gesamtausscheidungaus,
d.h. er betrigt mehr als das Doppelte der Ausscheidung an NAPAP-sulfat.
SchlieBlich ist in Abb. 6 in der unteren Geraden der prozentuale Anteil der Aus-
Cheidung an nicht konjugiertem NAPAP ebenfalls bezogen auf die Gesamtausschei-
dung wiedergegeben. Der lineare Anstieg findet eine Erklidrung, wenn man thm die

%/o

50

25ﬁ P

10 20 30 40 60
mM/kg NAPAP

ABB. 6. Prozentualer Anteil an der Gesamtausscheidung in 4 Stunden fiir NAPAP @——@ und
die Summe der ausgbeschiedenen Konjugate (NAPAP-suifat + NAPAP-glucuronid) A——A bei
nicht induzierten Ratten.

(Absolutzahlen, Streuung und Signifikanzen siehe Tabelle 6.)

Summe der ausgeschiedenen Konjugate in Prozent bezogen auf die Gesamtausscheidung
gegeniiberstellt. Bei dieser Darstellung kommt zum Ausdruck, daB wie zu erwarten
eine von der Dosis abhiingige umgekehrte Proportionalitéit zwischen dem Anteil der
insgesamt ausgeschiedenen Konjugate einerseits und dem Anteil des unverédnderten
NAPAP an der Gesamtausscheidung andererseits besteht.

F. Beeinflussung des Ausscheidungsmusters nach Gabe von NAPAP durch Vorbe-
handlung mit Phenobarbital

Nachdem die Dosisabhingigkeit des Ausscheidungsmusters von NAPAP an nicht
induzierten Ratten gepriift worden war, konnten die Versuche zur Beantwortung der
noch offenstehenden Frage, nidmlich einer eventuellen Beeinflussung konjugierender
Enzymsysteme durch Vorbehandlung mit Phenobarbital, durchgefiihrt werden.
Hierzu wurde NAPAP in niedriger (150 mg/kg = 1-0 mM/kg) und in hoher (600 mg/kg
= 4-0 mM/kg) Dosis an induzierte Ratten verabreicht. Dabei ergab sich (Abb. 7),
daB unter diesen Bedingungen nur eine induktive Zunahme der Konjugation von
NAPAP mit Glucuronsidure zu beobachten ist, hingegen die Konjugation mit Schwe-
felsdure offensichtlich unbeeinflufit bleibt (siche Tabelle 7). Die Steigerung der Aus-
Cheidung an NAPAP-glucuronid betriigt im Zeitraum bis zu 4 Stunden nach der
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Injektion von NAPAP bei der niedrigen Dosis rund 1009, und bei der hohen Dosis
immerhin noch 60%. Im Zeitraum von 4-8 Stunden nach Verabfolgung ist die
Ausscheidung an NAPAP-glucuronid gegeniiber den Kontrollen auch noch stark
erhtht. Bei der hohen Dosis Hegt sie noch doppelt so hoch. Bei der niedrigen Posis
hingegen ist die Ausscheidung schon nach der ersten Untersuchungsperiode (von
0-4 Stunden) weitgehend abgeschlossen., DaB sich auch di¢ Konjugation des NAPAP
mit Schwefelsiiure induktiv steigern liBt—allerdings nur nach Zulage von Sulfat—
wurde bereits kurz mitgeteilt, 32

uM
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4h  Bh § 4h  8h
NAPAP 10 mMikg i 40 mMkg

Asnn, 7. Steigerung der Ausscheidung des NAPAP-glucuronids bei induzierten Ratten nach Gabe
von NAPAP in verschiedener Dosierung. Indugziert = B¥; nicht induziert = 1.
(Absolutzahlen, Streuung und Signifikanzen siehe Tabelle 7).

TABELLE 7. AUSSCHEIDUNGSMUSTER BEI INDUZIERTEN RATTEN NACH 1-0 B2w. 40 MM/KG
{= 150 Bzw. 600 MG/KG NAPAP 1Lr. IM ZEITRAUM VON (-8 STUNDEN {INDUKTION
SIEHE TABELLE 2)

ausgeschieden im Urin

NAPAP  Stunden NAPAP NAPAP-sulfat NAPAP- Insgesamt n
mM/kg nach glucuronid
Applikation M M wM aM
Kontrollen
10 0-4 218 £ 17 878 + 147 623 4 63 1719 8
4-8 +3+03 150 + 57 17 + 11 180 9
Induziert
1-0 0-4 256 + 71 90-6 + 26:7 1179 - 33:3* 234-1 10
4-8 - 159 4 76 98 4 40 257 10
Kontrollen
40 0-4 1135 4- 331 851 + 356 180-4 + 41-6 3750 i0
4-8 304 -+ 165 267 3~ 125 738 + 12-5 1345 14
Induziert
40 0-4 100-1 +- 25-2 677 + 233 2791 <4 45-1* 4469 8
4-8 184 4 48 319 £ 85 1420 + 57-8% 1923 10

