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Abstract-Hydroxylation of phenazone and aminophenazone-N-, and codeine-O- 
demethylation was determined in liver supernatants (9000 g for 20 min) of adult male 
rat in relation to enzyme and substrate concentrations, incubation times and tempera- 
tures, concentrations of glucose-6-phosphate, DPN and nicotinamide, type of buffer 
and its concentration and pH, and also storage times at room temperature. 

The activities were proportional to the volume of supematant used. On exceeding 
the optimum substrate concentration of phenazone hydroxylation was inhibited. This 
inhibition was slight for degradation of aminophenazone and not detected for codeine. 

Addition of glucose-6-phosphate and DPN had no effect, nicotinamide increased 
only the breakdown of aminophenazone. Pretreatment with nicotinamide in vivo was 
also effective. The three reactions studied also differed in response to different buffers 
and storage of whole liver or supematant at room temperature. The best incubation 
conditions differed somewhat for the different substrates and a “standard incubation 
system” for several enzymatic reactions is not easy to formulate. The results presented 
support the view that several DPNHz-dependent oxidases with mixed functions are 
present in liver microsomes. Generalizations of the results obtained for one substrate 
must be qualified even for the same type of reaction. 

FUR IJNTERSUCHUNGEN iiber die altersabhsingige Biotransformation von Arznei- 
mitteln bei der Ratte durch Lebermikrosomen in vitro wlhlten wir das methodische 
Vorgehen von Johannesson, Rogers, Fouts und Woods.14* l5 Die genannten Autoren 
bezeichnen ihre Versuchsbedingungen als supraoptimal, ohne daD vollstandige 
quantitative Angaben oder entsprechende Literaturhinweise in ihren Arbeiten 
dariiber zu finden sind. Auch in vergleichbaren Versuchsanordnungen anderer 
Arbeitsgruppen werden die Versuchsbedingungen ohne oder ohne vollstandige 
Begrilndung beschrieben. Dabei finden sich sehr unterschiedliche Angaben iiber 
Gewinnung und Konzentration der Mikrosomenfraktion, iiber Substratkonzen- 
trationen z. B. von Phenazon, Aminophenazon und Kodein, tiber die Inkubationsdauer 
und -temperatur, tiber die Art und Konzentration der zugesetzten Kofaktoren, tiber 
die Art, Molaritat und pH der Puffersysteme sowie tiber die Aktivitatsminderung 
durch Aufbewahrung der Mikrosomenfraktion unter verschiedenen Bedingungen, 
vergl. u.a.6, 71 10*14-163 24-29~ 3% 339 359 37, as Da fur die von uns geplanten altersabhln- 
gigen Induktionsversuche mit den zu erwartenden Aktivitltssteigerungen urn das 
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mehrfache, die optimalen Reaktionsbedingungen vorher quantitativ erfal3t werden 
mu&en, untersuchten wir, ausgehend vom Versuchsansatz von Johannesson et al. 1% 15 
am 9OOOg x 20 min-Uberstand (im folgenden nur Uberstand genannt), die 
Abhiingigkeit der Phenazonhydroxylierung, Aminophenazon-N- und Kodein-O- 
demethylierung von den genannten Faktoren. Die drei Reaktionen wurden parallel am 
gleichen Uberstand untersucht und die Versuche mehrfach wiederholt, urn den 
Anteil jedes Faktors an der Variation der Enzymaktivitaten unter den ermittelten 
Standardbedingungen zu erfassen. 

Diese Untersuchungen kiinnen zugleich zur K&rung der Frage dienen, ob die 
mischf~ktionelle NADPH2-abh~ngige Oxydase der Lebermikroso men als ein 
substratunspezifisches Enzym zu betrachten ist oder ob es sich dabei urn mehrere 
Oxydasen handelt. 

1. Tier- und Enzymmaterial 
METHODEN 

Wir verwendeten $ Wistar-Ratten der institutseigenen Koloniezucht im Alter von 
110-l 30 Tagen, die unter gleichbleibenden Bedingungen gehalten wurden: Gruppen- 
haltung bei 22-25’ Raumtemperatur, relative Luftfeuchtigkeit r 50 %, Standard- 
futterwtirfel der Arbeitsgruppe Versuchstierzucht Berlin und Wasser ad libitum. 
Nach Dekapitation in Athernarkose wurden die Lebern sofort herausprapariert, mit 
eiskaltem Aqua dest. abgespiilt, abgetupft, gewogen und in KCl-Losung (15 ml 
1.15 % ige KCl-Losung auf 1 g Leber) unter Eisk~hlung in einem Glashomogenisator 
mit Teflonstempel homoge~siert, wobei der Stempel mit maximal 1500 U/min 
rotierte und dreimal langsam unter Einschaltung von Pausen auf und ab bewegt 
wurde. Das Homogenat von 1 g Leber wurde mit 1.5 % iger KCl-Liisung auf 3 ml 
aufgefiillt und anschlieBend 20 min bei 9000 g zentrifugiert (Kiihlzentrifuge K 14, 
Janet&i, Engelsdorf; Temperatur im Innenraum der Zentrifuge -7”), der Uberstand 
abgegossen und sofort fur die Untersuchung verwendet. Nur fur die Verteilungsstudien 
wurde der Niederschlag zweimal im halben Ausgangsvolumen mit 1.15 % iger KCl- 
Losung resuspendiert und erneut bei 9OOOg x 20 min zentrifugiert. Die in der 
Uberstands- und Niederschlagsfraktion sowie in der vereinigten Waschfliissigkeit 
bestimmte Glukose-6-Phosphatase-Aktivitlt wurde zur jeweils gemessenen Bio- 
transfo~ations-A~ivit~t in Beziehung gesetzt. 

Jedes Homogenat wurde aus 2-3 Lebern hergestellt. 

