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Akute hamolytische Animie beim Hund nach oraler
Verabreichung von Sorbose

von P. Keller und A. Kistler'

Einleitung

Medikamentos induzierte hamolytische Andmien sind in der Human- und
Veterinarmedizin bekannt. Sie werden beim Menschen nach Einnahme hoher
Konzentrationen verschiedener Medikamente (Phenacetin, gewisse Sulfonamide,
Primaquin, Phenylhydrazin usw.) beobachtet, konnen aber bei gewissen pradispo-
nierten Personen schon nach Verabreichung kleiner therapeutischer Dosen auf-
treten [2, 3, 6, 13, 17]. Die aussergewohnliche Anfilligkeit solcher Personen ist
mitunter auf einen kongenitalen erythrozytiren Enzymdefekt (z.B. Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase-Mangel) oder auf Himoglobinanomalien zuriickzufiihren
[5,18].

Beim Tier wurden hamolytische Anamien u.a. nach Verabreichung von Naph-
thalin, Methylenblau und Phenothiazin beschrieben [7, 15]. Im Rahmen der toxi-
kologischen Prufung von L-Sorbose, einer Ketohexose, also einer ganz andersarti-
gen Substanz als die oben erwiahnten, fanden wir, dass dieses Monosaccharid eine
akute Andamie beim Schweizer Laufhund auslost. In-vitro-Studien mit gewaschenen
Erythrozyten der Laufhunde zeigten, dass L-Sorbose bereits in einer Konzentration
von 1 mM direkt auf die roten Blutzellen wirkt [11]. Dasselbe Resultat erbrachten
Untersuchungen mit Erythrozyten eines deutschen Schiferhundes [12], wihrend
diejenigen anderer Tierarten bei so niedrigen Sorbosekonzentrationen nicht oder
nur unwesentlich hamolysierten [11].

Da der Sorbose eine mogliche Rolle als Nahrungsmittelzusatz zugedacht ist,
durfte diese Beobachtung auch fiir die Kleintiermedizin von Bedeutung sein. Ferner
konnte der dem Sorboseeffekt beim Hund zugrunde liegende Wirkungsmechanis-
mus einen Beitrag zu den bei der Atiologie der akuten hamolytischen Andamien des
Hundes in Frage kommenden Aspekten leisten.

Material und Methoden
Tiere:

Als Versuchstiere wurden minnliche und weibliche Schweizer Laufhunde aus geschlossener
Aufzucht des Instituts fiir biologische und medizinische Forschung in Fiillinsdorf BL verwendet. Das
durchschnittliche Anfangsgewicht betrug 10,8 kg (SD = 2,3 kg) und das mittlere Alter 45 Wochen
(SD = 4 Wochen).

! Adresse: Biologisch-Pharmazeutische Forschungsabteilung F. Hoffmann-La Roche & Co.
A.G., CH-4002 Basel
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Versuchsanordnung:

3 Gruppen von je 3 minnlichen und weiblichen Schweizer Laufhunden erhielten wihrend 13 Wo-
chen taglich L-Sorbose in Mengen von 215, 5 und 20 Gewichtsprozenten im Futter in Form einer
optimierten Diat. Einer Kontrollgruppe wurde die optimierte Grunddiit ohne Sorbose verfiittert. Am
Ende der Verabreichungsperiode wurde fiir je 1 méinnliches und 1 weibliches Tier pro Gruppe eine
Erholungsphase von 2 Wochen angesetzt (Grunddidt). Die Berechnung der effektiv aufgenommenen
Sorbosedosis basiert auf dem tédglich registrierten Futterverzehr der Einzeltiere. Die Hunde wurden
einzeln, wahrend einer Stunde, am Vormittag gefiittert.

Bei den erganzenden Versuchen wurden Sorbose als wisserige Losung und Naphthalinschuppen
in Arachisol gelost mittels Schlundsonde verabreicht. Wegen des schlechten Allgemeinzustandes
des mit Naphthalin behandelten Hundes wurde dieses Experiment nach 48 Stunden abgebrochen.