* Unterschied gegeniiber den Kontrollen: P < 001,
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DISKUSSION

Die Versuche ergaben, daB durch Induktion mit Phenobarbital die O-Desalkylier-
ung, die N-Hydroxylierung und die Konjugation mit Glucuronsdure gesteigert
werden konnen.

Schon Conney und Mitarb.19. 20 zeigten, daB bei der Katze wie auch bei der Ratte
nach Induktion mit 3-Methylcholanthren Phenacetin verstirkt O-desalkyliert wird.
Unter unseren Versuchsbedingungen sinkt analog hierzu bei den mit Phenobarbital
induzierten Tieren als Zeichen der verstirkten O-Desalkylierung die Phenacetin-
Konzentration im Serum immer rascher ab, wihrend die NAPAP-Konzentration im
Serum erwartungsgemiB gegeniiber den Kontrollen erhoht ist. Verglichen mit dem
rapiden Abfall der Phenacetin-Konzentration im Serum stieg die NAPAP-Konzen-
tration im Serum verhdltnismiBig wenig an. Der Verdacht, daBl neben der O-Des-
alkylierung méoglicherweise auch die Konjugation des entstandenen NAPAP durch
die Vorbehandlung mit Phenobarbital aktiviert wurde, konnte durch weitere Versuche
bewiesen werden.

Die beschleunigte Elimination von NAPAP bei induzierten Ratten gab die Berech-
tigung, an eine induktive Beeinflussung der Konjugation zu denken. Durch Messung
der Ausscheidungsprodukte im Urin konnte dann tatséichlich auch eine ausgepriigte
Mehrausscheidung von NAPAP-glucuronid nachgewiesen werden. Bereits Remmer
hat—diesem Ergebnis analog—gezeigt, daB bei der Ratte nach Vorbehandlung mit
Phenobarbital Sulfadimethoxin in erhthtem Umfang als Glucuronid-Konjugat im
Urin ausgeschieden wird.3® Nach Vorbehandlung mit Phenobarbital kann unter den
besonderen Bedingungen einer gleichzeitigen Zulage von Sulfat auch eine gesteigerte
Konjugation von NAPAP mit Schwefelsdure nachgewiesen werden, wie bereits kurz
mitgeteilt wurde.?? Deutliche Unterschiede zwischen den beiden Kupplungsreaktionen
traten hier auch bei den nicht induzierten Ratten in Erscheinung. Der Befund, daB
das Ausscheidungsverhiltnis Schwefelsdure-/Glucuronsiure-Konjugat in Abhéngig-
keit von der NAPAP-Dosis variiert, so dal NAPAP bei niedriger Dosierung vor-
wiegend als Sulfat bei hoherer hingegen groBtenteils als Glucuronid ausgeschieden
wird, ist am Kaninchen mit Phenolen bereits beschrieben.2?:30 In unseren Unter-
suchungen fillt auf, daB im hohen Dosisbereich sogar absolut eine Abnahme der
Ausscheidung des NAPAP-sulfates auftritt. Es sieht so aus, als ob hier eine Sub-
strathemmung die Ursache ist. Demgegeniiber nimmt die Konjugation des NAPAP
mit Glucuronséire dute bis in den hohen Dosisbereich zu (Tabelie 6).

Die durch Vorbehandlung mit Phenobarbital bedingte Aktivierung von Abbau und
Konjugation hat eine verringerte Wirksamkeit und beschleunigte Entgiftung der beiden
Analgetica zur Folge. Eine Vorbehandlung mit Phenobarbital kann aber auch das
Gegenteil, nimlich eine Steigerung der Toxizitit, verursachen. Denn bei ausreichender
Dosierung von Phenacetin entsteht als Folge einer Zunahme der von Krisch beschrie-
benen mikrosomalen Esterase der Leber34—36 vermehrt p-Phenetidin, das seinerseits
infolge der Aktivierung der N-Hydroxylierung vermehrt in p-Athoxyphenyl-hydroxy-
lamin bzw. p-Athoxy-nitrosobenzol umgewandelt wird. Auf der Zunahme dieser
toxischen Metaboliten beruht aller Wahrscheinlichkeit nach die vermehrte Bildung
von Methdmoglobin nach Phenobarbitalvorbehandlung bei ausreichendem Phenacetin-
Angebot. Diese Steigerung der Methimoglobin-Bildung ist bei den induzierten Tieren
jedoch nur in einer ersten Phase nachweisbar. In einer zweiten Phase kehrt die
Methdmoglobin-Konzentration dann aber bei den mit Phenobarbital vorbehandelten