2. ~ersuchssu~stanze~ 
Phenazon, Aminophenazon und Kodeinphosphat, Rezeptursubstanz DAB 6 

Glukose-dphosphat, Na-Salz, 87 % ig, VEB Arzneimittelwerk Dresden NADH= 
B-TPN 82.5 %ig, VEB Arzneimittelwerk Dresden NADPHs der Fa. Boehringer und 
Sohne/Mannheim.* 

3. Inkubationsansiitze 
3.1. Die Hydroxylierung von Phenazon und die N-Demethylierung von Amino- 

phenazon wurden in Anlehnung an die von Johannesson et al.f*t 15 beschriebene 
Methode in folgenden Anszitzen bestimmt : 

* Wir danken Herrn Dr. F. Schmidt von der Fa. Boehringer und S~hn~lMa~heirn fiir die 
&erlassung von Versuchsmengan an NADPHz. 
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1.8 ml t’lberstand 
O-2 ml Aqua bidest. mit 1 x 10-s mol Phenazon bzw. 

2 x 10-5 mol Aminophenazon, 
2.0 ml Aqua bidest. mit 2.75 x IO-7 mol NADP, 

1.25 x lo-5mol Glukose-6-Phosphat 
5.00 x 10-s mol Nikotinsaureamid u. 
1.25 x 10-b mol MgS04 

1-O ml 0.1 M Phosphatpuffer pH 7.84 fur die Phenazonhydroxylierung bzw. 7.62 
fur die Aminophenazondemethylierung, so daI3 im Ansatz von 5 ml Gesamtvolumen 
ein pH von 7.4 herrschte. Die Ansatze wurden in 50 ml Erlenmeyerkolben 30 min bei 
37” im Wasserbad unter Luftzutritt geschtittelt (Schtittelfrequenz: 84/min, seitliche 
Auslenkung : 2.3 cm) und die Reaktion durch Zugabe von 15 ml 7 %iger bzw. 5 ml 
20 %iger Trichloressigsaure gestoppt. 

3.2. Die O-Demethylierung von Kodein wurde in Anlehnung an die von Leadbeater 
beschriebene Methode24 im folgenden Ansatz bestimmt : 

1.0 ml Uberstand 
O-5 ml Aqua bidest. mit 1 x 10-S mol Kodeinphosphat 
2.0 ml Aqua bidest. mit 5 x lo-’ mol NADP 

2.2 x 10-s mol Glukose-6-Phosphat 
1 x IO-4 mol Nikotinslureamid und 
2.5 x 10-a mol MgS04 

2.5 ml 0.15 M Phosphatpuffer pH 7.6, so da8 im Ansatz von 6 ml ein pH von 7.4 
vorlag. 

Die Andtze wurden in 50 ml Erlenmeyerkolben 40 min bei 37” im Wasserbad 
unter Luftzutritt geschtittelt und die Reaktion durch Zugabe von 0.3 ml 2 m NasCOs- 
Liisung und 5 miniitiges Erhitzen im kochenden Wasserbad gestoppt. 

In den kinetischen Untersuchungen wurden fur die Inkubation wesentliche Faktoren 
einzeln variiert. Dies wird im Ergebnisteil beschrieben. 

4. Bestimmung von Phenazon, 4-Aminophenazon, Morphin, Glukose-6-Phosphatase- 
Aktivitiit und Eiweil3 

Im Filtrat des denaturierten Inkubationsansatzes wurden das nicht umgewandelte 
Phenazon, das aus Aminophenazon gebildete 4-Aminophenazon bzw. aus Kodein 
gebildete Morphin bestimmt : 
Phenazon wurde nach Brodie et al.4 nach Nitrosierung spektrophotometrisch 
gemessen, nur wurde mit Trichloressigsaure gefallt und Phenazon direkt im Filtrat 
ermittelt. Die Wiederfindungsrate zeigt dabei eine lineare Abhangigkeit von der 
eingesetzten Uberstandsmenge, sie betragt fur I,8 ml Uberstand im Inkubation- 
sansatz durchschnittlich 80 ‘A. PAminophenazon wurde nach Brodie et al.5 in der 
Modifikation nach Johannesson et aI.14* 15 nach Diazotierung und Kupplung an 
2-Naphthol spektrophotometrisch bestimmt. 

Morphin wurde nach Snell und Snell spektrophotometrisch, wie bei141 15 angegeben, 
ermittelt. 

Die Wiederfindungsrate fiir 4-Aminophenazon und Morphin war vom EiweiBgehalt 
im Inkubationsansatz unabhangig. In allen Versuchen wurden Leerwerte mitgeftihrt, 
in denen das jeweilige Substrat durch Aqua bidest. ersetzt war. 

AuBderdem wurden taglich Eichwerte bestimmt. 
Die Glukose-6-Phosphatase-Aktivitat wurde in Anlehnung an Swansons* in 
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0*05-0*2 ml Gewebefr~tion nach Zusatz von 05 ml Na-Glukose-6-Phosphat, 
0*08 M, 0.1 ml EDTA-Liisung, 0.01 M und 0.2 ml Imidazolpuffer pH 6.5 durch 30 
min Inkubation bei 37” und Phosphatbestimmung nach Fiske und Subbarrow 
ermittelt. Eiweirj wurde nach der Kjehldal-Methode bestimmt. 

5. Darstellung und statistische Auswertung der Versuche 
Die Ergebnisse werden auf g Leber-Frischgewicht oder g EiweiB der Uberstans- 

fraktion berechnet, mit arithmetischem Mittelwert und Standardfehler angegeben. 
In geeigneten Versuchsanordnungen wurden die Regressionsgleichungen I. Grades 
mit Standardabwei~h~gen errechnet und der Korrelationskoeffi~ent bestimmt. 
Statistische Vergleiche erfolgten mit dem t-Test bei einer vorgegebenen Signifikanz- 
grenze von P < = O-05. 

