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Aus der Medizinischen Forschungsabteilung der

F. Hoffmann-La Roche & Co., AG, Basel

Tierexperimentelle Untersuchungen
ZUT Frage der interstitiellen Nephritis bei Milbrauch
phenacetinhaltiger Schmerzmittel

Von A. Studer, G. Zbinden, K. Schiirer und B. Fust

Fin Zusammenhang zwischen Abusus phenacetinhaltiger Schmerz-
mittel und interstitieller Nephritis erscheint nach klinisch-statistischen
und pathologisch-anatomischen Beobachtungen moglich (Spiihler und Zol-
linger [1], Spiihler [2], Thoelen [3], Zollinger [4, 5, 6], Schiweingruber [7],
Haas [8], Thoelen und Mitarb. [9], Moeschlin [10]). Einschligige Iille,
die Scheidegger [11] am Pathologischen Institut Basel beobachtete, gaben
1954 die Anregung, Tierversuche in dieser Richtung zu unternehmen.

An Ratten wurden wiihrend 6 15 Monaten 500 mg/kg ciner Wirkstoft-
mischung, im folgenden als IPDC! bezeichnet, pro Gramm enthaltend
Isopropylantipyrin (1-Phenyl-2,3-dimethyl-4-isopropyl-5-pyrazolon) 300
mg, Phenacetin (Acet-p-phenetidin) 500 mg, 3,3-Diéthyl-2,4-dioxo-Letra-
hydro-pyridin 100 mg, Coffein (1,3,7-Trimethyl-xanthin) 100 mg, per os
mit der Schlundsonde verabreicht, was umgerechnet fiir cinen 50 kg
schweren Menschen einer tiiglichen Dosis von 60 Tabletten entspricht.
Eine interstiticlle Nephritis trat nicht auf, auch nicht bei Behandlung
mit den entsprechend dosierten Einzelkomponenten der Wirkstofl-
mischung (Studer und Zbinden [12]).

Experimentelle  Nierenschiaden durch phenacetinhaltige Schmerz-
mittel sind bisher in der Literatur auch bei andern Tierarten nicht er-
wiihnt. Die von Thoeelen und Mitarb. [9] nach vorheriger Behandlung mit
groflen Dosen « Saridon» bei Miusen beobachtete interstitielle Nephritis
ist nicht als direkte toxische Folge des Phenacetins zu werten, sondern
entspricht wohl einer fiir die Maus typischen und hiuhg vorkommenden
Spontaninfektion mit Klosiella muris. Inwieweit die Belastung mit dem
Analgeticum in seinen Versuchen zu einer Verstirkung des Spontan-
infektes gefithrt hat, wird zur Zeit gemeinsam mit Theelen abgeklirt,

! Wirkstoffmischung des Analgeticums Saridon (Markenname).
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Es war somit bisher nicht méglich, durch beer-:losienmg von phen-
acetinhaltigen Schmerzmitteln gesetzmiBig Nierenverinderungen zu er-
zeugen, die mit dem Krankheitsbild der interstitiellen Nephritis des
Menschen zu vergleichen wiiren. Die Bedeutung solcher Versuche ist
zum vornherein dadurch eingeschriankt, dall ein negativer Ausfall keine
bindenden Schliisze fiir den Menschen zuldfit.

In den nachstehenden Versuchsreihen sollte abgeklirt werden, ob
experimentell gesetzte Nierenschiaden durch zusitzliche Belastung mit
sehr grollen Dosen IPDC verstirkt oder modifiziert werden, Fs ist
denkbar, dal} sich in einer pathologisch-anatomisch verinderten Niere
mit gestorter Ausscheidungsfunktion eine toxische, medikamentose Scha-
digung anders auswirkt als im gesunden Organ und dal} sich vielleicht
erst auf der Basis ecines vorgingigen oder gleichzeitigen, zusitzlichen

Nierenschadens eine toxische interstitielle Nephritis entwickeln kann,

L. Glomerulumschidigung durch Polvvinylalkohol (Mol. G. 64 000)

Hochmolekularer Polyvinylalkohol fiihrt nach parenteraler Zufuhr an
der Ratte hauptsiichlich zu Verdinderung der Glomerula (Studer und

Zbinden [13]).

