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Abstract—Following the administration of phenacetin to rats the urinary excretion of
phenacetin, N-acetyl-p-aminophenol, N-acetyl-p-aminophenol-sulfate, N-acetyl-p-
aminophenolglucuronide, p-phenetidine, 2-hydroxyphenetidinesulfate and 2-hydroxy-
phenacetin was measured 3-hydroxyphenacetin was detected as a new metabolite of
phenacetin.

In vitro, 2-hydroxyphenacetin and 3-hydroxyphenacetin were found in rat liver slices
and in the 20,000 g liver fraction as metabolites of phenacetin. Results obtained with
p-phenetidine in vitro indicate that the high percentage of 2-hydroxyphenetidine in the
overall excretion of phenacetin in vivo is due to the hydroxylation of p-phenetidine and
does not result from hydroxylation of phenacetin followed by deacetylation.

Seir den Untersuchungen von Brodie und Axelrod! und Smith und Williams? ist
bekannt, daB Phenacetin hauptsichlich durch eine oxydative O-Desalkylierung zum
N-Acetyl-p-aminophenol abgebaut wird. Dieses wird groBtenteils konjugiert (mit
Schwefelsdure bzw. mit Glucuronsiure) im Harn ausgeschieden. Die darliberhinaus
mogliche Desacetylierung von Phenacetin zu p-Phenetidin besitzt fiir den Meta-
bolismus quantitativ nur eine untergeordnete Bedeutung, da sie weniger als 1 Prozent
der verabreichten Phenacetinmenge ausmacht.!: 2 Dennoch ist dieser Abbauweg von
toxikologischem Interesse, da p-Phenetidin fiir die Entstehung methdmoglobin-
bildender Metabolite verantwortlich zu machen ist.3: 4 Als weiteres Umwandlungs-
produkt fanden Conney und Mitarb5 nach Korperpassage von Phenacetin bei ver-
schiedenen Spezies (Mensch, Katze, Hund) 2-Hydroxy-phenacetin in Mengen von
0,2-2,0% der verabreichten Dosis. Fiir die Entstehung dieses Metaboliten lassen
sich zwei mogliche Reaktionswege diskutieren:

(1) Eine direkte Kernhydroxylierung von Phenacetin und

(2) eine Hydroxylierung von intermediér entstandenem p-Phenetidin zu 2-Hydroxy-

phenetidin und dessen erneute Acetylierung.

In den hier vorliegenden Untersuchungen konnte das 2-Hydroxy-phenacetin auch
bei der Ratte im Harn nachgewiesen werden. Der Anteil von 2-Hydroxy-phenacetin
an der Gesamtausscheidung wurde gemessen. Aus den Ergebnissen von in vitro
Versuchen mit verschiedenen Leberfraktionen und Phenacetin bzw. p-Phenetidin
als Substrat lieBen sich Anhaltspunkte fiir den Weg der Entstehung des 2-Hydroxy-
phenacetins gewinnen.
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Bei Untersuchungen zum Mechanismus der oxydativen O-Desalkylierung und der
Hydroxylierung von Phenacetin in Modellsystemen® entsteht neben dem 2-Hydroxy-
phenacetin auch das 3-Hydroxy-Derivat. Es wurde deshalb auBerdem noch gepriift,
ob dieses Umwandlungsprodukt des Phenacetins auch in vivo als Ausscheidungs-
produkt im Harn auftritt bzw. in vitro in Gegenwart von verschiedenen Leber-
fraktionen gebildet wird.

MATERIAL UND METHODEN

2-Hydroxy-phenacetin und das p-Phenetidinhydrochlorid wurden uns von der
Firma Dr. Karl Thomae GmbH, Biberach an der Riss, zur Verfiigung gestellt.*
3-Hydroxy-phenacetin wurde durch Hydroxylierung von Phenacetin (in Modell-
systemen) gewonnen.® 2-Hydroxy-phenetidinhydrochlorid wurde durch salzsaure
Hydrolyse aus 2-Hydroxy-phenacetin dargestellt. Die Tierversuche wurden mit
Phenacetin, DAB 6, der Farbenwerke Hoechst AG vorgenommen.