ERGEBNISSE 

1. Verteilung der Enzymaktiuitiiten 
In drei Versuchen wurden dem Standardinkubationsansatz 1.8 ml bzw. 1 ml 

Gesamthomogenat, uberstand, Niederschlag oder Waschfltissigkeit als Enzymquellen 
zugesetzt und die entsprechenden Aktivitaten bestimmt. Der Anreicherungsfaktor 
(Quotient aus Enzymaktivitat in % der Gesamtaktivitat und dem EiweiBanteil in % 
am Gesamtprotein) fiir die Phenazonhydroxydase, die Aminophenazon-N-demethylase 
und die Kodein-0-demethylase war deutlich unterschiedlich und deckte sich in 
keinem Falb mit der Verteilung der Glukose-~Phosphatase-Aktivit~t, 

2. Abhd~gigkeit van der En~~~kon~e~tration 
Den I~bationsans~tzen wurden ~berstandsfraktionen in geometrischer 

Verdlinnung zugeftigt. Bei der Untersuchung der Phenazonhydroxylierung wurde das 
Enzym eines enstprechenden Teils des fjlberstandes durch Kochen inaktiviert und 
damit der aktive Uberstand verdtinnt, urn den durch die Fallung der Rtickbestimmung 
entgehenden Phenazonanteil innerhalb der Grenzen der Variation der EiweiDwerte 
konstant zu halten, vergl. 2.4. Bei der Untersuchung der N-Demethylienmg wurde 
sowohl mit l-15 %iger KCl-Liisung als such mit gekochtem Uberstand verdiinnt. 
Es zeigten sich keine Differenzen. In den Versuchen iiber die 0-Demethylierung 
wurde lediglich mit 0.15 M Phosphatpuffer pH 7.6 verdiinnt. 

Alle Aktivitaten sind im ~tersuchten Konzentrationsbereich von der eingesetzten 
aktiven ~berstandsmenge (0*125-1.8 ml) statistisch si~ifikant linear abhingig. 

3. Abhdngigkeit van der ~ubstrakonzentration 
In den Inkubationsansatzen wurde die Substratkonzentration variiert. 
Die Ergebnisse sind in der Abb. 1 dargestellt. 
Fur alle drei Substrate steigt der Umsatz mit zunehmender Substratkonzentration 

erwartungsgemgl3 linear an. Bei der Phenazonhydroxylierung zeigt sich nach 
uberschreiten einer optimalen Substratkonzentration eine Substrathemmung, die 
beim Aminophenazonabbau nur geringfiigig und beim Kodienabbau nicht nach- 
weisbar ist. Aus unseren Ergebnissen lassen sich folgende K,-Werte nach Eadie- 
Hofstee errechnen: 

Hydroxylie~ng von Phenazon : 2.12 x 10-s mol/l. 
N-Demethylie~ng van ~inophena~n: l-45 x 10-s mol/L 
0-Demethylie~ng von Kodein : O-63 x 10-s mol/l. 
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4. Abhriirgigkeit eon der Iitkubationszeit 
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Fiir die Dealkylierungsreaktionen konnte bis zu einer Inkubationsdauer van 30 
min eine lineare Abhtigigkeit des Umsatzes von der Zeit festgestellt werden, bei der 
Phe~onhydroxylie~ng besteht LinearitHt zwischen der 10 und 30 min. 

5. Abhiingigkeit von der Tempera&r 
Die Phenazonhydroxylase und die A~nophe~azon-~-demethyl~e zeigen bei 37” 

den hiichsten Umsatz, wiihrend die Aktivitlt der Kodein-~-demethy~ase zwischen 
37” und 44” ein Optimum hat, s. Abb. 2. 

6. Abh~gigke~t van der K~n~entratiQ~ an ~~~~se-6-Phosphat, NADP und 
Nikoti~s~~reamid 

6.1, Abhlngigkeit von der Konzentration an Glukose-6-Phosphat. 

ABE. 1. Abh&ngigkeit der Enzymaktivitat (Ilmol umgesetztes Sub&rat/g EiweiB bzw. g L&r/ 
I~ubatio~it inmin) von derSu~~tko~ntration(O.l~-~6.0 x 10-amol/l.).DieSubstraknenge 
wurde jeweiis in 0.5 ml bzw. in O-2 rr.1 Aqua bidest. zum Standardinkubationsansatansatz zugeaetzt. 

Dargestellt sind: ji& sx; n = 4, 
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Im geprtiften Konzentrationsbereich von O+l-5.0 x 10e3 mol/l. zeigt sich bei 
allen drei Reaktionen keine statistisch zu sichernde Abh&ngigkeit der Aktivitat von 
den eingesetzten ~lukos~~Phosphat-Ko~entratione~. 

6.2. Abhangigkeit von der NADP-Konzentration. 
Der Umsatz von Phenazon, Aminophenazon und Kodein zeigt keine statistisch 

zu sichernde Abhangigkeit vom zugesetzten NADP (Konzentrationsbereich von 
0.09-l 1 x 1O-5 mol/l.) 

6.3. AbhGrgigkeit von der Nikotins~ureamid-Konzentration 
Fiir den Phenazon- und Kodeinabbau besteht im untersu~hten Bereich keine 

Abhangigkeit von der Nikotinsaureamid-Konzentration. Vorbehandlung der Tiere 
mit Nikotinsaureamid war ohne Einflul3. Die Aminophenazon-N-demethylase 
zeigt mit zunehmenden Konzentrationen bis zu 4 x 10-s mol/l. eine Aktivitatser- 
hohung. Durch eine Vorbehandlung mit Nikotinsaureamid in uivo 1ieB sich eine 

Fhenazon 

ABE. 2. Abhiingigkeit der EnzymaktivitZit @mol umgesetztes Substrat/g Eiweifi/Inkubationszeeit in 
min) von der Inkubationstemperatur (in “C). 

Dargestellt sind: % f sp n = 6-21. 
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dosiesabh~~ige Aktivit~tsste~ge~g erzielen, in vitro war dann eine Sattigung des 
Systems mit entsprechend Weineren Mengen an NikotinsZiureamid miigtich. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 3 dargestelh. 

7, Abhtingigkeit von Art, Molarit& undpH des zugesetzten P&em 
Alle Reaktionen wurden unter Zusatz von 0.2 M Tris-Maleat-NaOH-Puffer im 

pH-Bereich von 6&8*6 und von 0.11 M sowie O-2 M Phosphatpuffer im pH-Bereich 
von 6.2~8.0 untersucht. Die pH-Abhangigkeiten sind in den Abbildungen 4 und 5 
dargestellt. 

