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Experimental Adrenocortical Hemorrhage in Anticoagulated Rats
Induced by Stimulating the Adrenal Cortex

Summary. Anticoagulation of albino-rats with p-chlorphenylpropyl-oxy-cumarine
(0.02 mg/100 g daily for 6 days) induces a hemorrhagic diathesis without adrenal hemorrhage.
Stimulation of the adrenal cortex by 0.02 mg/100 g Synacthen® (Ciba) on the 6th experimental
day, however, is followed by focal and confluent adrenocortical hemorrhages in 40% of the
rats. At this dosage level adrenocortical stimulation without adrenocortical hemorrhages is
observed in the normal rat. Hemorrhages occur only after stimulation with 0.03/100 g
Synacthen® and with increases in the dosage.

The statistical significance (p<< 0.05) of these experiments demonstrates that in the rat
with hemorrhagic diathesis adrenocortical stimulation produces cortical hemorrhage, and
that both factors are cumulative. The results suggest adrenocortical stimulation may be
important for the pathogenesis of the Waterhouse-Friderichsen-syndrome and for the adrenal
hemorrhages observed after anticoagulant therapy in man.

Zusammenfassung. Die Antikoagulation von Albinoratten mit p-chlorphenylpropyl-oxy-
Cumarin fithrt bei einer Dosis von tdglich 0,02 mg/100 g K.G. wihrend 6 Tagen zur himor-
rhagischen Diathese, ohne dall dabei Nebennierenblutungen auftreten. Die einmalige Stimula-
tion der Nebennierenrinde mit 0,02 mg/100 g K.G. Synacthen® (Ciba) am 6. Versuchstag
fithrt aber bei 40% der Versuchstiere zu herdférmigen oder konfluierenden Rindenblutungen.
Bei dieser Dosierung bewirkt Synacthen® (Ciba) eine eindeutige Rindenstimulation, bei der
nicht antikoagulierten Ratte jedoch noch keine Rindenblutungen. Diese treten nach Synacthen
allein erst ab 0,03 mg/100 g und mit der Dosis zunehmend auf.

Der Versuch zeigt mit einer Signifikanz von p<C 0,05, daBl bei einer hamorrhagischen
Diathese die Stimulation durch ACTH Nebennierenrindenblutungen auszulésen vermag,
und daB beide Faktoren sich kumulativ verhalten. Die Bedeutung dieser Beobachtung fiir
die Pathogenese des Waterhouse-Friderichsen-Syndroms und fiir die beim Menschen unter
Antikoagulantien-Behandlung auftretenden Nebennierenblutungen wird diskutiert.

Es ist heute nicht mehr daran zu zweifeln, daB das Waterhouse-Friderichsen-
Syndrom (WF'S) bei der akuten Meningokokkensepsis ein Aquivalent des generali-
sierten Shwartzman-Phidnomens darstellt. Insbesondere kann bei dem an einem
WES erkrankten Menschen die gleiche Storung des Gerinnungssystems nach-
gewiesen werden wie beim experimentellen Shwartzman-Sanarelli-Phinomen
(KreckE, Bonre u. LascH, 1963). Ungeklirt bleibt aber nach wie vor die Dis-
krepanz zwischen der definitionsgemal obligaten hémorrhagischen Nebennieren-

* Mit Unterstiitzung des Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der wissenschaft-
lichen Forschung, Kredit Nr. 4578.
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infarzierung beim Menschen und den nur unbedeutenden Nebennierenldsionen
beim experimentellen generalisierten Shwartzman-Phéinomen. Nachdem wir in
fritheren Versuchen am Kaninchen die Bedeutung der intravasalen Gerinnung
fur die Pathogenese der Nebennierenhdmorrhagie untersucht hatten (PaTaxi,
1967), versuchten wir bei der Ratte zu kliren, inwiefern Nebennierenblutungen
bei einer induzierten hdmorrhagischen Diathese durch eine ACTH-Stimulation
der Nebennierenrinde beeinflullt werden.