Von der Firma C. F. Boehringer & S8hne, Mannheim, stammten: NADP, Glucose-
6-phosphat, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase sowie das Enzympriparat 8-Glu-
curonidase - Arylsulfatase (Helix pomatia).

Das Reagenz nach Folin und Ciocalteus (Firma E. Merck, Darmstadt) wurde zum
Gebrauch 1:3 verdiinnt.

Fiir eine Probe E 600 (98-99 % rein) danken wir Herrn Dr. Schrader von den Far-
benfakriken Bayer, Leverkusen.

Tierversuche

Es wurden weibliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von ca 250 g verwendet.
Zum Auffangen des Harns saflen die Tiere in kleinen Stoffwechselkiifigen, die eine
Trennung von Urin und Kot sicher gewihrleisten. Der Urin wurde entweder sofort
aufgearbeitet oder bei —5°C bis zur Analyse aufbewahrt. Phenacetin wurde im
Morser fein zerrieben und in 0,99, NaCl-Losung unter Zugabe von 0,1 % Traganth
suspendiert. Die Verabreichung erfolgte ip.

In vitro-Versuche mit Leber

Die Lebern stammten von minnlichen Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht
von ca. 200 g und wurden vor der Aufarbeitung in eiskalter 0,25 m Saccharose-Losung
gewaschen.

(a) Leberschnitte. Diese (Gesamtmenge 3 bzw. 1,5 g) wurden in 50 bzw. 25 ml
Krebs—Ringer-Phosphat-Losung (pH 7,5) mit 0,25% Glucose bei 37°C wihrend
120 Min. unter leichtem Schiitteln in Oz-Atmosphire inkubiert. Die iibrigen Angaben
sind in den Legenden zu Tabelle 3 bzw. Tabelle 4 enthalten.

(b) Homogenat-Fraktionierung. Die Rattenlebern wurden in dem 3-fachen Volumen
0,25 m Saccharose-Losung homogenisiert und die Kerne sowie die Mitochondrien
wihrend 20 Min. bei 20.000 g abzentrifugiert. Aus diesem 20.000 g Uberstand wurde
durch einstiindige Zentrifugation die Mikrosomenfraktion als Sediment gewonnen.
Die Mikrosomen wurden anschlieBend in 0,05 m Tris-Puffer (pH 7,5) homogenisiert,
so daB 2,0 ml dieser Suspension 1 g Leber entsprach. Der Protein-Gehalt wurde nach
der Biuret-Methode bestimmt.

* Der Firma Dr. Karl Thomae GmbH sei an dieser Stelle fiir die Uberlassung der genannten
Produkte gedankt.
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Isolierung und Bestimmung der Umwandlungsprodukte

(a) Isolierung aus dem Harn. Die Konjugate des N-Acetyl-p-aminophenols (Sulfat
bzw. Glucuronid) werden nach einer bereits beschriebenen Methode diinnschicht-
chromatographisch isoliert.” Zur Abtrennung eines weiteren Phenacetin-Metaboliten,
des 2-sulfonyloxy-phenetidins, vom N-Acetyl-p-aminophenolsulfat wird auf derselben
Diinnschichtplatte mit dem sauren FlieBmittel IV eine zweite Chromatographie
durchgefiihrt. FlieBmittelzusammensetzung und Rp-Werte der betreffenden Sub-
stanzen sind in der Tabelle 1 angegeben. Nicht konjugiertes N:Acetyl-p-amino-
phenol und unveréindertes Phenacetin, die nur in geringer Konzentration im Harn
ausgeschieden werden, extrahiert man mit Butanol-(1). Einzelheiten dieser Methode
sind ebenfalls bereits beschrieben.?