PO 

x?O-~IYN~U 

042 0+83 P66 3113 

x IO -2fn*/N Iv/b 

Ann. 3. Abhtigigkeit der Enzymaktivitat @mol umgesetztes Substrat/g EiweiD/Inkubationsz.eit in 
min) von der Nikotinslureamid-Konzentration im Inkuhationsansatz (0*125-16-O x 1W2 mol/l.) mit 
und ohne Vorbehandlung mit Nikotins&umamid in viva Es wurde jeweils in 0.5 ml Aqua bidest. dem 

St~~rdinku~tio~a~ zugesetzt. Dargestellt sind: rl & sic n = 4. 
0-e : ohne Vor~h~dlung 
0- * -0 : 2-O g Nikoti~~mid/~ KG i.p. 2 h vor ~~renth~me 
0 - - - 0 : 05 g Nikotins~u~mid/kg KG i.p. 2 h vor Leberentnahme 
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Alle pH-Angaben beziehen sich auf das aktuelle pH im Inkubationsansatz. 
Wahrend der Inkubation bei optimalen pH-Werten verschob sich das pII unwesentlich. 

Die pH-Optima und maximalen Substratums%ze sind in Tabelle 1 zusammengefa&. 
Die Abhlngigkeit der Enzymaktivitaten von der Konzentration des zugesetzten 

Phosphatp~ers ist aus Abb. 6 ersichtlich. 
Wtihrend die Phenazonhydroxylase bereits bei Erhiihung der Pufferkonzentration 

auf O-2 M und O-3 M mit einem deutlichen Aktivititsverlust reagiert, nimmt die 
Aktivit& der Demethylasen mit steigender Konzentration zu. Die AktivitZit der 
Kodein-O-demethylase erreicht bei 0.5 M Phosphatpuffer ein Maximum, die der 

ABB. 4. Abhiingigkeit der Enzymaktivitlt @mol umgesetztes Subs&at/g EiweiBjInkubationszeit in 
min) vom pH im Inkubationsansatz bei Verwendung 0=2 M Tris-Maleat-NaOH-Puffers. 
1 bzw. 25 ml @2 M Tris-Maleat-NaOH-Puffer pH 6%8.6 wurden dem Standardinkubationsansatz 

statt Phosphatpuffer zugesetzt. 
Dargestellt sind: f f sl; n = 5. 
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Aminophenazon-~demethylase nimmt dagegen bis zu Pufferko~e~trationen von 
I.0 M stetig zu. 

Eine ErhBhung der Ionetikonzentration im Inkubationsansatz durch Zusatz von 
0.5 M NaCI-Ltisung fiihrt zu keiner wesentlichen Vergnderung der Aktivittit, die 
unter Standardbedingungen erzielt wird. 

8. Abhzngigkeit von der Lagerungsdauer der Gesatntleber und des uberstandes bei 
Zimmertemperatur 

Die Ergebnisse sind in Abb. 7 dargestellt. 
Die Inaktivierung erfolgte mit zunehmender Lagerungsdauer fiir die drei gemessenen 

ABB. 5. Abhkgigkeit der Enzymaktivitgt (Ilmol umgesetztes Substrat/g EiweiO/Inkubationszeit in 
min) vom pH im Inkubationsansatz beii Verwendung von O*l und 0.2 M Phosphatpuffer. 
1 bzw. 2.5 ml O-1 oder O-2 M Fhosphatpuffer pH 6+&O wurden dem St~d~d~ubatio~an~tz 

zugesetzt. Dargestellt sind: ii f SZ; n = 5. 
t-----e : 0.1 M Phosphatpuffer 

-0 : @2 h4 Phosphatpuffer 
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TABE~LE 1. 

Trispuffer 
0.2 M 

LH_Lzptimum 
(pmol/g Eiw./min) 

- 
Epshatpuffer 

pH-Optimum 
Umsatz 
(emol/g Eiw./min) 

Phosphatpuffer 
0.2 M 
pH-Optimum 
Umsatz 
(pmol/g Eiw./min 

Phenazon- 
Hydroxylierung 

0.83 7.51 & 0.02 

7.35 
0.76 f 0.02 

738 
0.68 f 0.02 

Aminophenazon- 
N-Demethylierung 

O*ll7F@Ol 

7.37 
@12 i @Ol 

-- 

738 
0.14 f 001 

Kodein 
U-Demethylierung 

0.41 L?*Ol 

- 

760 
0.49 +. 0.02 

7.41 
0.88 * 0.03 

Jedem Mittelwert liegen je 6 Einzelversuche zugrunde 

ABB. 6. Abh&ngigkeit der EnzymaktiviW @mol umgesetztes Substrat/g EiweiD/inkubationszeit in 
min) von der Konzentration des PhosphatpuRers. 1 bzw. 2.5 ml O-l-1-O M Phosphatpuffer pH 7.4 
werden dem ~t~~rdi~ubations~satz zugesetzt. Zum Vergleich wird die OsmolaritSit 0.1 M 

Phosphatpuffe~ pH 7.4 mit NaCl auf O-5 mol/l erhoht Dargestelh sind: f I-t sit; n = 5. 
M : Molaritat des Ph~phatpu~~ pH 74 
0 - - - 0 : mit NaCl auf 0.5 M erhohte Osrnoiarit&t des @I M Phosphatpu~ers pH 7.4. 
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Aktivitaten unterschiedlich schneli, wobei die Phenazonhydroxylie~ng bei Auf- 
bewahnmg des Uberstandes schnelier abfiel als in der gelagerten Gesamtleber; die 
Aktivitaten der Dealkylierungsreaktionen fielen bei Aufbewahrung der Gesamtleber 
steiler ab. 

BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE 

Die Technik des Homogenisierens beeinflubt die Aktivitat und Haltbarkeit 
mikrosomaler Enzyme.38 11% ls Unsere Methode wurde daher in allen Versuchen streng 
beibehalten. 

I 

PSM &a PO 2W 4@0 

LagerungsdauerFh_T 

ABB. 7. Abhgngigkeit der Enzymaktivitiit (pm01 umgesetztes Sub&rat/g Eiwci@Inkubationszeit in 
min) von der Lagerungsdauer. 

a-0 : der Leber 
-0 * des Oberstandes 

gi Zirnrn=~~*rn~ratur (in Stunden). 
Dargestellt sind: R It sr; n = 5. 
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Nach den ~ntersuchungen von Kato et ai. ergibt die Homogenisation in 1.15 
%iger KCEL6sung (1 g Leber in 3 ml Homogenat) optimale Aktivitaten beim 
Hexobarbitalabbau durch den 9000 g-tierstand. 