Tab.1 Bestimmungen, Bestimmungsmethoden und Einheiten.
Parameter Abkiirzung Einheit Bestimmungsmethode bzw.
-prinzip
Erythrozytenzahl RBC T/1 Coulter Counter FZ mit
Héamatokrit- und MCV-Zubehor
Hamatokrit PCV %0 dito
Hiamoglobin Hb g/l dito
Mittleres Erythrozytenvolumen MCV fl dito
Mittlere Hamoglobinkonzentration
eines Erythrozyten MCH pg berechnet [13, 14]
Mittlere Hamoglobinkonzentration
in den Erythrozyten MCHC g/l RBC berechnet [13, 14]
Gesamt-Leukozytenzahl WBC G/l Coulter Counter FZ
Thrombozytenzahl - G/1 Coulter Thrombocounter C
Normoblasten (inkl. Typ A, B, C) - G/1 May-Griinwald-Giemsa-Farbung,
Auszidhlung
Retikulozyten (Proerythrozyten) - % der Brillantkresylblau-Farbung,
RBC Auszahlung
Heinzsche Innenkorper - % der dito [13], Auszahlung
RBC
Met-Hamoglobin Met-Hb g/1 Methode nach Evelyn und
Malloy [14]
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase  GOT Iu/1 Centrifichem-System, optimiert
(EC. 2.6.1.1.) (kinet., 25° C, 340 nm)
Glutamat-Pyruvat-Transaminase GPT IU/1 dito
(EC.2.6.1.2)
Glutamat-Dehydrogenase GLDH 1U/1 dito
(EC. 1.4.1.2)
Alkalische Phosphatase (EC. 3.1.3.1.) AP IU/1 dito (kinet., 37° C, 405 nm)
Gesamt-Bilirubin - mg/100 ml  dito (Endpunktmethode,
30° C, 550 nm)
Glucose - mg/100 ml dito (kinet., Hexk.-G6P-DH,
30° C, 340 nm)
Harnstoff — mg/100 ml  dito (kinet., Urease-GLDH,

30° C, 340 nm)
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Probenentnahmen:

In verschiedenen Zeitintervallen wurde den Hunden, jeweils um acht Uhr morgens, aus der Jugu-
larvene Blut entnommen. Urin wurde von einem Einzeltier im Stoffwechselkiifig wihrend 96 Stunden
gesammelt.

Bestimmungen:

Fir die Bestimmungen bedienten wir uns der in unserem Labor iiblichen Methoden (Tab. 1).

Als Antikoagulans fir die himatologischen Untersuchungen verwendeten wir Athylendiamin-
Tetraacetat [14], wihrend fiir die klinisch-chemischen Analysen Heparin (Liquemin «Roche») be-
nutzt wurde. Alle klinisch-chemischen Bestimmungen wurden im Plasma durchgefiihrt.

Osmotische Resistenz der Erythrozyten:

Die Resistenzbestimmungen wurden in gepufferten Losungen mit fallenden Kochsalzkonzentra-
tionen nach den Angaben von Alagille et al. [1] durchgefiihrt. Der Himolysegrad wurde photome-
trisch bei 540 nm gemessen.

Statistische Auswertung:

Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests wurde gepriift, ob sich zum Zeitpunkt der Untersuchung fiir
einen interessierenden Parameter eine dosisabhéngige Verdnderung abzeichnet. Die Priifung, ob ein
Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den behandelten Gruppen besteht, erfolgte unter der
Voraussetzung, dass der Kruskal-Wallis-Test signifikant ausgefallen ist, durch die Anwendung des
Dunn-Tests.