2-Hydroxy-phenacetin und 3-Hydroxy-phenacetin werden im Harn nur in geringer
Konzentration groBtenteils mit Glucuronsdure oder Schwefelsdure konjugiert aus-
geschieden. Zur Hydrolyse dieser Konjugate wird der Harn nach Zugabe von 1 m
Acetatpuffer (pH 5) und von 0,1 ml einer Lésung von 8-Glucuronidase + Arylsulfatase
fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird das Enzymprotein durch Zugabe
von 0,2 ml 1,79 Uranylacetat-Losung und Erhitzen auf 80°C (10 Min.) gefillt
und durch Zentrifugation (5 Min. bei 4000 U/Min.) sedimentiert. Der Uberstand je
cines Ansatzes wird quantitativ in einen Schiitteltrichter iibergefiihrt, mit Kochsalz
gesittigt, mit 0,5 ml 5 n Salzsdure angesduert und mit jeweils dem 5-fachen Volumen
Chloroform dreimal extrahiert. Der nach dem Einengen des Extraktes verbleibende
Riickstand wird in Methanol aufgenommen, auf Diinnschichtplatten aufgetragen und
mit FlieBmittel I (siche Tabelle 1) chromatographiert. Die 2-Hydroxy-phenacetin
bzw. 3-Hydroxy-phenacetin enthaltenden Kieselgelzonen werden von der Diinn-
schichtplatte abgeltst und mit Methanol eluiert. Nach Einengen des Eluates erfolgt
die Rechromatographie mit FlieBmittel II.

TABELLE 1. Rp-WERTE

FlieB- Phena- 0-OH- m-OH- NAPAP NAPAP- NAPAP- 2-sulfonyl-
mittel cetin Phena- Phena- sulfat glucu- oxy-phene-
cetin cetin ronid tidin

1 0,92 0,74 0,66 0,49 — — —

11 0,75 0,69 0,53 0,36 — —_ —

I 0,92 — — 0,92 0,68 0,20 0,73

v 0,91* — — 0,78* 0,50* 0,17 0,63*

v 0,94 0,75 0,76 0,80 —_ — —_

FlieBmittel I = Chloroform/iso-Propanol/33-proz. Ammoniak (80:15:5), im Schiitteltrichter
kriftig geschiittelt, 90 ml der unteren Phase + 5 ml Methanol.

FlieBmittel II = Benzol/Methanol/Eisessig (45:8:4).

FlieBmittel III = Aceton/Butanol-(1)/Wasser (50:40:10).

FlieBmittel IV = Dichlorithan/Essigsiureithylester/98-proz. Ameisensdure (60:20:20).

FlieBmittel V = Chloroform/iso-Propanol/33-proz. Ammoniak (45:45:10).

* Nach Chromatographie mit FlieBmittel III iiber eine Laufstreke von 10 cm und kurzem Trocknen
der Platte erneut aufsteigende Chromatographie in der gleichen Richtung mit dem FlieBmittel IV
iiber eine Laufstrecke von 16 cm.
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Zur Isolierung von p-Phenetidin wird die nach der sauren Extraktion zuriick-
bleibende wissrige Phase mit 5 n Natronlauge neutralisiert und zweimal mit dem
5-fachen Volumen Ather ausgeschiittelt. Der Atherextrakt wird eingeengt, quantitativ
auf Diinnschichtplatten aufgetragen und in FlieBmittel IT aufgetrennt (Rr-Wert des
p-Phenetidins = 0,28).

(b) Isolierung aus den Inkubationsanséitzen mit Leberschnitten bzw. Fraktionen von
Leberhomogenaten. Die Ansétze mit Phenacetin werden nach der Inkubation mit
Kochsalz versetzt und dreimal mit 100 ml Chloroform ausgeschiittelt. Der gesamte
Chloroformextrakt wird danach auf 20 ml eingeengt und die Phenole in 1 ml 3 n
Natronlauge durch Schiitteln iiberfiihrt. Die wissrige alkalische Phase wird abge-
hoben, angesduert und mit Kochsalz gesittigt. Die Phenole kdnnen nun durch
zweimaliges Ausschiitteln mit 10 ml Ather extrahiert werden. Nach dem Abdampfen
des Athers wird der Riickstand quantitativ auf Diinnschichtplatten aufgetragen und
in FlieBmittel IT aufgetrennt.