Diese Technik wurde von den meisten Untersuchern (vergl. Einleitung) getibt und 
von uns ebenfalls iibemommen. Die Angaben verschiedener Untersucher iiber die 
Zentrifugationsbedingungen liegen zwischen 8500 g x 10 minr und 10,000 g x 20 
min24 bzw. 20,000 g x 10 minr bei Homogenatverdtinnungen von 1:2-l :lO in 
verschiedenen Medien. 

Wir schlossen uns der Mehrzahl der Untersucher an, die nach einer Homo- 
genisation 1: 3 in l-15 %iger KCI-Lijsung (vergl. Kato et al.21 20 min bei 9000 g 
zentrifugie~en. Dabei zeigte sich fur die verschiedenen von uns untersuchten Reak- 
tionen eine unte~chi~liche Anreiche~ng. 

Die optimalen Homogenisations- und Zentrif~gationsbedingungen fur die von uns 
untersuchten mikrosomalen Leberenzyme sind unterschiedlich und schwer zu 
standardisieren. v. Jagow et al. 13 berichten iiber ahnliche Erfahnmgen. 

Eine optimale Auswaschung der mikrosomalen Enzyme aus dem 9000 g- 
Niederschlag ist moglich, ftihrt aber zu einer starken Verdiinnung der verwendeten 
Uberstandsfraktion und wurde von uns deshalb nicht durchgefiihrt. 

2. Der Abbau der von uns eingesetzten Substrate Phenzon, Aminophenazon und 
Kodein nimmt mit zunehmender Verdiinnung der Uberstandsfraktion linear ab. Mit 
unterschiedlich konzentrierten Mikrosomenpr~parationen gewonnen Ergebnisse sind 
somit direkt vergleichbar. Analoge Beoba~htungen machten Orrenius,ss Rubin 
et al.37 und Gram et al.10 Andere Untersucher fanden in isolierten Mikrosomen- 
fraktionen eine Auto-In~bition, wenn die Konzentration niedriger oder haher als 
diejenige in Homogenat war19 bzw. nur bei hbheren Konzentrationen eine Hemmung. 

3. Sattigung mit den von uns verwendeten drei Substraten tritt bei unter- 
schiedlichen Konzentrationen ein, eine Substrathemmung im untersuchten Kon- 
zentrationsbereich ist nur fur Phenazon signifikant. Eine vergleichbare Sattigungskurve 
fur das Aminophenazon beschreibt such Orrenius, ss Sattigungskurven mit anderen 
Substraten wurden mehrfach mitgeteilt. Eine Substrathemmung fanden dabei 
Kampffmeyer und Kiesers fur die Hydroxylierung von Anilin. Nach Kuntzman et a1.23 

liegen die &-Werte ftir Enzyme der oxydativen Arzneimittelbiotransformation in der 
Gr~~enordnung von lo-* moljl. 

4. Die Angaben iiber die Inkubationszeiten schwanken in der Literatur zwischen 
5 min 52 und 5 Std.,39 wobei die Meh~ahl der Untersucher Inkubationszeiten zwischen 
10 und 30 min und Fouts und Mitarb .I*+ 15 120 min angeben (vergl. Einl.). 
Linearitat des Umsatzes iindet sich speziesabhlngig und substraspezifischlo nur 
innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls. Angaben iiber den Zeit-Umsatz-Verlauf 
der von uns untersuchten Phenazonhydroxylierung fanden wir nicht. 

Fur Aminophenazon wird ein linearer Umsatz mit der Zeit bis zu 50 min33 und fur 
Kodein “fur mindestens 30 min”a4 angegeben. 

Unter den von uns festgelegten Standardbedingungen finden sich lineare 
Beziehungen bis zu einer Inkubationsdauer von 30 min fur alle 3 Substrate. Die 
Zugabe von eiskaltem Uberstand zur Kofaktoren-Substra~ischung von 37” zu 
Inkubationsbeginn wirkt sich auf die Anfangsgeschwindigkeit der Phenazon- 
hydroxylie~ng meRbar aus. Bei den anderen Reaktionen ist die initiale Ve~~ge~ng 
nieht mel3bar. 
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Nach AbschluD unserer Untersuchungen erschien die Arbeit von Gram und Fouts,lO 
die fiir verschiedene Biotransformationsreaktionen die Abhangigkeit des Umsatzes 
von der Zeit bei Einsatz einer 9000 g-Leberfraktion (Dauer der Zentrifugation nicht 
angegeben) von Maus, Ratte und Kaninchen bei Einsatz von, such nach unseren 
Ergebnissen, supraoptimalen Konzentrationen an Kofaktoren und Substraten 
untersuchten. Fiir die Kodein-0-demethylierung fanden sie bei der Ratte bereits 
nach weniger als 15 min eine Abweichung vom linearen Umsatz, eine Plateau- 
bildung aber erst nach 60 min. Unter unseren Versuchsbedingungen ist der Abbau 
30 min linear, eine Plateaubildung finden wir ebenfalls nach 60 min. Abweichend von 
unseren Ergebnissen bei der Aminophenazon-N-demethylierung mit einer linearen 
Reaktion bis zu 30 min und einer anschliegenden Plateaubildung beobachteten 
Gram und Fouts.10 einen liber 90 min praktisch linearen Umsatz. 

Die von Johannesson et al.149 15 angegebene Inkubationsdauer von 120 min ist 
sowohl nach den spater publizierten Ergegnissen des gleichen Arbeitskreises als such 
nach unseren Ergebnissen bei Einsatz von Rattenlebermikrosomen zu lang. Urn 
einerseits den Substratumsatz im Bereich der linearen Abhangigkeit von der Zeit und 
andererseits in optimalen Mengen zu messen, legten wir die Standardinkubationszeit 
mit 30 bzw. 40 min fest. 

5. In allen uns bekannten Untersuchungen wird eine Inkubationstemperatur von 
37” gewahlt. Untersuchungen tiber die Temperaturabhangigkeit der Aktivitiit 
mikrosomaler, arzneimittelabbauender Enzyme sind uns von Leadbeater und Davies,24 
Kertkjarto et al.22 und von Creaven et al.9 bekannt. 