Die Pathogenese des WES ist sicher komplex. Neben der Endotozindmie (LEVIN u. CLUFF,
1964 und 1965) ist eine durch die generelle Mikrothrombosierung bedingte Zirkulationsstérung
im Spiel, welche aus gefdBanatomischen Griinden in der Nebenniere (eine Vene drainiert das
Capillarbett multipler Arterien, HarrisoN u. Homy, 1960) auf Sonderverhiiltnisse st6Bt.
Uberdies ist anzunehmen, daB eine perakute septische bakterielle Infektionskrankheit wie
das WEFS fiir den Organismus einen erheblichen Stress darstellt und zu einer endogenen
Stimulation der NNR filhrt (MARGARETTEN u. McAbpawms, 1958). SchlieBlich ist auch anzu-
nehmen, daB die hdmorrhagische Diathese fir die Entstehung der Nebennierenlision eine
entscheidende Rolle spielt. Sie ist beim WFS Folge des Verbrauchs plasmatischer Gerinnungs-
faktoren (Faktor I, II, V und VIII) im Ablauf einer disseminierten infravasalen Gerinnung.
Diese Aufbrauchskoagulopathie ist von einer Thrombocytopenie begleitet (KoLrer, 1966).

Von diesen Faktoren fithren auch einzelne gelegentlich beim Menschen zu Nebennieren-
blutungen: So sind uns 3 Fille bekannt, wo eine exogene NN B-Stimulation mit ACTH zu
Nebennierenblutungen fithrte, ohne daf eine allgemeine himorrhagische Diathese vorlag
(GREENE, 1953; WiLsox u. RorH, 1953; Garin, 1958). Tierexperimentell konnten WiLBUR
u. Ricu (1953) bei Ratten durch wiederholte ACTH-Behandlungen NNR-Blutungen auslésen.

Die hdmorrhagische Diathese allein, insbesondere die durch Antikoogulantien induzierte,
kann ebenfalls als alleiniger Faktor zu Nebennierenblutungen fiihren. Diese Antikoagulantien-
blutungen sind selten, immerhin sind aber im Schrifttum iber 40 Fille mitgeteilt, davon 2
auch aus unserom Land (MERz u. AUFDERMAUR, 1952; UBHLINGER, 1961). AMaDOR (1965)
sowie McDoNarp, MyErs u. PaRpo (1966) haben die Mehrzahl dieser Fille in Ubersichts-
arbeiten erfaBt. Die Zahl unpublizierter Falle ist vermutlich recht hoch. Die Ursache t&d-
licher Nebennierenblutungen unter Antikoagulantien beim Menschen ist unklar, jedentalls
fehlen fiir die mitgeteilten Fille diesbeziigliche Angaben. Eine Ausnahme bildet der von
MoorrEN (1957) beschriebene heparinisierte Patient, bei dem eine ACTH-Behandlung durch-
gefihrt wurde. Tierexperimentell klirten vax CAUWENBERGE u. Jaqums (1959) den Effekt
von ACTH und Stress an der antikoagulierten Ratte beziiglich allgemeiner hiimorrhagischer
Diathese, wobei sie am Rande auf gelegentliche Nebennierenblutungen hinwiesen. Dagegen
gelang es HOELSCHER (1953) nicht, am antikoagulierten Kaninchen durch Stress Nebennieren-
blutungen zu erzeugen.

Bei der experimentellen intravasalen Gerinnung treten unter ACTH-Stimulation ver-
mehrt NNR-Blutungen auf. Es ist dies fir die Ratte (GABBIaNT, SELYR u. TUCHWEBER, 1965
und MARGARETTEN, Erriva, RorarNBERG 1. McKay, 1965) sowie am Kaninchen (PATAKT,
1966) nachgewiesen. Leviy u. OLUFF (1965) fanden fiberdies beim Kaninchen auch unter
Endotoxinéimie nach ACTH-Stimulation vermehrt NNR-Blutungen.