Die Ansitze mit p-Phenetidin werden nach der Inkubation mit Kochsalz geséttigt
und zweimal mit 100 ml Ather ausgeschiittelt. Aus der Atherphase lassen sich die
freien Amine (p-Aminophenol und 2-Hydroxy-phenetidin) durch Schiitteln in 10 ml
0,02 n Salzsdure iiberfiihren.

(c) Bestimmung der Ausscheidungs- bzw. Umwandlungsprodukte. Die Bestimmungs-
verfahren fiir Phenacetin, NAPAP und dessen Konjugate nach der Isolierung aus
dem Harn sind an anderer Stelle mitgeteilt.?

Zur Bestimmung des 2-Hydroxy-phenetidins wird die Kieselgelfraktion, welche das
im Urin ausgeschiedene 2-sulfonyloxy-phenetidin enthilt (siche Abschnitt a) abgelst
und mit 2 ml 2 n HCI hydrolysiert. Durch Zugabe von Natriumkarbonat wird das
Hydrolysat bzw. bei den in vitro Versuchen ein aliquoter Teil der salzsauren Lésung
(siche Abschnitt b) neutralisiert, wobei das 2-Hydroxy-phenetidin zu dem gelben
3-Amino-7-dthoxy-phenoxazon-(2) kondensiert.8.® Dieses gelbe Kondensations-
produkt wird mit Chloroform extrahiert. In Chloroform wird bei 455 nm (d = 1 cm)
die Extinktion ermittelt. Zur Aufstellung der Eichkurve werden ansteigende Kon-
zentrationen von 2-Hydroxy-phenacetin nach Hydrolyse mit Salzsdure (zur Abspal-
tung der Acetylgruppe) der gleichen Prozedur unterworfen.

2-Hydroxy-phenacetin und 3-Hydroxy-phenacetin werden mit dem Phenolreagenz
nach Folin und Ciocalteus bestimmt.1® Die hier verwendete Modifikation dieser
Bestimmungsmethode ist an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben.’! Sehr niedrige
Mengen von 2-Hydroxy- und 3-Hydroxy-phenacetin konnten nur halbquantitativ
durch Vergleich mit Eichwerten bekannter Konzentrationen nach Anspriihen auf
der Diinnschichtplatte bestimmt werden.

p-Aminophenol wird in einem aliquoten Teil der salzsauren Ldsung (siche Ab-
schnitt b) nach einer Vorschrift von Brodie und Axelrod!? bestimmt. Hypobromid
erwies sich zur Oxydation als ungeeignet, da es anwesendes p-Phenetidin unter
O-Desalkylierung angreift. Diese Storung 148t sich durch Verwendung von Hypojodid
umgehen.

Das aus Urin isolierte p-Phenetidin (siche Abschnitt a) 148t sich nach Diazotieren
mit a-Naphthol kuppeln und bestimmen.!

Zum Nachweis und zur eventuellen Bestimmung von 3-Hydroxy-phenetidin wurde
der eingeengte Atherextrakt (siche Abschnitt b) eines Mikrosomenansatzes acetyliert
und diinnschichtchromatographisch aufgetrennt.
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ERGEBNISSE

(@) Nachweis und quantitative Erfassung der nach Gabe von Phenacetin ausgeschiedenen
Umwandlungsprodukte