Fur die Phenazonhydroxylierung und die Aminophenazon-N-demethylierung 
finden wir ein Maximum in einem relativ engen Bereich urn 37”, wahrend die Kodein- 
0-demethylierung zwischen 37 und 44” optimal verlauft. Der Anstieg der 
Umsatzgeschwindigkeit bei Steigerung der Tnkubationstemperatur von 27 auf 37” 
verhiuft bei allen drei Reaktionen linear, er ist ftir die Phenazonhydroxylierung am 
flachsten und fiir die Aminophenazon-N-demethylierung am steilsten. Oberhalb von 
44’ findet sich bei allen drei Reaktionen ein erheblicher Aktivitltsverlust. Unsere 
Standardansatze wurden bei 37” inkubiert. 

6.1. Die Abhtingigkeit der von uns untersuchten Reaktionen von dem NADPHa- 
regenerierenden System ist seit langem bekannt,a* 30 Wird NADP aus dem 
Inkubationsansatz weggelassen bzw. durch NAD ersetzt, resultiert je nach Enzyrn- 
quelle eine verschieden starke Verminderung 99 33 der Aktivitat. Entsprechend wird in 
allen uns bekannten in vitro-Untersuchungen NADPHs oder NADP zusammen mit 
einem NADPHs-regenerierenden System zugegeben (vergl. Einl.). Die zugesetzten 
NADP-Mengen bewegen sich dabei je nach Art und Menge des Enzym- und 
Substratzusatzes zwischen 2 x 10-S mol/l.ss und 10-a m (m = molar oder Molss). 
Die Mehrzahl der Untersucher verwendet Konzentrationen von l-9 x lo-4 mol/l., 
Fouts und Mitarb.lo* 14g l5 zwischen 5.7 x lo-4 und 5.5 x IO-5 mol/l. Kinetische 
Untersuchungen sind uns nur vereinzelt bekannt. Mueller und Miller30 finden bei 
Verwendung von Homogenat bei 50 pg NADP (= 2.25 x 10-S mol/l.) Substrat- 
slittigung. 

Orreniusw bestimmt bei Umsatz von Aminophenazon (5 mM) durch Ratten- 
lebermikrosomen (2 mg Protein) unter optimalen Bedingungen fiir NAD Peine Km 
von 2.5 x 10-S mol/l. 

In unseren Versuchen ist die NADP-Konzentration nicht limitierend, K,-Werte 
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lassen sich in unsrem System nicht ermittelen, da im Gegensatz zu Orreniu@ mit 
Leberiiberstand gearbeitet wurde und mit dem Uberstand jeweiis nicht bekamne und 
sicher unters~hiedlich hohe Ko~en~ationen an endogenem NADP zugesetzt wurden. 
So erklart sich such, dal3 bei vergleichsweise sehr niedrigen NADP-Konzentrationen 
Sattigungsbedingungen bestehen. 

In einem orientierenden Versuch wurde an Stelle von NADP und Glukose-6- 
phosphat NADPHs zugesetzt. Die Endkonzentration an NADPHs im Standard- 
inkubationsansatz wurde zwischen 0*035-4*4 x lo+ mol/l. variiert. Bei hiiheren 
Konzentrationen (ab 0.14 x lo4 mol/l.) trat eine Hemmung der Phen~onhydroxy- 
lierung und Aminophenazon-N-demethylierung auf. Eine Hemmung der Amino- 
phenazon-N-demethylierung durch Lebermikrosomen in Gegenwart von NADPHa 
bei NADP-Zusatz wurde durch Orrenius” beschrieben. 

Moglicherweise lag such in unseren Versuchen eine Substrathemmung der 
NADPH2-Gxydase vor. 

6.2. Eine Abh~ngigkeit der Aktivitat von der Glukose-6-Phosphat-Konzentration 
konnte in unserer Versuchsanordnung nicht gesichert werden. Creaven u. Mitarb.9 
halten den Zusatz fur entbehrlich. Unter Normalbedingungen sind die Substratmengen 
fur das regenerierende System offender ausreichend. Liebecqas fand jedoch bei der 
hungernden Ratte eine verminderte Phenazonhydroxylierung, die durch Glukose-6- 
Phosphat-Zusa~ wieder normalisie~ werden konnte. Da bisher keine Substrat- 
hemmung beobachtet wurde, setzten wir unseren Standardansatzen stets gleiche 
Mengen an Glukose-6-Phosphat zu, urn gleichbleibende Bedingungen zu gewahrleisten 
und evtl. Hungereffekte bein den geplanten Induktionsversuchen auszuschalten. 

Nach dem vorliegenden Ergegnis eriibrigt sich ein Zusatz von Glukose-6-Phosphat- 
Dehydrogenase. Dieses Enzym wird mit dem Leberiiberstand in ausreichenden 
Mengen zugesetzt. 

6.3. Nikotindureamid schiitzt NADP vor dem enzymatischen Abbau durch die im 
Leberliberstand enthaltene NADP-Glykohydrolase (EC 3.2.2.6).s3 In den uns 
bekarmten Arbeitsvorschriften wird mit Nikotinsaureamid-Konzentrationen zwischen 
1 x 10-s und 5 x 1O-2 mol/l. gearbeitet. Unsere Versuche ergaben eine verminderte 
Aminophenazon-~~emethylie~ng bei Nikotins~ureamid~Ko~entrationen unterhalb 
4 x 10-a mol/l., wlhrend die Phenazonhydroxylie~ng und die Kodein-O-demethy- 
lierung im gepriiften Konzentrationsbereich keine Abhangigkeit von der 
Nikotinsaureamid-Konzentration zeigen. Dies Ergebnis legt den SchluB nahe, da13 
Nikotinsaureamid nicht nur als NADP-Schutz wirkt, da in diesem Falle alle 3 
Reaktionen in gleichem MaBe beeinflul3t werden mu&en, sondern auBerdem in 
einer fur die 3 Reaktionen unterschiedlichen Weise eingreift. Ein Mange1 an 
endogenem NADP, dessen Bildung durch die in alto-Vorbehandlung mit Nikotin- 
saureamid begiinstigt werden kiinnte, wird durch supraoptimalen NADP-Zusatz 
ausgeglichen und miiDte sich aul3erdem bei allen 3 Reaktionen gleichsinnig zeigen. 