Versuchsanordnung: Zehn 80-100 g schwere, weibliche Ratten erhielten wihrend
12 Wochen, an 5 Tagen der Woche, 1 em?® einer 425igen Lissung von Polyvinylalkohol
(Mol. G. 64 000) s, ¢, linf Tiere davon zusiitzlich einen Diitzusatz von 0,5%, IPDC
entsprechend ea. 350- 4H) mg kg,

Frgebnis: Simtliche Tiere iiberlebten,

Nierengewicht: mit 1PDC 14181138 mg* bzw. §,1-00.0%, des Korpergewichts,
ohne IPDC 13124138 mg baw. 7,6 L0.4% des Kirperzewichis,

Iistologische Befunde: Starke herdformige Ausweltung einzelner  Glomerulum-
schlingen mit Erweiterung des Kapselranmes. Feinstkirnige hiimalaungefirbte Massen
in den Schlingen, in den Tubulusepithelien und im Tubulaslomen. Keine interstitiellen
Infiltrate (Abb. 1). Zusitzliche Veriinderungen durch IPDC bestehen nicht.

2. Tubuliire Schiidigungen durch Oxalatvergifiung
Die Technik von Shaiwe und Mitarb. [14] wurde leicht modifiziert.

Versuchsanordnung

a) Acht Kaninchen erhielten withrend 7 Wochen, 3mal wiochentlich, 25 mgikg
Natriumoxalat (3,5%,1ge Losung) i. v., vier Tiere davon zusitzlich Smal wichentlich
200 me/kg IPDC mit der Schlundsonde.

b) Acht Kaninchen erhiclten withrend 5 Wochen, an 5 Tagen der Woche, 5 mg/kg
Natriumoxalat (2,5%ige Losung) i, v., anschlielend wiihrend 3 Wochen Erhéhung
der Oxalatdosis auf 10 mg/kg. Vier Tiere davon erhielten zusiitzlich Smal wichentlich
500 mg/kg 1PDC mit der Sehlundsonde,

Ergebnisse

Histologische Befunde: Glomerula oft etwas vergrifiert mit gut bluthaltigen Kapillar-
schlingen. Tubuli contorti miilig bis stark erweitert. Im Lumen der Tubuli viele hyaline

* Mittlerer Fehler.
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Abb. 1, Niere, Rotte, Himalaun-TFosin, 370mal vergriBert. HerdfGrmige Freweilerung
der Glomerulomsehlingen mit Nachweis des subeutan injizierten Polvvinylalkehols
(Mol, G, 64 000) intravazsal und in den Tubuli.

Zylinder., Epithelien der Hauptstiteke trithe geschwollen, in erweiterten Tubuhis-
abschuitten abgeplattet. Zahlreiche Fpithelien enthalten kleine, gelbliche Kristalle,
andere sind nekrotisch oder absehnittsweise ins Tubuluslumen desquamiert (Abh, 2),
Die Tubuli recti sind oft anch etwas erweitert und enthalten kivenige, cosinophile Massen,
Fpithelien meist etwas abgeplattet. Sammelrohre intake. loterstitium lediglich im
Bereiche eingelner untergegangener Tubnli bindegewebig verdickt; keine interstitiellen
Intiltrate. Der Belund ist mit und ohne TPDC-Belastung identisch,

. ik i 4 . 3 Z
3. Uberbelastung der Niere mit einer Sulfonamidmischung

Sulfonamidkombinationen, enthaltend Sulfadiazin, Sulfathiazol und
Sulfamerazin  oder Sulfadiazin, Sulfamerazin und Sulfamethazin zu
gleichen Teilen, fithren bei Ratten und Kaninchen zu Konkrement-
bildung in der Niere mit starker Ausweitung der Tubuli (Sehnitzer

und Mitarb. [13]}

a) Rulten

FPersuchsanordnung: 20 weibliche, 10-13 ¢ schwere Ratten erhielten wiihrend 12 Wo-
chen in einer vollwertigen «synthetizchens Difit 0,539, einer Mischung von Sulfadiazin,
Sulfathiazol und Sulfamerazin zu gleichen Teilen, 10 Tiere davon zusitzlich einen
hiatzusatz von 0.25%, IPDC (= ca. 200 meikg).