Neben bisher bekannten Ausscheidungsprodukten des Phenacetins wurden zwei
noch nicht beschriebene Umwandlungsprodukte im Urin der Ratte vorgefunden.
Bei einer der Substanzen handelt es sich, wie durch Vergleich ihres IR-Spektrums
mit der authentischen Verbindung festgestellt wurde, um das 2-Hydroxy-phenacetin.
Das zweite Produkt, das in geringerer Konzentration ausgeschieden wird, wurde
anhand seines chromatographischen Verhaltens in 3 FlieBmitteln, seiner Reaktionen
mit Dichlorchinonchlorimid bzw. Folin’s Reagenz und seines UV-Spektrums als
3-Hydroxy-phenacetin identifiziert. Der Anteil beider Metabolite an der Gesamt-
ausscheidung ist zusammen mit den iibrigen Umwandlungsprodukten in Tabelle 2
angegeben,

TABELLE 2. AUSSCHEIDUNG VON PHENACETIN UND DESSEN UMWANDLUNGSPRODUKTEN
BEI DER RATTE

Tiere: weibl. Wistar—Ratten, 250-300 g; Dosis und Art der Verabreichung: 200 mg/kg

(ca. 300 pMol/Tier) ip.

Sammetharn: 0-8 Std. nach Verabreichung des Phenacetins. (Die angegebenen
Zahlen sind Mittelwerte aus 12 Einzelversuchen.)

% der gege-

Mol  benen Dosis
Phenacetin 1,4 0,5
NAPAP 10,4 3,5
NAPAP-sulfat 98,8 32,9
NAPAP-glucuronid 65,1 21,7
2-sulfonyloxy-phenetidin 18,2 6,1
p-Phenetidin 0,9 0,3
3-Hydroxy-phenetidin — P
2-Hydroxy-phenacetin 0,2 0,07
3-Hydroxy-phenacetin 0,1 0,04
in 8 Stunden insgesamt 195,1 65,1

Zur Priifung der Frage, inwieweit durch Phenobarbital-Vorbehandlung bei der
Ratte die O-Desalkylierung des Phenacetins und die Konjugation des entstandenen
NAPAP induzierbar sind, wurden bereits Untersuchungen iiber die Ausscheidung
von Phenacetin, NAPAP und dessen Konjugate im Zeitraum von 0-4 Stunden nach
Applikation durchgefiihrt.}3 Bei den dieser Arbeit zugrundeliegenden Ergebnissen
wurde neben der quantitativen Erfassung der noch nicht beschriebenen Metabolite
auflerdem die untersuchte Ausscheidungsperiode auf (-8 Studen ausgedehnt
(Tabelle 2).

Von den insgesamt verabreichten 300 uMol Phenacetin pro Tier werden in & Stun-
den 659 als Ausscheidungsprodukte im Urin wiedergefunden. Davon werden nur
0,5% als Phenacetin, d.h. unverindert, ausgeschieden. Der grofite Teil (58% der
gegebenen Dosis) wird O-desalkyliert und vorwiegend in konjugierter Form aus-
geschieden.
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Die Gesamtmenge der gemessenen kernhydroxylierten Ausscheidungsprodukte
betrdgt dagegen nur 6,29, der verabreichten Dosis. Das 2-Hydroxy-phenetidin
(konjugiert mit Schwefelsdure) bildet mit 6%, den Hauptanteil der kernhydroxy-
lierten Ausscheidungsprodukte. 3-Hydroxy-phenetidin konnte dagegen nicht gefunden
werden. Die Ausscheidung an 2-Hydroxy- und 3-Hydroxy-phenacetin betrigt zusam-
mengenommen weniger als 0,2 % der verabreichten Phenacetin-Dosis.

(b) Hydroxylierung und oxydative O-Desalkylierung von Phenacetin in Leberprdparaten