51
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Ratten schneller wieder zur Norm zuriick als bei den nicht induzierten Tieren. Dieser
biphasische Effekt beruht wohl darauf, daB kurz nach der Applikation geniigend
Phenacetin zur Desacetylierung und N-Hydroxylierung zur Verfiigung steht. Daneben
wird aber bei den induzierten Tieren infolge Aktivierung der O-Desalkylierung
Phenacetin gleichzeitig vermehrt eliminiert, so daB bald ein Stadium erreicht ist, wo
weniger Substrat fiir eine N-Hydroxylierung als bei den nicht induzierten Ratten
verfiigbar ist. Das steht auch mit der niedrigeren Phenacetin-Konzentration im Serum
der induzierten Tiere in Ubereinstimmung. (Abb. 2). Darauf beruht alich die raschere
Abnahme der Methimoglobin-Konzentration bei den induzierten Tieren in der
zweiten Phase.

Mit einer derartigen Interpretation steht auch der Befund in Einklang, daB bei
niedriger Dosierung wihrend des ganzen Beobachtungszeitraumes weniger Methdmo-
globin gebildet wird. Bei der niedrigen Dosierung reicht die Beschleunigung der
O-Desalkylierung und der Konjugation offenbar aus, das hydroxylierbare Material in
dem MaBe zu vermindern, daB die erhohte Aktivitit der zu den toxischen Metaboliten
fithrenden Umwandlungsvorginge sich gar nicht mehr auswirken kann. Neben der
Erhthung der Methimoglobin-Konzentration unter Phenacetin, die eine Folge der
induktiven Aktivierung der Desacetylierung und N-Hydroxylierung durch Pheno-
barbital ist, konnte auch das Umgekehrte, nimlich eine Verminderung der Methdmo-
globin-Bildung durch Phenobarbital nachgewiesen werden, die zweierlei Ursachen
haben kann. Bei nicht induzierten Tieren ist diese Verminderung der Methidmogliobin-
Konzentration durch Phenobarbital nach gleichzeitiger Gabe von Phenacetin wohl
auf die kompetitive Hemmung der Hydroxylasen zuriickzufiihren.25 Bei induzierten
Tieren dagegen handelt es sich um die Folge einer beschleunigten Elimination durch
gesteigerte O-Desalkylierung und Konjugation.

Phenacetin und NAPAP sind in Kombinationspriparaten hiufig zusammen mit
Phenobarbital vorhanden. Da diese analgetisch wirksamen Mischpriiparate oft iiber
einen lingeren Zeitraum eingenommen werden, kann man annehmen, daB diese im
Tierversuch nachgewiesenen Zusammenhinge unter therapeutischen bzw. toxi-
kologischen Verhiltnissen auch am Menschen von Bedeutung sind.

Zusammenfassung—Die an Ratten durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dafl
nach Vorbehandlung mit Phenobarbital Phenacetin und N-Acetyl-p-aminophenol
(NAPAP) verstirkt metabolisch umgewandelt werden. Anband der Messung der
Serumkonzentration von Phenacetin und NAPAP sowie deren Ausscheidungs-
produkte im Harn konnte eine induktive Steigerung der O-Desalkylierung des Phe-
nacetins und der Konjugation des NAPAP nachgewiesen werden. Die bei den induzierten
Ratten unter hoher Phenacetin-Dosierung erhShte Methdmoglobin-Konzentration wird
auf eine Aktivierung der Desacetylierung und N-Hydroxylierung zuriickgefiihrt. Somit
148t sich durch Induktion mit Phenobarbital in Bezug auf die metabolische Umwand-
lung des Phenacetins einerseits eine Aktivierung entgiftender, fiir die Elimination
mabBgebender Vorginge und andererseits aber gleichzeitig, gemessen an der Met-
himglobin-Konzentration, eine Zunahme der Toxizitit nachweisen. Die beschleunigte
Konjugation des NAPAP nach Induktion mit Phenobarbital hat hingegen ausschlieB-
lich eine schnellere Entgiftung zur Folge.
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