Freebnisse

Je ein Tier mit und ein Tier ohne IPDC starben vorzeitig. Histopathologizch finden
sich bei den meisten Tieren, besonders im Mark, deutliche Ausweitung der Tubuli
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Abb. 2. Niere, Raninchen, Himalaun-Eosin, 1300mal vergralert. Tubulusschiidignng
bei Oxalatvergiftung, Intracpitheliale kristallaustillung mi Diesgquamation und Ne-
krose der Bpithelien.
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Abb. 3. Niere, Kaninchen. Himalaoo-Fosin,  i30mal svergrollert. Answeitung der
Tubuli mit Abplatiung und Nekrose der Epithelien bei Uberbelastung mit einer
Sullfonamidmi=chung.



und Abflachung der Kpithelien: Kristalle kiinnen im Paralfinschnitt nicht nachge-
wicsen werden., Keine wesentliche interstitielle Entzitndung. Bei den zusiitzlich mit
IPDC behandelten Tieren sind die Yerinderungen gleich,

Iy Keaninchen

Fersuchsanordnung: 16 Kaninchen erhielten an 5 Tagen der Woehe withrend 1 Wochen
6 me'ke der oben erwihnten Sulfonamidmischung, 8 Tiere davon zusiitzlich 3mal
wichentlich 500 mg/kg IPDC, Ferner wurden an 9 Kaninchen ausschliefilich 600 me/ke
IFDC wverabreicht, 4 Kontrollkaninchen erhielten analoge Mengen physiologischer
Kochsalzlizung per o=,

Frgebnisse: Keine Aunstitlle,

Makroskopisch zeigen 5 mit Sulfonamidmischung und L mit Sulfonamidmischung
plus TPDC behandelte Tiere deutliche NierenvergroBerung, Von der Sehnivfliiche,
die eine intensive, radidre, gelbliche Streifung im Markbereich aunbweist, lassen sich
massenhaft Kristalle abstreifen. Histopathologisch lindet sich bei & von 8 mit Sulfon-
amidmischung wnd bei 4 von 8 mit Sulfonamidmischung  plus IPDC behandelten
Kaninchen miillige bis extreme Ausweltung der Tubuli recti und Sammelrihren mit
Abflachung, Desquamation und Nekrose der Epithelien (Abb. 3). In cinzelnen Fillen
sind Papillennekrosen zu beobachten. Im Gelriersehnitt sind in den Tubuli oft doppel-
brechende Sulfonamidkristalle nachzuweisen. Eine Verstiirkung oder Anderung der
Nierenschiidignng durch [PDC ist nicht nachweisbar.

4. Kompression der Niere

Bei L4 einseitig nephrektomierten Ratten wurde die verbleibende Niere mit Perlon
cingekapselt (Versuche Dr. I P. Béchtold in unsern Laboratorien). Nach 4 Wochen

crhielten 7 Tiere davon wihrend 32 Tagen 0.53%, IPDC als Difitzusatz { ea. 350 bis
400 maike).

Ergebnisse

Fin mit IPDC behandeltes Tier und 3 Ratten ohne susitzliche IPDC-Yerabreichung
starben interkurrent. Histopathologisch finden sich bei den diberlebenden Tieren mii-
Bige bis starke bindegewebige Verdickungen der Nierenkapseln (Abb. 4). Kapselraum
der Glomerula und Tubuli oft erweitert. Epithelien der Tubuli fleckweise verfertet,
Kerne gelegentlich pyknotisch. Interstitium leicht bindegewebig verbreitert, hie und
da mit spirlichen Lymphoevten inhiltriert. e [PDC-Tiere zeigen das gleiche Bild,

5. Nephrocalcinosts durch Vergifiung mut hyvdriertem  Calciferol (Cale-
amin?)

Je 12 Ratten wurden in der L. Woche 3mal, in der 2. and 3. Woche 2mal und in der
1. Woehe dmal 0,1 em? baw. 0,05 em® hydriertes Caleiferol (1 em® enthiilt 0,2 mg des
kristallinen Dihvdrotachvstering) mit der Schlundsonde verabreicht. Die Hiilfte der
Tiere erhiclt zusiitzlich in der Didit 0.5%, TPDC (= ca. 3501400 mgikg).