Es war bekannt, daB Phenacetin in der Mikrosomenfraktion der Leber durch
mischfunktionelle Oxygenasen zu N-Acetyl-p-aminophenol desalkyliert wird.l4 Das
Vorkommen von 2-Hydroxy-phenacetin und 3-Hydroxy-phenacetin in vivo wies
darauf hin, daB in geringem Umfang auch der Kern hydroxyliert wird. Die Ausschei-
dung dieser beiden Phenole im Urin konnte jedoch nicht allein als Beweis fiir eine
Hydroxylierung des Phenacetins selbst angesechen werden. Denn diese Produkte
konnten nach Desacetylierung des Phenacetins und nachfolgende Hydroxylierung
von p-Phenetidin durch Reacetylierung entstanden sein. Umgekehrt kommen fiir
die Entstehung des 2-Hydroxy-phenetidins, das im Urin in betrdchtlicher Menge als
Schwefelsdurekonjugat ausgeschieden wird, theoretisch zwei Méglichkeiten in Frage:
(1) Phenacetin wird zu p-Phenetidin desacetyliert und dieses in 2-Stellung hydroxyliert.
(2) Phenacetin wird in 2-Stellung hydroxyliert und dann desacetyliert.

Es wurde zunichst gepriift, ob nach Inkubation von Phenacetin in Leberpripara-
tionen mit NADPH 2-Hydroxy- und 3-Hydroxy-phenacetin nachgewiesen werden
konnen. Bei diesen Versuchsansdtzen wurde die Abspaltung der Acetylgruppe des
Phenacetins durch die mikrosomale Leberesterase'® durch Zugabe von Eggo (p-Nitro-
phenylphosphat), das als spezifischer Inhibitor fiir dieses Enzym bekannt ist,16
verhindert.

TABELLE 3. HYDROXYLIERUNG UND DESALKYLIERUNG VON PHENACETIN IN
LEBERPRAPARATIONEN

Fiir jeden Versuch werden 3 g Leber bzw. die entsprechende Menge Leberfraktion eingesetzt. Jeder

Ansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 50 ml folgende Zusitze: Phenacetin 2 X 10-3M.

Nikotinsdureamid 2 x 10-3 M, MgClz 2 X 103 M, Egoo 10-% M.

Die Ansitze 2-4 enthalten 0,05 M Tris-Puffer pH 7,5, NADP 5 x 10~* M und Glucose-6-phosphat

5 X 10-3 M. Zu Ansatz No. 4 wird auBlerdem 1 mg Glucose-6-phosphat Dehydrogenase zugesetzt.

Es wird 60 Min. bei 25° inkubiert. Die Versuchsbedingungen fiir System No 1 sind im methodischen
Teil angegeben. Die Werte sind Mittel aus drei Versuchen.

Ausbeute 2-Hydroxy- 3-Hydroxy- N-acetyl-p-

phenacetin phenacetin  aminophenol
No. System uMol uMol #Mol Mol
1 Leberschnitte 2,40 0,024 0,005 2,37
40,27 40,013 40,003 40,25
2 20.000 g Uberstand 1,84 0,022 0,006 1,81
+0,23 +0,015 40,003 40,21
3 105.000 g Uberstand 0,02 — —_ —
40,01
4  Mikrosomen 1,22 — — 1,22

+0,16 +0,16
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Sowohl in den Versuchen mit Leberschnitten der Ratte als auch mit dem 20.000 g
Uberstand von Leberhomogenat der Ratte konnten geringe Mengen 2-Hydroxy-
phenacetin (1,1%*) und 3-Hydroxy-phenacetin (0,3%*) nachgewiesen und halb-
quantitativ bestimmt werden. Dagegen verlief der Nachweis einer Kernhydroxylierung
von Phenacetin mit der isolierten Mikrosomenfraktion negativ. In diesem System
betriigt aber im Gegensatz zu den iibrigen Leberpriparationen die Wiederfindung
von zugesetztem 2-Hydroxy-phenacetin und 3-Hydroxy-phenacetin (0,05-0,2 uMol)
nur etwa 10%, so daB die beiden Phenole wahrscheinlich unter der analytischen
Nachweisgrenze bleiben. Diesem Ergebnis zufolge ist die Annahme nicht abwegig,
daB in vivo gefundenes 2-Hydroxy-phenacetin bzw. 3-Hydroxy-phenacetin durch
eine direkte Hydroxylierung des Phenacetins entstehen.