Resultate

Die in Abb. 1 und Tab. 3 wiedergegebenen, von einem Einzeltier herriihrenden
Resultate vermitteln eine Ubersicht tiber die ersten 96 Stunden nach tiglicher oraler
Verabreichung von Sorbose. Die weiteren Daten stammen aus der 13wochigen
Vertraglichkeitspriifung (Abb.2, Abb.3, Tab.2). Die Standardabweichungen be-
trugen ausser bei den Normoblasten- und Retikulozytenzahlen in wenigen Fillen
zwischen 15 und 25 %, meistens aber unter 15 % des Mittelwertes.

Wahrend in den ersten 8 Stunden nach Sorboseeinnahme praktisch keine signi-
fikanten Verdnderungen auftraten, lag bereits 24 Stunden danach eine deutliche
Anamie vor. Am zweiten Versuchstag stieg das freie Plasma-Hamoglobin auf 64 g/1,
und im Urin waren kurzfristig bis zu 235 g Himoglobin/1 festzustellen (Abb. 1). Auf
den Blutausstrichen prisentierten sich die Erythrozyten zum grossten Teil in der
bikonkaven Form, wobei aber auch Target-Zellen und Anulozyten vorkamen.
Howell-Jolly-Korperchen waren gelegentlich, Heinzsche Innenkorperchen dagegen
selten zu sehen.

Klinisch zeigten sich vermehrtes Liegen, Inappetenz, Apathie, Schwiche,
blasse, bei einigen Tieren subikterische Schleimhéute sowie Gewichtsverluste. Die
Inappetenz fiihrte auch zu grosseren Streuungen in der tdglichen Sorboseeinnahme.

Nach dieser akuten Phase begannen sich die Hunde trotz fortgesetzter Sorbose-
verabreichung allmahlich zu erholen. Nach 2 Wochen erreichte der maximale Reti-
kulozytenanteil zwischen 20 und 40 % der Erythrozyten und die Normoblastenzahl
zwischen 5 und 10 G/1 (Abb. 3). Eine markante Anisozytose, Polychromasie und
eine Zunahme des mittleren Erythrozytenvolumens (MCV) deuteten darauf hin,
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Abb.1 Verlaufskurve des Gesamthdmoglobins, des freien Plasma-Hdmoglobins und des Urin-
Hamoglobins bei einem Schweizer Laufhund wiahrend der ersten 96 Stunden nach téglicher oraler
Sorboseverabreichung mittels Schlundsonde.

dass die neue Population der roten Blutzellen grosser war als die ursprungliche.
Durch stichprobenweises Messen der Erythrozytendurchmesser mittels Strichokular
konnte die Anwesenheit einer makrozytaren Population bestatigt werden. Gleich-
zeitig registrierten wir auch eine Abnahme der mittleren Hamoglobinkonzentration
in den Erythrozyten (Tab.2).

Nach der 6. Versuchswoche zeigte sich nur noch in der obersten Dosisgruppe
eine offensichtliche Anamie. In dieser Gruppe fiihrte erst die an die 13. Versuchs-
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woche anschliessende zweiwochige Periode ohne Sorboseverabreichung zu einer
wesentlichen Erholung des roten Blutbildes (Abb. 2, 3).

Das weisse Blutbild wurde durch die Sorboseverabreichung nur wenig beein-
trachtigt (Tab. 2).

Die klinisch-chemischen Analysen erbrachten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Werten der behandelten Gruppen und den Kontrolltieren. Mit Aus-
nahme von 4 Hunden, die vor allem bei den Enzymbestimmungen gelegentlich
pathologische Aktivitaten aufwiesen, fielen die meisten Untersuchungsergebnisse
in den physiologischen Bereich (Tab.2, Daten fiir untere Dosisgruppen nicht an-
gegeben).