Fropbnisse

Algemeinzustand aller Tiere selir schlecht (2 Auslille ohne IPDC, 4 Ausfille mit
(Do,

Histopathologiseh sind schwerste Nierenverinderungen nachzuweisen. Diese be-
slehen in herdlirmiger Alrophie der Glomerula, malliger bis extremer Ausweitung der
Tubuli mit Abflachung, Desquamation und Nekrose der Epithelien, Bildung geschich-
teter und verkalkter RKoukremente in den Tubuli uod im Interstitium (Abb. 53, Ver-

2 Markenname,
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Abb. 1. Niere, Ratte, Himalaun-Eosin, 120mal vergriliert, Knpu‘l\'t‘rdi('kung und
Kaniilehenerweiterung bei mechanischer Kompression der Niere (Perlonkapsel).
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Abb. 5. Niere, Ratte, Himalaun-Kosin, 160mal vergrofert, Tubulire Schidigung mit
Kalkkonkrementen und interstitieller Pibrose bei Vergiftung mit Dihydrotachysterin.
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mehrung des interstitiellen Bindegewebes, hie und da mit lymphoeytiiren Infiltraten.
Identischer Befund mit und ohne 1PDC,

6. Infektivse interstitielle Nephritis

Nach Braude und Mitarb. [16] kann bei Ratten durch intracardiale In-
jektion von E-Coli-Kulturen mit unmittelbar nachfolgender manueller
Massage der Nieren in Narkose eine interstitielle Nephritis erzeugt
werden, Die Methodik wurde wie folgt modifiziert (Fust und Mitarb. [17]):

Versuchsanordrnung: 6 Gruppen zu zehn 140-170 ¢ schweren, minnlichen KHatten
erhielten 3 em?/Tier einer 1: 5 verdiinnten, 16 Stunden alten Zuckerbouillonkultur von
Staphylococens haemolytions Schoeh 1+, Unmittelbar nach der Injektion wurden
in Athernarkose wiithrend 3 Minuten beide Nieren miglichst gleichmiilig zwischen
Daumen und Zeigefinger massiert. Die susiitzliche Behandlung it IPDC ergibt sich
aus Tabelle 1.

Tabelle 1

i IPDC 500 mg/ke G Histologisch er-
. Ir1fe]::_t1:m { Schlundsonde) Sektion am fafiter Schweregrad
Gruppe | und Nieren- n1 Tacen nach ... Tag nach der interstitiellen
massase * ag et Infelktion SRl
= Infektion Entziindung
1 e 1.-30. 30. 1,78
2 4+ 0 30. 1,38 ;
] 3 -+ 20.-40, 40, 1,20
d -+ 0 0, 1.47
3 + 50.=100. 100, 0,37
! 6 -+ 0 10:0. 0,55
! 7 0 1.-30. 30. 0,12
| H {) 1.—a0. | 6. 1,16
|

[irgebnisse: Digi.v. Infektion mit Staphylokokken und die unmittelbar nachfolgende
Nierenmassage fithrten bei allen Tieren zu interstitieller Nephritis beider Nieren.
Makroskopisch zeigen alle Nieren cine wechselnd stark ausgebildete Hyperiimie, gelb-
liche I'lecke und werschieden tiefe narbige Einziehungen. Histologisch ist die Rinde
durchsetzr mit kleineren oder griBeren Entziindungsherden, die aus gewucherten
bindegewebigen FElementen des Interstitiums, reichlich Makrophagen und Lympho-
cvten bestehen. In diesen Herden sind Glomerula und Tubuli znm Teil insclartig er-
halten. Diese Entziindungsherde fiihren in fortgeschrittenen Stadien zu narbiger
Schrumplung und Einziehung der Nierenoberfliche {(Abb. 0, 7, 8). Bel etwa der Hiilfte
der Tiere greilt die Infektion aul das Nierenbecken itber. Man findet dann dichte,
subepitheliale lymphoeytire Infilirate, in einzelnen Fiillen Tubuluserweiterung mit
Leukocytenzylindern.