Eine Steigerung der Demethylierung von Trimethadon durch i.p.-Vorbehandlung 
mit Nikotinslureamid wurde bereits von Butlers beschrieben. Es ist denkbar, dal3 es 
sich dabei urn eine~nduktions~rkung handelt, die 2 h nach Nikotins~u~mid-Beh~d- 
lung schon mel3bar sein konnte; das verwandte Nikethamid ist als guter Induktor 
bekannt (vergl. Remmerss). 

7. In den einschlagigen Untersuchungen werden vorwiegend Tris-HCl-oder 
Phosphatpuffersysteme verwendet, die Molarit& des zugesetzten Puffers schwankt 
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dabei zwischen O+l5 und O-5 M, die aktuelle Konzentration des Puffers im Inkubation- 
sansatz ist vielen Arbeiten nicht zu entnehmen. Soweit sie sich aus methodischen 
Angaben errechnen I%, liegt sie meist zwischen 0.02 und 0.07 mol/l. und nur in 
Ausnahmef$illen iiber 0.1 mol/l.s bzw. iiber 0.2 mol/l.s7~ 2s 

Art und Molaritat des verwendeten Puffers beeinflussen die maximale Umsatzrate 
und das pH-Optimum in den 3 von uns untersuchten Reaktionen unterschiedlich. 
Bei Einsatz von 0.2 M Phosphatpuffer liegen die Umsatzraten fur die Demethylierungs- 
reaktionen hiiher und fiir die Phenazonhydroxylierung niedriger als mit 0.1 M 
Phosphat- und mit 0.2 M Trispuffer. 

Die 0- und ~-Demethylierung konnten wir mit weiterer Erhohung der Molarit% 
erheblich weiter steigern, wshrend sich bei der Hydroxylierung mit der Erh~hung 
der ~erkonzentration ein ~nehmender Hemmeffekt zeigte. Kato und Mitarb.2f 
konnten die Hydroxylie~ng von Hexobarbital ebenfalls steigexn, wenn sie statt in 
0.1 in O-2 M Phosphatpuffer homogenisierten. Creaven und Mitarb.9 fanden jedoch 
iibereinstimmend mit unserem Befund iiber die Phenazonhydroxylierung fiir die 
Hydroxylierung von Kumarin eine Umsatzhemmung bei Steigerung der Konzentration 
des Phosphatpuffers iiber 0.01 mol/l. im Inkubationsansatz. Im Gegensatz zu unseren 
Ergebnissen steht die relative AktivitBtsminderung der Kumarinhydroxylase in 
Trispuffer gegeniiber aquimolarem Phosphatpuffer. Die aktuelle Pufferkonzentration 
unserer Standardinkubationsansatze liegt mit 0.02 mol/l schon auoerhalb des nach 
Creaven und Mitarb.g optimalen Bereiches. 

Die Umsatzsteigerung der Demethylie~ngsreaktionen ist auf eine Steigerung der 
Phosphationenko~entration zur~ckzuf~hren, da eine ErhBhung der Ionenkon- 
zentration durch Zugabe von NaCl keinen Einfful3 hatte. Der Phosphationene~ekt 
1Huft sicher nicht iiber eine Anreicherung von Glukosed-phosphat durch Endprodukt- 
hemmung der Glukose-6-phosphatase, da eine Glukose-6-phosphat-Konzentrations- 
steigerung zu keiner Aktivitltssteigerung fiihrt. 

Die Phenazonhydroxylierung hat Liebecq25 in Phosphatpuffer bei pH 7.5 gemessen, 
wahrend fur die Hydroxylierung anderer Substrate die Angaben zwischen einem pH von 
6.98 und einem pH von 8.5 fiir eine groBe Anzahl von Substrate@ schwanken. Ganz 
allgemein geht die hydroxylierende Aktivittit bei einem pH von 7.0 und darnnter schnell 
verloren.29 Die pH-Optima unserer 3 Reaktionen differieren zwischen 7.35 und 7.51, 
sie liegen in Tris-Maleat-NaOH-Puffer stets etwas hoher als in O-1 und @2 M Phosphat- 
puffer. Auch Creaven und Mitarb.9 finden fiir die Hydroxylie~ng von Kumarin in 
Phosphatpuffer bei pH 7*3 und in Trispuffer bei pH 7*5-&O einen optimalen Umsatz. 
Die unterschiedlichen pH-Optima fur die Hydroxylierung verschiedener Substrate 
sind daher teilweise mit der Verwendung unterschiedlicher Puffersysteme zu erkllren. 
Andererseits teilten Mao und Mitarb.26 fur die Demthyllierung von Erythromycinen 
ein substratabhgngig unterschiedliches pH-Optimum zwischen 7.5 und 8.0 mit, so daB 
anzunehmen ist, daB der fur den Umsatz optimale pH allgemein substratabhangig ist. 

Fur unsere drei Substrate wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
einheitlich Phosphatpuffer mit einem pH von 7.4 im Inkubationsansatz verwendet. 

8. SchlieDlich wurde der EinfluB einer unterschiedlich langen Langerung der 
Gesamtleber vor der Homogenisation und des fertiggestellten Uberstandes bei 
Zimmertemperatur auf die Enzymaktivitaten iiberpriift. Wie aus den I~kubationsver- 
suchen zu erwarten, kam es zu einem schnellen Aktivi~tsschwund, am langsamsten 
bei der Kodein-~-demethylierun~. Die Inaktivie~ng erfolgte bei Aufbewah~ng der 

BP7C 
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Gesamtleber bei den drei Reaktionen unterschiedlich schnell. Entsprechende 
Ergebnisse teilen Juchau und Mitarb .ls ftir den Aktivitatsverlust der Benzpyren und 
Zoxaxolamin-hydroxylase bei Lagerung der Leber in situ bei Zimmertemperatur mit. 
Auch Lagerung bei ,40” ftihrt noch zu einem allmahlichen Aktivitatsverlust.24 

Die Lebern wurden daher unter Eisktihlung aufgearbeitet und der Uberstand 
sofort nach Fertigstellung verwendet. 