Im Hinblick auf eine Abklarung des Sorbose-Wirkungsmechanismus wurde ein
Zusatzversuch mit Naphthalin, einer bekannterweise hamolyseinduzierenden Sub-
stanz |7, 17], angesetzt. Eine Gegeniiberstellung der Resultate nach oraler Verab-
reichung von Sorbose und Naphthalin in gleichen tdglichen Dosen ist in Tab. 3 wie-
dergegeben. Daraus geht deutlich hervor, dass trotz der starken intravasalen Hamo-
lyse nach Sorboseverabreichung nur wenig Met-Hamoglobin anfillt und praktisch
keine Heinzschen Innenkorper in den Erythrozyten auftreten. Naphthalin dagegen
fithrt zu einer erheblichen Met-Hamoglobinbildung und in der Folge zu massenhaft
prazipitierenden Heinzschen Innenkorpern in den Erythrozyten. Am zweiten Ver-
suchstag betrug die Zahl der ungeschéddigten Erythrozyten im Naphthalinversuch
ungefahr 0,4 T/1, wahrend nach Sorboseverabreichung funfmal mehr ungeschadigte
Erythrozyten vorhanden waren.

Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die orale Verabreichung von L-Sorbose an
Hunden eine akute himolytische Andmie bewirkt. Da es sich bei der Sorbose jedoch
um ein Monosaccharid handelt, ist es unwahrscheinlich, dass die Hamolyse durch
den gleichen Wirkungsmechanismus ausgelost wird wie bei den sowohl beim Men-
schen als auch beim Tier bekannten, meist oxidierend wirkenden Medikamenten
[7, 13, 15, 17, 18]. In der folgenden Diskussion interessieren uns daher neben
einigen Teilaspekten der Andmie nach Sorboseeinnahme vor allem die beobachte-
ten Unterschiede zwischen dieser und den nach Einnahme oxidierend wirkender
Substanzen auftretenden Andmieformen.

Die klinisch-chemischen Resultate wiesen darauf hin, dass keine nennenswerte
akute Schadigung der inneren Organe vorlag.

Nach der akuten Phase der Andmie trat eine Population von Erythrozyten mit
vergrossertem mittlerem Volumen auf. Brecher und Stohlman [4, 16] beschrieben

Abb.2  Durchschnittliche Erythrozytenzahlen, Himoglobinwerte und Erythrozytenvolumina von
Kontrolltieren und von Hunden nach tiglicher oraler Einnahme verschiedener Sorbosedosen wihrend
13 Wochen. Die Dosisabhingigkeit der Erythrozytenzahlen, der Himoglobinwerte und der Erythro-
zytenvolumina ist statistisch signifikant (p = 0,01) fiir die Versuchswochen 2, 6 und 13.

D = Beginn der Sorboseeinnahme.

E = Ende der Sorboseeinnahme.
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das Erscheinen einer Population grosser Retikulozyten mit relativ kurzer Lebens-
spanne bei Ratten nach hochgradiger Anamie.

Es scheint sich dabei um einen besonderen Regulationsmechanismus zur Uber-
briickung von lebensgefahrdenden Zustanden zu handeln.

Das Phanomenon, dass sich die akute Anéamie trotz fortgesetzter Praparatverab-
reichung allmahlich erholt, wurde auch von Tarlov et al. [17] bei Verabreichung
hamolyseinduzierender Medikamente am Menschen beobachtet. Aus verschiedenen
Arbeiten ist ersichtlich, dass unter dem Einfluss erythrozytenzerstorender Praparate
dltere Erythrozytenstadien zuerst angegriffen werden. Somit verjiingt sich die Popu-
lation der roten Blutzellen drastisch, und die Uberlebensdauer der Erythrozyten
wird stark herabgesetzt. Andererseits wird den Retikulozyten und jiingeren Erythro-
zytenstadien eine grossere Widerstandsfiahigkeit zugeschrieben [5, 15, 17], was die
Erholungsphase erklaren konnte.