Die erwahnten humanpathologischen und tierexperimentellen Beobachtungen
lagsen erkennen, dafBl eine NNR-Stimulation wahrscheinlich einen selektiv auf
die NN gerichteten blutungsférdernden Effekt enthalt. Tm vorliegenden Experi-
ment versuchen wir — in Analogie zum WFS, jedoch unter AusschluB von
Endotoxinwirkung und intravasaler Gerinnung — zu erfahren, ob eine einmalige,
dosierte ACTH-Stimulation, die noch keine Rindenblutungen auslést, bei gleich-
zeitiger Antikoagulation mit einem Cumarinderivat, zu NNR-Blatungen fiihrt.
Die Cumarin-Koagulopathie entspricht nur einem Teil der beim WFS nachweis-
baren hamostatischen Lasion (bestehend aus Koagulopathie, Thrombopenie und
toxischem GefiBwandschaden). Sie unterscheidet sich von der Verbrauchs-
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koagulopathie zur Hauptsache darin, daf sie keine Fibrinogenopenie einschlief3t.
Dagegen ist sie identisch mit der Koagulopathie des indirekt antikoagulierten
Menschen. Der Versuch kann somit auch als Modell zur Klarung der auslosenden
Faktoren der Nebennierenantikoagulationsblutung des Menschen gelten.

Material und Methode

20 ménnliche und 20 weibliche Albinoratten (Stamm CF, Tierzuchtstation, Kantonales
Tierspital Zurich) im Gewicht von 80—110 g wurden in 4 Gruppen zu je 5 ménnlichen und
5 weiblichen Tieren aufgeteilt und wihrend 6 Tagen wie folgt behandelt:

Gruppe E. Antikoagulation

Cumarin 0,02 mg/100 g Kérpergewicht in 1 m] Gummi arabicum susp. téglich p.o., am
6. Tag dazu Suspensionslésung fiar ACTH 0,1 ml s.c.

Gruppe F. NN R-Stimulation

Gummi arabjcum 1 ml téglich p.o., am 6.Tag dazu ACTH 0,02 mg/100 g Kérper-
gewicht s.c.

Gruppe G. Antikoagulation und NN R-Stimulation

Cumarin 0,02 mg/100 g Korpergewicht in 1 ml Gummi arabicum susp. téglich p.o., am
6. Tag dazu ACTH 0,02 mg/100 g Kérpergewicht s.c.

Gruppe H. Kontrollen

Gummi arabicum 1 ml téiglich p.o., am 6. Tag dazu Suspensionslésung fir ACTH 0,1 ml
8.c.

Antikoagulanst

3-(1’-(p-chlorphenyl)-propyl)-4-oxy-cumarin. Die Substanz hemmt als indirektes Anti-
koagulans die Synthese der Vitamin K-abhingigen Gerinnungsfaktoren (JurrcENs, 1953).
Sie wurde in 4% Gummi arabicum desencymatum suspendiert und den Tieren mit der
Schlundsonde gegeben. In Vorversuchen an insgesamt 23 Ratten der gleichen Zucht ermittelten
wir die geeignete Tagesdosis: 0,02 mg/100 g Korpergewicht téglich wihrend 6 Tagen p.o.
bewirkten eine massive Hypokoagulabilitdt, die wir am 7. Tag durch Prothrombinzeit-
bestimmungen an 15 Ratten im Herzblut feststellten. Die normalerweise fur die Ratte um
10 sec liegende Prothrombinzeit wurde durch die Antikoagulation stark verlingert und betrug
teilweise mehr als 2 min.

ACTH?

f1—24 Tetracosapeptid (Synacthen®) als Zn-Depotformulierung. Das Priparat wurde
mit einer Suspensionslgsung (Zn-hydroxyphosphat) verdiinnt und den Tieren am 6. Ver-
suchstag einmalig s.c. injiziert. In Vorversuchen an 24 Ratten der gleichen Zucht zeigte sich,
daB 0,03 mg/100 g Koérpergewicht gelegentlich zu kleinen herdférmigen NNR-Blutungen
fithrt, die mit steigender Dosis konstanter und ausgedehnter werden. In unserem Haupt-
versuch stimulierten wir mit 0,02 mg/100 ¢ Kérpergewicht. Nach Angaben der Hersteller
entspricht dies einer kriiftigen Stimulation; die Ratte antwortet darauf innert 10 Std mit
einer starken Steigerung der Plasmacorticosteronwerte.