(¢) Hydroxylierung und Q- Desalkylierung von p-Phenetidin in Leberpréiparaten

In einer anderen Versuchsreihe wurde gepriift, ob p-Phenetidin mit den verschie-
denen Rattenleberpriparationen in Gegenwart von NADPH und Luftsauerstoff in
2-Stellung hydroxyliert werden kann.

TABELLE 4. HYDROXYLIERUNG UND DESALKYLIERUNG VON PHENETIDIN IN
LEBERPRAPARATIONEN

Konzentrationen und Versuchsbedingungen entsprechen denen in Tabelle 3. Statt
Phenacetin wurde Phenetidin (2 x 103 M) eingesetzt und die Ansitze in einem
Gesamtvolumen von 25 ml inkubiert.

Ausbeute 2-Hydroxy- p-Aminophenol

phenetidin

No. System #Mol Mol Mol
1 Leberschnitte 1,65 0,48 1,17
40,19 +0,30
2 20.000 g Uberstand 1,95 0,61 1,34
40,22 40,41

3 105.000 g Uberstand 0,03 e -
4  Mikrosomen 2,20 0,42 1,78
+0,11 +0,48

Als Umwandlungsprodukte von p-Phenetidin konnten nur 2-Hydroxy-phenetidin
und das Desalkylierungsprodukt—p-Aminophenol—gefunden werden. Beide Verbin-
dungen sind unter den Bedingungen der Inkubation instabil. 2-Hydroxy-phenetidin
wird in glatter Reaktion zu dem analytisch leicht erfaBbaren 3-Amino-7-4thoxy-
phenoxazon-(2) kondensiert und 148t sich so leicht quantitativ bestimmen; p-Amino-
phenol geht zum Teil in braune Oxydationsprodukte {iiber, deren quantitative
Bestimmung nicht moglich ist. Fiir die Wiederfindung von p-Aminophenol ergeben
sich daher relativ groBe Fehlerbreiten. Tabelle 4 zeigt, daB-—bezogen auf die insgesamt
vorliegende Ausbeute—sowohl in Leberschnitten wie auch im 20.000 g Uberstand und
in der préparierten Mikrosomenfrakti onca. 25 % in 2-Hydroxy-phenetidin und ca 759
in p-Aminophenol umgewandelt werden.

* Die angegebenen Prozentzahlen sind bezogen auf die insgesamt vorliegende Ausheute, wobei die
%—Desa;)lkylierung mit 98 %; iiberwiegt.
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DISKUSSION

Conney and Mitarb® konnten 2-Hydroxy-phenacetin als Umwandlungsprodukt
des Phenacetins bei verschiedenen Spezies (Mensch, Hund und Katze) nachweisen
und bestimmen. Wie die hier vorliegenden Untersuchungen zeigen, entsteht dieser
Phenacetinmetabolit auch bei der Ratte. In etwas geringerer Menge fanden wir dane-
ben das bisher nicht bekannte 3-Hydroxy-phenacetin. Beide Phenole entstehen aus
Phenacetin genau wie das O-Desalkylierungsprodukt N-Acetyl-p-aminophenol in
Gegenwart von NADPH und molekularem Sauerstoff sowohl in Leberschnitten als
auch im 20.000 g Uberstand. Der hohe Anteil der O-Desalkylierung weist darauf hin,
daBl bei der Oxydation des Phenacetins durch mischfunktionelle Oxygenasen die
Seitenkette bevorzugt wird. Diese Oxygenasen greifen aber bei Phenacetin wie bei
vielen Fremdstoffen auch an anderen Stellen, z.B. am Ring, an.