Es wurde versucht, an je drel Stufenschnitten beider Nieren den Schweregrad der
entziindlichen Verinderungen abzuschiitzen und mit (-3 zu bewerten. Die Intensitit
der entziindlichen Veriinderungen schwankt bei den einzelnen Tieren ziemlich stark.
Der Gruppendurchschnitt liegt 30 Tage nach der Infektion bei der mit IPDC behan-
delten Gruppe héher alz in der zugehirigen Vergleichsgruppe 2. Diese Versuche wer-
den deshalb fortgesetzt. Bei Gruppen 3 und 4 (40 Tage nach Infektion) bzw. Gruppen
5 und 6 (100 Tage nach Infektion) sind die Nieren der nicht mit IPDC behandelten
Tierc durchschnittlich etwas stiirker verdndert. Es handelt sich um statistisch niche
gesicherte Unterschiede (p = 0,05),
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Abb. 6. Niere, Ratte, Himalaun-Fosin, 340mal vergriflert, Interstitieller BEntzitndungs-

herd mit Fibroblasten- und Histioeytenreaktion nach intraveniser Infektion mit
Staphylokokken und gleichzeitiger Nierenmassage,

e, TN 1 et - R
SRR

Abb. 7. Niere, Ratte, Himalaun-Fosin, 340mal vergriBert. Interstitielle Entzimdung
mit Nekrose und Desquamation der Tubulusepithelien nach intravenoser Infektion
mit Staphylokokken und gleichzeitiger Nierenmassage.
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Abb. 8, Niere, Ratte, Hamalaun-Fosin, 00mal vergroliert. Schrumplongsherd  Dei
interstitieller Bolziindung in der Rinde nach intravensser Infektion mit Staphylo-
kokken und gleichzeitiger Nerenmus=sage,

Diskussion

Da es in fritheren Versuchen (Studer und Zbinden [12]) an Ratten nicht
gelang, durch langfristige Uberdosicrung von TPDC und seinen inzel-
komponenten eine der menschlichen interstitiellen Nephritiz vergliich-
bare Veriinderung zu erzeugen, wurde untersucht, ob IPDC einen vor-
viingig oder gleichzeitig gesetzten Nierenschaden beeinflusse. Die bis-
herigen Versuche, bei welchen die Wirkung groBer, fortgesctzt ver-
abreichter TPDC-Dosen auf die Entwicklung von sechs verschicden-
artigen Nierenschiadigungen gepriift wurde, verliefen negativ. Glome-
rulumschaden durch Polyvvinylalkohol, tubulire Schidigungen bei
Oxalatvergiftung, Konkrementbildung nach Uberbelastung mit ciner
Sulfonamidmischung oder bei Vergiftung mit Dihydrotachvysterin, me-
chanische Nierenschadigung durch Kompression und infektiose inter-
stitielle Nephritis wurden durch groBle Dosen von IPDC weder in ihrem
histologischen  Erscheinungsbild noch in ihrem Schweregrad fallbar
veriindert.

Die Pathogenese der menschlichen interstitiellen Nephritis ist noch
nicht gekliart. Ein Zusammenhang mit dem chronischen Miffbrauch
phenacetinhaltiger Schmerzmittel, welcher auf Grund klinisch-stati-
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stischer Beobachtungen vermutet wird, ist durch das Tierexperiment
bisher nicht bewiesen. Eine Beziehung zwischen Schmerzmittelmi3brauch
und interstitieller Nephritis darf aber trotz negativer Tierversuche nicht
ausgeschlossen werden. da sich ja auch andere medikamentése Schidi-
sungen, insbesondere die Agranulocytose, am Tier nicht erzengen lassen.
Die bisherigen Untersuchungen zeigen jedoch erneut, dall die chronische
[_-.'ht:nlusaiu-n_m;__r_ von phenacetinhaltigen Schmerzmitteln im Tierversuch
nicht gesetzmiillig zu Nierenschiden fithrt. Phenacetin und phenacetin-
haltige Schmerzmittel sind als gut vertragliche Substanzen ohne direkte
Nierentoxizitit zu bezeichnen. Eine Mitwirkung der chronisch im Uber-
mal} cingenommenen Schmerzmittel bei der Entstehung der chronischen
interstitiellen Nephritis des Menschen kann nur iiber einen indirekten,
komplizierten Mechanismus erfolgen. dessen weitere Erforschung, be-
sonders am Modell der infektidsen interstitiellen Nephritis der Ratte,
von uns weiter verfolet wird.