1 Wir danken der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. A.-G., Basgel, fur die freund-
licherweise iiberlassene Versuchsmenge herzlich.
2 PDer Firma Ciba A.-G., Basel, sei fiir die freundlicherweise zur Verfiigung gestellten

Versuchsmengen sowie Angaben iiber die pharmakologischen Eigenschaften des Préparates
herzlich gedankt.
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Die Tiere wurden in Kifigen zu 5 Ratten nach Geschlechtern getrennt bei einer Tempera-
tur von 21° (! gehalten. Futter (Mischkérner-Rattenwiirfel ,,Nafag®, Gossau/SG) und Wasser
ad libitum. Gewichtskontrollen alle 2 Tage und vor der Tétung.

Am 8. Versuchstag — 48 Std nach der ACTH-Tnjektion — wurden die Tiere in Ather-
narkose durch Durchtrennen der proximalen Halsgefifle und Ausbluten getétet. Vollstéindige
Autopsien. Makroskopische Beurteilung der allgemeinen hémorrhagischen Diathese. Die NN
wurden auspripariert, frisch formolfixiert und nach 3 Tagen paarweise gewogen.

Histologische Untersuchung der NN: Paraffineinbettung, Stufenschnitte, HE-Farbung,
qualitative Beurteilung bezuglich Stimulationseffekt und Rindenhédmorrhagien.

Die Resultate wurden mit dem y,-Test auf ihre Signifikanz geprift.

Ergebnisse
1. Allgemeines, Gewichtszuwachs

Das Verhalten der Tiere wihrend des Versuches war beziglich Aktivitit und
Freflust unauffillig. Die durchschnittliche Gewichtszunahme betrug fur die
Gruppen E und G 9,5 bzw. 11,5 g; fir die Gruppen F und H 18,0 bzw. 16,0 g.
Es ergibt sich somit fiir die antikoagulierten Tiere eine gewisse Wachstums-
hemmung.

2. Allgemeine himorrhagische Diathese, Spontantodesfille

Einzelheiten sind der Tabelle zu entnehmen. Vergleichend 148t sich folgendes
aussagen:

In der Gruppe E ( Antikoagulation) war bei 4 Tieren eine schwere hiamorrhagi-
sche Diathese nachweisbar, die bei einem Tier 8 Std vor Versuchsende zum Tod
gefithrt hatte; ein Tier wurde im hémorrhagischen Schock getétet. 3 Tiere
zeigten geringe allgemeine Blutungen, 3 keine.

Die Gruppe F (Stimulation der NNR) ergab weder Spontantodesfille, noch
waren Blutungen zu beobachten.

Aus der Gruppe @G (Anitkoagulation und Stimulation der NNR) zeigten
wiederum 4 Tiere eine schwere hidmorrhagische Diathese, wovon eines 10 Std
nach der Stimulation an inneren Blutungen starb. Bei 2 Tieren waren geringe
Blutungen nachweisbar, bei 4 keine.

In der Gruppe H ( Konirollen) waren weder Spontantodesfille noch Blutungen
zu verzeichnen.

Die Blutungen traten am hiufigsten in der Subcutis im Bereiche der Injek-
tionsstelle auf. Weitere Blutungen fanden sich auf der Pleura, im Thymus, im
Retroperitoneum, in den Samenstringen; vereinzelt zeigten sich auch blutige
Hohlenergiisse. Der Magendarmtrakt sowie die ableitenden Harnwege waren
nicht betroffen. Blutungen nach aullen wurden nicht festgestellt.