9. Beim Studium der Ergebnisse fallen die relativ groBen Standardfehler auf. Das 
ist auf die von Tag zu Tag differierenden Enzymaktivitaten zuriickzufiihren, da die 
an ein und demselben Tag gemessenen Werte untereinander geringe Abweichungen 
zeigen. Rattenlebermikrosomen sind gegeniiber Manipulationen bei der Zubereitung 
der EnzymprSiparation sehr empfindlich; dies wurde an Hand von zeitabhangigen 
Inkubationsversuchen und such elektronenoptisch festgestellt.10~ ll* 24 Die Amino- 
phenazon-N-demethylase ist dabei ganz besonders empfindlich.11 

Es ist denkbar, daD bei den von uns gei.ibten Homogenisations und Zentrifugations- 
bedingungen (Verzicht auf den Waschvorgang) kleine Schwankungen beim Dekantieren 
der Uberstande die taglichen Streuungen mit bedingen. Auch bei den gleichen 
Arbeitsgangen lassen sich Streuungen insbesondere bei der Bestimmung der N- 
Demethylierung unter unseren Versuchsbedingungen daher kaum vermeiden. 

Schh@bemerkungen 
1. Die von uns ausgewahlten Substrate sollten als reprasentativ fur eine ganze 

Klasse von Stoffen gelten, die dem jeweils gleichen mikrosomalen Umbau unterliegen. 
Unsere Ergebnisse zeigen jedoch ebenso wie ihr Vergleich mit Befunden anderer 
Untersucher, da13 die Bedingungen fiir den mikrosomalen Umbau substratspezifisch 
sehr unterschiedlich sind. Offensichtlich handelt es sich, wie bisher mehrfach 
geHuBert,la~ 17-20~ %a5 bei der sog. NADP-abhangigen mischfunktionellen Oxydase 
in Lebermikrosomen urn eine Gruppe verschiedener Enzyme bzw. Enzymsysteme, 
die unterschiedliche Substrate unter sehr unterschiedlichen Bedingungen umbauen. 
Es ist daher nicht moglich, Ergebnisse, die bei der Untersuchung eines oder such 
mehrerer Enzyme gewonnen werden, als reprasentativ fur die Leistungen aller 
mikrosomalen arzneimittelabbauenden Enzyme zu betrachten. 

2. Bei den mitgeteilten Befunden handelt es sich urn Ergebnisse von Vorunter- 
suchungen fur Ansatze zur Bestimmung der Aktivitat mikrosomaler Leberenzyme, 
die such unter den Bedingungen einer induktiven Aktivitltssteigerung auf das 
mehrfache noch als optimal zu betrachten sind. Die Eigenschaften der mikrosomalen 
arzneimittelabbauenden Enzyme werden durch Induktion nicht geandert.al* 37 

Die von Jdhannesson et ~1.14~15 als supraoptimal mitgeteilten Versuchsbedingungen 
erftillen bei geringftigiger Anderung der Kofaktorenkonzentration und einer 
erheblichen Verkiirzung der Inkubationszeit die genannten Voraussetzungen. 

Vergleiche zwischen den von Johannesson et a/.l5und uns erzielten Enzymaktivitlten 
an Leberiiberstlnden unbehandelter erwachsener mannlicher Ratten sind infolge des 
methodisch etwas voneinander abweichenden Vorgehens nicht mdglich. 

3. Ein “Standardinkubationsansatz” fiir mehrere enzymatische Reaktionen des 
gleichen Typs bietet den einzelnen Reaktionen nicht gleichermal3en optimale 
Bedingungen. Dieses Vorgehen stellt in jedem Falle einen Kompromirj dar. 

Die vorgelegte Arbeit wurde auf Wunsch der Redaktion gekiirzt. Weitere 
Literaturangaben k&men von den Autoren angefordert werden. 
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Zulu-Im Leberiiberstand (9OOOg x 20 min) von erwachsenen m&mlichen 
Ratten wurden die Phen~onhy~oxylie~ng, Aminophenazon-N- und Kodein-O- 
demethylierung in Abhiingigkeit von der Enzymkonzentration, der Substratkonzentra- 
tion, der Inkubationszeit, der inkubationstemperatur, von der Konzentration an 
Glukose-6-Phosphat, NADP und Nikotinslureamid, von der Art, Konzentration und 
dem pH des eingesetzten Puffers sowie von der Lagerungsdauer bei Zimmerterperatur 
bestimmt. 

Fiir die verschiedenen Reaktionen zeigte sich eine unterschiedliche Anreicherung im 
Uberstand, die Aktivitlten sind von der uberstandsmenge linear abh5ingig. Beim 
Uberschreiten des Substratoptimums zeigt sich bei der Phenazonhydroxylierung eine 
Substrathemmung. Sie ist beim Aminophenazonabbau wenig und beim Kodeinabbau 
nicht nachweisbar. Eine Iineare Abhgngigkeit der Umsltze von der Zeit besteht in den 
ersten 30 min, die h&hsten Aktivit~ten werden bei 37” gemessen. Auch hierbei zeigen 
die drei Reaktionen Unterschiede. 

Glukose&Phosphat- und NADF-ZusBtze hatten keinen EinfluB, Nikotins~ur~mid 
steigerte nur den Aminophenazonabbau. Auch eine Nikotins~ure~dvorbe~ndlung 
in viz70 war hierbei wirksam. Die drei gepriiften Reaktionen unterschieden sich weiterhin 
in ihrer BeeinfluRbarkeit durch verschiedene Puffer und durch Lagerung der Gesamtleber 
oder des Uberstandes bei Zimmertemperatur. Es wurden Inkubationsbedingungen 
ermittelt, die such fiir Untersuchungen an mit Arzneimitteln induzierten Tieren 
gee&net sind. Sie differieren etwas von Substrat zu Substrat, ein “Standardinkubation- 
sansatz” fiir mehrere verschiedene enzymatische Reaktionen ist problematisch. Die 
vorgelegten Ergebnisse stiitzen die Ansicht, daB mehrere NADPHz-ahhlngige 
mischfunktionelle Oxydasen in den Lebermikrosomen vorhanden sind. Verallgemeine- 
rungen von Ergebnissen, die mit einem Substrat gewonnen wurden, sind selbst fiir den 
gleichen Reaktionstyp nur mit Ein~hr~nkungen mijglich. 
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