Zusammenfassung

An Ratten und Kaninchen wurden sechs verschiedenartige Nieren-
schiidigungen {Glomerulumschaden durch Polyvinylalkohol, tubulire
Schidigungen bei Oxalatvergiftung, Konkrementbildung nach [ ber-
belastung mit einer Sulfonamidmischung oder Vergiftung mit Dihydro-
tachysterin, mechanische Nierenschidigung durch Kompression und
infektitse interstitielle Nephritis) durch sehr grolle Dosen eines phen-
acctinhaltigen Schmerzmittels (Saridon) weder in ihrem histologischen
Iirscheinungsbild noch in ihrem Schweregrad signifikant becinflulBt.
Nach diesen Befunden hat die gepriifte Wirkstoffmischung im Tierver-
such keine dirckte Nierentoxiziliil, indem es bisher nicht gelang, Nicren-
schiiden hervorzurufen oder zu verstiirken. Angesichts dieser bisher ne-
gativen Befunde am Tier miissen weitere Untersuchungen zeigen, welche
Bezichungen zwischen SchmerzmittelmiBBbrauch und interstitieller Ne-
phritis des Menschen bestehen.

Résumeé

De tres fortes doses d'un analgésique contenant de la phénacétine
(Saridon) nont influencé de facon significative chez le rat et le lapin, ni
le tableau histologique ni la gravité de six genres de lésions rénales:
lésions glomérulaires dues a I'alcool polyvinvlique, 1ésions tubulaires par
intoxication i l'oxalate, concrétions rénales aprés surdosage d'un mé-
lange de sulfamidés ou intoxication a la dihydrotachvstérine, lésions
rénales dorigine mécanique (compression) et néphrite interstitielle
("origine infecticuse. 1’aprés ces constatations, I"analgésique étudié n'a
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pas montré chez 'animal de toxicité spécifique pour le rein, puisqu’il n’a
pas été possible jusqu’a présent de provoquer ou d’aggraver des lésions
rénales. En présence des résultats jusqu'ici négatifs de I’expérimentation
sur I'animal, il est nécessaire d’entreprendre d’autres recherches pour
établir quelles relations existent entre 1’abus d’analgésiques et la né-

phrite interstitielle chez 'homme.

Riassunto

La somministrazione di dosi elevate di un analgesico contenente fen-
acetina (Saridon) a ratti e conigli nei quali erano stati artificialmente
provocali sei tipi differenti di lesioni renali (lesioni glomerulari da alcool
polivinilico, lesioni tubulari da avvelenamento da ossalato, formazione
di calcoli da alte dosi di sulfamidici od avvelenamento da diidrotachi-
sterina, lesione meccanica da compressione ed infine nefrite interstiziale
batterica) non ha influenzato in modo statisticamente significativo ne il
quadro istologico né la gravita delle suddette lesioni. Da questi fatti si
deduce che la combinazione di sostanze adoperate nelle prove sugli ani-
mali non possiede alcuna azione tossica diretta sul rene dato che finora
neppure con la somministrazione di alte dosi ¢ stato possibile provocare
danni renali od aggravare quelli preesistenti. Visto I'esito negativo di
questl esperimenti sugli animali, occorre procedere ad altre ricerche per
chiarire i rapporti tra abuso di analgesici e nefrite interstiziale nell'uomo.

Summary

Six different types of renal injuries were produced in rabbits and rats:
Glomerular lesions by polyvinyl alcohol, tubular lesions due to oxalate
intoxication, formation of concrements after overloading with a sulfon-
amide compound or dihydrotachysterine peisoning, mechanical renal
damage by compression, and infectious interstitial nephritis. Very high
doses of an analgesic (Saridon) containing phenacetin did not significantly
influence either the histological appearance or the degree of severity of
these lesions. As it has not so far been possible to produce or intensify
renal lesions, it seems that the compound tested has no direct renal
toxicity. In the light of the negative results obtained in the present
animal tests, the relations between abuse of analgesics and interstitial
nephritis in the human must be investigated by means of further experi-
ments,
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