Die Bestimmung der osmotischen Resistenz von Erythrozyten erbrachte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Resultaten von 4 sorbosebehandelten Hun-
den aus der obersten Dosisgruppe in der 3.Versuchswoche (minimale Resistenz:
0,47 % NaCl; maximale Resistenz: 0,30 % NaCl) und den Werten von 50 Kontroll-
tieren (minimale Resistenz 0,54 % NaCl; maximale Resistenz: 0,34 % NaCl). Auch
trat die intravasale Hamolyse bei den Versuchshunden erst zwischen 8 und 24 Stun-
den nach der ersten Sorboseverabreichung auf, wogegen der Sorbosespiegel im Blut
schon eine Stunde nach Sorboseverabreichung maximal angestiegen war. Aus die-
sen Grunden halten wir einen direkten Effekt der Sorbose auf die Erythrozyten-
membran fur unwahrscheinlich. In-vitro-Studien zeigten ferner, dass Sorbose direkt
auf den Stoffwechsel der Hundeerythrozyten einzuwirken scheint [11].

Die meistverbreitete Form der medikamentos induzierten hamolytischen
Andmie beim Menschen ist auf einen genetisch bedingten Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-(G6P-DH)-Mangel zuriickzufithren, der eine ungentigende
NADPH-Regeneration bewirkt. Als Folgeerscheinung finden verschiedene im
Erythrozytenstoffwechsel notwendige Reduktionsprozesse nicht mehr statt. So
wird auch das Met-Hamoglobin nicht mehr reduziert, und es kommt zur Bildung von
Heinzschen Innenkorpern und schliesslich zur Hamolyse [5, 13, 17, 18]. Hohe
Konzentrationen oxidierend wirkender Substanzen haben, auch ohne dass ein En-
zymmangel vorliegt, einen dhnlichen Effekt [13]. Beim mit Naphthalin behandel-
ten Hund wurden sowohl ein Anstieg des Met-Hamoglobins als auch die Prazipita-
tion von Heinzschen Innenkorpern beobachtet. Im Gegensatz dazu entsprachen die
Resultate der Bestimmung dieser Parameter nach Sorboseverabreichung ungefahr
den Normalwerten. Ferner stimmt die G6P-DH-Aktivitat unserer Laufhunde an-
nahernd mit derjenigen gesunder Menschen tiberein [9].

Abb.3 Durchschnittliche Himatokritwerte, Retikulozyten- und Normoblastenzahlen von Kontroll-
tieren und von Hunden nach tiglicher oraler Einnahme verschiedener Sorbosedosen wihrend 13 Wo-
chen.

Die Dosisabhingigkeit der Himatokritwerte ist statistisch signifikant (p < 0,01) fiir die Versuchs-
wochen 2, 6, und 13.

D = Beginn der Sorboseeinnahme. E = Ende der Sorboseeinnahme.
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In-vitro-Experimente haben aber gezeigt, dass die Laktatbildung aus Glukose
in den Hundeerythrozyten in Gegenwart von Sorbose ganz erheblich eingeschrénkt,
also der Energiehaushalt gestort wird [12]. Wir vermuten dabei, dass die Sorbose
entweder 1) selbst als Inhibitor auftritt, wobei sie im Erythrozytenstoffwechsel um-
gesetzt oder auch nicht umgesetzt zu werden braucht, oder 2) umgesetzt wird und
das entstehende Reaktionsprodukt hemmend auf die Glykolyse wirkt. Aufgrund
enzymkinetischer Untersuchungen [10] halten wir den ersten Fall fiir zutreffend.

Es bleibt abzuklaren, ob der Sorboseeffekt, welcher beim Hund zu einer so dra-
matisch verlaufenden hamolytischen Anamie fiihrt, sich tatsachlich auf eine species-
spezifische Eigenart des Erythrozytenstoffwechsels beschrankt.