Bei den Versuchen mit Leberpriparationen wurde eine mogliche Desacetylierung
durch die mikrosomale Leberesterasel® mit dem Hemmstoff Egoo verhindert.18
Dadurch 148t sich eine exakte Aussage dariiber machen, in welchem Umfang Phena-
cetin selbst in 2-Stellung hydroxyliert wird. Dies ist insofern von Interesse, als bei der

NH, N-hydroxyl. Produkte
— {toxisch)

~ NH,
OC,H; 0—S0,H
037

ocC 2H 5
(6- ]’ 7 0
HN—C—CH, HN—-—C—CH 3 HN—C— CH,
HYDROXY-
LIERUNG OH
C,H; C,H; C,H,
(0-5% unveriind.) ©07%) ©047%)
NH—C—CH;
R=H =35%
=SO0,H =329%
OR = C¢HyO04 =217
(58-1%)

ABB. 1. Metabolische Umwandlung des Phenacetins bei der Ratte. (Die Angaben beziehen sich auf
Prozent der gegebenen Dosis ausgeschieden im 8-Std.-Harn.)
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Ratte und beim Menschen® ein betrichtlicher Prozentsatz des verabreichten Phena-
cetins als 2-Hydroxy-phenetidin (mit Schwefelsdure konjugiert) im Harn ausgeschieden
wird. Durch unsere Untersuchungen an Leberpriparationen der Ratten konnte
gezeigt werden, daBl Phenacetin nur zu etwa 1%, (bezogen auf die Ausbeute) zu 2-
Hydroxy-phenacetin umgewandelt wird; p-Phenetidin hingegen wird zu ca. 25% in
2-Stellung (bezogen auf die Ausbeute) hydroxyliert. Aus diesen Befunden ergibt sich,
daB3 das im Urin nach Gabe von Phenacetin in nicht unbetrichtlicher Menge (6%
der verabreichten Dosis) ausgeschiedene 2-Hydroxy-phenetidin wahrscheinlich
folgendermaBen entstanden ist: Zuniichst Desacetylierung von Phenacetin zu p-
Phenetidin und danach Hydroxylierung in 2-Stellung.

Mithin wird Phenacetin in weit groBerem Umfang desacetyliert als bisher allgemein
angenommen wurde.l» 2 Die Annahme, dafl Phenacetin zu weniger als 19/ der vera-
breichten Dosis desacetyliert wird, stiitzte sich auf den Nachweis und die Bestimmung
von p-Phenetidin und dessen toxischen Folgeprodukten in Kdrperfliissigkeiten.

Die Vorstellung, dafi 2-Hydroxy-phenetidin aus Phenacetin durch Desacetylierung
und nachfolgende Hydroxylierung von p-Phenetidin entsteht, wird durch Ergebnisse
von Smith und Williams am Kaninchen!? und eigene Untersuchungen an der Ratte!8
wahrscheinlich gemacht, bei denen nach Verabreichung von p-Phenetidin das 2-
Hydroxy-phenetidin als Schwefelsfiurekonjugat im Urin ausgeschieden wurde.

Zusammenfassend lassen sich unsere Vorstellungen vom Phenacetin-Abbau in
folgendem Schema darstellen (Abb. 1).

Zusammenfassung—Folgende nach Verabreichung von Phenacetin im Harn der Ratte
aoftretende Ausscheidungsprodukte wurden quantitativ erfait: Phenacetin, N-Acetyl-
p-aminophenol, N-Acetyl-p-aminophenol-sulfat bzw. -glucuronid, p-Phenetidin, das Sul-
fatkonjugat des 2-Hydroxy-phenetidins und 2-Hydroxy-phenacetin. AuBerdem wurde
das ausgeschiedene 3-Hydroxy-phenacetin, das erstmals nachgewiesen wurde, bestimmt.

Auch in vitro lieBen sich an Leberschnitten und an der 20.000 g Leber-Fraktion von
Ratten 2-Hydroxy-phenacetin und 3-Hydroxy-phenacetin als Umwandlungs-produkte
des Phenacetins nachweisen und bestimmen. Untersuchungen mit p-Phenetidin als
Substrat zeigten, dall der in vivo nach Phenacetingabe gefundene hohe Anteil an 2-
Hydroxy-phenetidin an der Gesamtausscheidung nur durch Hydroxylierung von p-
Phenetidin zustandegekommen sein kann und nicht durch Hydroxylierung von Phena-
cetin und nachfolgende Desacetylierung entsteht.
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