3. Nebennierenbefunde

Einzelheiten sind der Tabelle zu entnehmen. Der Stimulationseffekt war mit
der hier verwendeten Untersuchungstechnik nicht ausgeprigt nachweisbar. Die
relativen NN-Gewichte der stimulierten und nicht stimulierten Tiere unter-
scheiden sich nicht. Echte Rindenhypertrophien werden mit dem verwendeten
Priparat nach Angaben der Hersteller erst nach wiederholter Stimulation beob-
achtet. Der Lipoidgehalt wurde im Interesse einer vollstindigen Verarbeitung
mit Einbettschnitten nicht beurteilt. Unter den stimulierten NNR war recht
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Tabelle. Allgemeine himorvhagische Diathese, NN R- Blutungen und relatives N N-Gewicht

Nr. Allgemeine NNR-  Relatives
hamor- Blutung NN-
rhagische Gewicht
Diathese (mg/100 g)

Gruppe E Antikoagulation
3 21 leicht 0 21

22 keine 0 20

23 schwer 0 37

24 schwer 0 31

25 schwer 0 32

Q 26 leicht 0 30

27 leicht 0 25

28 keine 0 25

29 schwer 0 30

30 keine 0 28

Gruppe F NN R-Stimulation
g 21 keine 0 22

22 keine 0 23

23 keine 0 23

24 keine 0 23

25 keine 0 24

Q 26 keine 0 21

27 keine 0 30

28 keine 0 29

29 keine 0 25

30 keine 0 27

Gruppe G Anitkoagulation NN R-Stimulation
1) 21 keine ++ 24

22 keine + 25

23 keine 0 25

24 leicht 0 24

25 schwer +++ 33

Q 26 schwer -+ 40

27 leicht (4] 26

28 schwer 0 41

29 keine 0 28

30 schwer 0 29

Gruppe H Kontrollen
%) 21 keine 0 25

22 keine 0 24

23 keine 0 22

24 keine 0 20

25 keine 0 23

Q 26 keine 0 25

27 keine 0 27

28 keine 0 30

29 keine 0 28

30 keine 0 25

Bemerkungen: E 23 im Schock getdtet, E 29 Spontantod 40 Std nach Injektion, G 28
Spontantod 10 Std nach ACTH-Injektion.
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konstant eine Zunahme der Spongiocyten zu sehen, die zonale Gliederung war
noch nachweisbar. Die meisten stimulierten NN zeigten an der Rindenmark-
grenze eine leichte Hyperdamie und Dilatation der Sinuscide. Parenchymnekrosen
und QGefafthromben wurden nicht beobachtet. NN R- Bluiungen waren nur in
der mit Antikoagulation und NNR-Stimulation behandelten Gruppe zu ver-
zeichnen: Bei 3 von 10 Tieren fanden wir in beiden NNR multiple kleine herd-
formige Rindenblutungen, die vorwiegend in der Fasciculata lagen. Ein weiteres
Tier derselben Gruppe zeigte in beiden NN breit konfluierende Blutungen in den
inneren Rindenzonen.

Die Unterschiede der Gruppe G beziiglich NNR-Blutungen gegeniiber den
einzelnen Gruppen K, F und H sind signifikant (n =1, y2=5, P <0,05). Ge-
schlechtsunterschiede sind nicht ersichtlich.