Zusammenfassung

L-Sorbose, eine Ketohexose, verursacht beim Hund eine gut reproduzierbare akute himolytische
Animie, wobei sich der Schweregrad der Symptome und das Ausmass der sekunddren Folgen nach der
eingenommenen Dosis richten. Der Verlauf der Andmie bei tdglicher oraler Verabreichung gleicher
Sorbosemengen lasst sich grob in drei Stadien einteilen: ein akutes Stadium mit einer himolytischen
Krisein den ersten drei bis vier Tagen, eine Erholungsphase, die durch das Auftreten von Makrozyten-
und Normoblastenschiiben eingeleitet wird, und ein stationdres Stadium mit Hamoglobinwerten und
Erythrozytenzahlen, die an der unteren Grenze der Norm liegen.

Die Sorboseeinnahme hatte im Unterschied zu anderen hamolytischen Andmien weder eine Her-
absetzung der osmotischen Resistenz der Erythrozyten noch Met-Hamoglobinbildung und Prazipita-
tion von Heinzschen Innenkorpern zur Folge.

Mogliche Wirkungsmechanismen, die nach Sorboseeinnahme zur Zerstorung der Erythrozyten
fuhren konnten, werden kurz diskutiert.

Résumé

La L-sorbose, une cétohexose, provoque une anémie hémolytique aigu€ chez le chien, cette
anémie peut étre reproduite facilement. Le degré de gravité des symptomes et 'ampleur des effets se-
condaires dépendent de la dose administrée. L’évolution de I’'anémie au cours d’une administration
journaliere per os de mémes quantités de sorbose peut prendre trois aspects différents. On distingue
d’abord une phase aigué avec une crise hémolytique dans les trois ou quatre premiers jours, puis une
phase de convalescence qui est introduite par une poussée de macrocytes et de normoblastes etenfinun
stade stationnaire avec des valeurs de I’hémoglobine et des nombres d’érythrocytes situés alalimite in-
férieure de la norme.

Par opposition a d’autres anémies hémolytiques1’absorption de sorbose n’avait pour conséquence
ni une réduction de la résistance osmotique des érythrocytes, ni la formation de methémoglobine, nila
précipitation des corps internes de Heinz.

Le mécanisme probable qui conduit a un effet destructeur des érythrocytes apres absorption de
sorbose est rapidement évoqué.

Riassunto

L-Sorbosio, un chetoesoso, causa nel cane una ben riproducibile anemia emolitica acuta, in cuila
gravita dei sintomi e la entita delle conseguenze secondarie dipende dalla dose somministrata. Il de-
corso della anemia causata da somministrazioni giornaliere orali di uguali quantita di sorbosio, puo
essere divisoin tre stadi: uno stadio acuto con una crisi emolitica nei primi tre quattro giorni, un periodo
di normalizzazione che & iniziato da un aumento dei macrociti e dei normoblasti, uno stadio stazionario
in cui 'emoglobina e gli eritrociti raggiungono il limite inferiore della normalita.
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L’assunzione di sorbosio non aveva come conseguenza, a differenza di altre anemie emolitiche, n¢
riduzione della resistenza osmotica degli eritrociti, né¢ formazione di metaemoglobina, n¢ precipita-
zione di corpi di Heinz.

Si discute brevemente il possibile meccanismo che puo portare alla distruzione degli eritrociti
dopo somministrazione di sorbosio.

Summary

L-Sorbose, a ketohexose, causes a reproducible acute hemolytic anemia in the dog. The severity
of the symptoms and the extent of the secondary consequences develop according to the ingested dose
of sorbose. The progress of the anemia after a daily oral administration of equal quantities of sorbose
may arbitrarily be divided into three phases: an acute phase with a hemolytic crisis within the first three
to four days, a recovery phase, which is introduced by the appearance of macrocytes and normoblasts
and a stationary phase with marginal hemoglobin values and red blood cell numbers.

In contrast to other known hemolytic anemias, the sorbose intake did not lead to a decreased
osmotic resistance of the erythrocytes nor to methemoglobin and Heinz body formation.

Some possible mechanisms of action which may lead to erythrocyte destruction after the ingestion
of sorbose are discussed.
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