Diskussion

Beztglich der allgemeinen himorrhagischen Diathese sind fiir unsere Versuche
die Arbeiten von vaAN CAUWENBERGE u. JAQUEs (1958, 1959) und von JAQUES
(1959, 1962, 1964) wichtig. Diese Autoren geben fiir die mit Cumarinderivaten
antikoagulierte Ratte eine Spontantodesrate von 10% an, was mit unseren
Beobachtungen tibereinstimmt. Sie zeigten weiter, daB Stress und ACTH unter
Antikoagulation zu einer schweren hdmorrhagischen Diathese fiihren. Sie hat
bei 50% der Tiere innert 48—72 Std nach Stress bzw. ACTH den Tod durch
innere Blutungen zur Folge. Diese Wirkung beruht wahrscheinlich auf einer
direkten GefaBwandstérung. Da sie sich protrahiert geltend macht und sich
durch gleichzeitige Cortisongaben unterdriicken 148t, wird auch erwogen, ob ein
der NNR-Stimulation folgender Mangel an endogenen Corticosteroiden daran
beteiligt ist. Die Annahme einer gefifltoxischen Wirkung von ACTH und Stress
wird untermauert durch die Untersuchungen von Kramar (1953, 1954) und von
Kramar, MEYERS, SIMAY-KRAMAR u. WILHELMI (1956). Danach fiihrt ein Stress
auch bei der Ratte zu einer ausgeprigten Verminderung der Capillarresistenz,
die sich ebenfalls durch exogene Cortisongaben vermeiden 1aBt. In unserem
Hauptversuch wird diese gefilBtoxische ACTH-Wirkung nicht sichtbar, da er
gerade deshalb absichtlich schon 48 Std nach der ACTH-Injektion abgebrochen
wurde.

Beziiglich der NN R-Blutungen bestitigen unsere Vorversuche die Beob-
achtung von WILBUR u. RicH (1953), wonach allein schon die ACTH-Stimulation
der Ratten-NNR zu Blutungen fithren kann. Die Frage, ob dieser blutungs-
fordernde Effekt von ACTH an der NNR bei unterschwelliger Stimulation noch
latent vorhanden ist, 148t sich auf Grund unseres Hauptversuches bejahen,
indem es gelingt, ihn unter den Bedingungen einer Koagulopathie sichtbar zu
machen. Das Ereignis ist zwar bei unserer Versuchsanordnung nicht konstant
und nicht sehr ausgeprigt. Die in unserem Versuch erzeugten Rindenblutungen
waren bei 3 Tieren klein und herdférmig, nur ein Tier zeigte groBere konfluierende
Blutungen. Massenblutungen mit hémorrhagischer Infarzierung der NN wurden
in unserem Versuch erwartungsgemiB nicht erreicht. Erwihnenswert scheint
uns, dafl die NNR-Blutungen nicht unbedingt mit schweren allgemeinen Blu-
tungen gekoppelt waren. Die NN folgt hier offenbar eigenen Gesetzen.
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Was die Pathogenese der NN-Blutung beim WFS betrifft, so bestitigt unser
Versuch unsere eingangs gedubllerte Vermutung, daB dabei neben der Verbrauchs-
koagulopathie und der endogenen NNR-Stimulation noch weitere entscheidende
Faktoren zur NN-Blutung beitragen. PaTaxis (1966) Versuche an unserem
Institut zeigten, dafl die disseminierte intravasale Gerinnung an sich fiir die
haemorrhagische Infarzierung der NNR nicht entscheidend ist. Die zwar auch in
den Rindencapillaren nachweisbaren Fibrinthromben fiihrten eher zu andmischen
Infarkten und ihre Zahl liel sich durch ACTH-Stimulation verringern.

Der vorliegende Versuch zeight aber eindeutig, da3 NNR-Blutungen unter
Antikoagulation schon durch einmalige NNR-Stimulation ausgeldst werden
kénnen. Diese NNR-Stimulation ist — neben den erwihnten gefiBlanatomischen
Besonderheiten — der einzige bekannte spezifisch die NNR treffende Faktor
unter den verschiedenen erwogenen Ursachen der NN-Blutung des WFS.

Sieht man in unserem Versuch ein Modell fiir die auslésende Ursache von
NN-Blutungen beim antikoagulierten Menschen, so erscheint eine ACTH-Therapie
unter Antikoagulation riskant, indem ACTH die Blutungsbereitschaft des ganzen
Organismus und zudem selektiv der NNR — wenigstens bei der Ratte — steigert.
Entsprechend erscheint auch ein unter Antikoagulantien stehender Patient durch
eine intercurrente Stress-Situation gefahrdet.
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