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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 supernatant 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. Pre-treatment with nicotinamide in vivo was
also effective. The three reactions studied also differed in response to different buffers
and storage of whole liver or supernatant 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 DPNH:-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 UNTERSUCHUNGEN iiber die altersabhingige Biotransformation von Arznei-
mitteln bei der Ratte durch Lebermikrosomen in vitro wihliten wir das methodische
Yorgehen von Johannesson, Rogers, Fouts und Woods.14: 15 Die genannten Autoren
bezeichnen ihre Versuchsbedingungen als supraoptimal, ohne daB vollstindige
quantitative Angaben oder entsprechende Literaturhinweise in ihren Arbeiten
dariiber zu finden sind. Auch in vergleichbaren Versuchsanordnungen anderer
Arbeitsgruppen werden die Versuchsbedingungen ohne oder ohne vollstindige
Begriindung beschrieben. Dabei finden sich sehr unterschiedliche Angaben iiber
Gewinnung und Konzentration der Mikrosomenfraktion, iiber Substratkonzen-
trationen z. B. von Phenazon, Aminophenazon und Kodein, iiber die Inkubationsdauer
und -temperatur, iiber die Art und Konzentration der zugesetzten Kofaktoren, iiber
die Art, Molaritiit und pH der Puffersysteme sowie iiber die Aktivititsminderung
durch Aufbewahrung der Mikrosomenfraktion unter verschiedenen Bedingungen,
vergl. u.a.% 7. 10, 14-16, 24-29, 32, 33, 385, 37, 39 Da fiir die von uns geplanten altersabhin-
gigen Induktionsversuche mit den zu erwartenden Aktivitdtssteigerungen um das
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1560 A. NEUGEBAUER ef al.

mehrfache, die optimalen Reaktionsbedingungen vorher quantitativ erfaBt werden
muBten, untersuchten wir, ausgehend vom Versuchsansatz von Jéhannesson et gl. 14, 15
am 9000g X 20 min-Uberstand (im folgenden nur Uberstand genannt), die
Abhingigkeit der Phenazonhydroxylierung, Aminophenazon-N- und Xodein-O-
demethylierung von den genannten Faktoren. Die drei Reaktionen wurden parallel am
gleichen Uberstand untersucht und die Versuche mehrfach wiederholt, um den
Anteil jedes Faktors an der Variation der Enzymaktivititen unter den ermittelten
Standardbedingungen zu erfassen,

Diese Untersuchungen konnen zugleich zur Kldrung der Frage dienen, ob die
mischfunktionelle NADPH-abhingige Oxydase der Lebermikrosomen als ein
substratunspezifisches Enzym zu betrachten ist oder ob es sich dabei um mehrere
Oxydasen handelt.

METHODEN

1. Tier- und Enzymmaterial

Wir verwendeten & Wistar-Ratten der institutseigenen Koloniezucht im Alter von
110130 Tagen, die unter gleichbleibenden Bedingungen gehalten wurden: Gruppen-
haltung bei 22-25° Raumtemperatur, relative Luftfeuchtigkeit > 509/, Standard-
futterwiirfel der Arbeitsgruppe Versuchstierzucht Berlin und Wasser ad libitum.
Nach Dekapitation in Athernarkose wurden die Lebern sofort herauspripariert, mit
eiskaltem Aqua dest. abgespiilt, abgetupft, gewogen und in KCl-Losung (1:5 ml
1-159; ige KCl-Losung auf 1 g Leber) unter Eiskiihlung in einem Glashomogenisator
mit Teflonstempel homogenisiert, wobei der Stempel mit maximal 1500 Uj/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-Losung auf 3 ml
aufgefiillt und anschlieBend 20 min bei 9000 g zentrifugiert (Kiihlzentrifuge K 14,
Janetzki, Engelsdorf; Temperatur im Innenraum der Zentrifuge —7°), der Uberstand
abgegossen und sofort fiir die Untersuchung verwendet. Nur fiir die Verteilungsstudien
wurde der Niederschlag zweimal im halben Ausgangsvolumen mit 1-15% iger KClI-
Ldsung resuspendiert und erneut bei 9000g X 20 min zentrifugiert. Die in der
Uberstands- und Niederschlagsfraktion sowie in der vereinigten Waschfliissigkeit
bestimmte Glukose-6-Phosphatase-Aktivitiit wurde zur jeweils gemessenen Bio-
transformations-Aktivitiit in Beziehung gesetzt.

Jedes Homogenat wurde aus 2-3 Lebern hergestellt.

2. Versuchssubstanzen

Phenazon, Aminophenazon und Xodeinphosphat, Rezeptursubstanz DAB 6
Glukose-6-phosphat, Na-Salz, 8779, ig, VEB Arzneimittelwerk Dresden NADH=
B-TPN 82-5 %ig, VEB Arzneimittelwerk Dresden NADPH; der Fa. Boehringer und
Séhne/Mannheim.*

3. Inkubationsansitze

3.1, Die Hydroxylierung von Phenazon und die N-Demethylierung von Amino-
phenazon wurden in Anlehnung an die von Jéhannesson er al}4 15 beschriebene
Methode in folgenden Ansétzen bestimmt:

* Wir danken Herrn Dr. F. Schmidt von der Fa. Bochringer und Sthne/Mannheim fiir die
Uberlassung von Versuchsmengen an NADPH;.
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1-8 ml Uberstand
0-2 ml Aqua bidest. mit 1 X 10-5 mol Phenazon bzw.
2 X 10-5 mol Aminophenazon,
2-:0 ml Aqua bidest. mit 2-75 x 107 mol NADP,
1-25 x 10-5mol Glukose-6-Phosphat
5-00 x 10-5mol Nikotinsdureamid u.
1-25 x 10-5 mol MgSO4
1-0 ml 0-1 M Phosphatpuffer pH 7-84 fiir die Phenazonhydroxylierung bzw. 7-62
fiir die Aminophenazondemethylierung, so daB3 im Ansatz von 5 ml Gesamtvolumen
ein pH von 7-4 herrschte. Die Ansiitze wurden in 50 ml Erlenmeyerkolben 30 min bei
37° im Wasserbad unter Luftzutritt geschiittelt (Schiittelfrequenz: 84/min, seitliche
Auslenkung: 2-3 cm) und die Reaktion durch Zugabe von 15 m! 7 %iger bzw. 5 ml
20 %iger Trichloressigsdure gestoppt.
3.2. Die O-Demethylierung von Kodein wurde in Anlehnung an die von Leadbeater
beschriebene Methode?4 im folgenden Ansatz bestimmt:
1:0 m1 Uberstand
0-5 ml Aqua bidest. mit 1 X 10-% mol Kodeinphosphat
2:0 ml Aqua bidest. mit 5 x 10-7 mol NADP
22 x 10-% mol Glukose-6-Phosphat
1 X 10~% mol Nikotinsdureamid und
2-5 x 10—% mol MgSO4
2:5 ml 0-15 M Phosphatpuffer pH 7-6, so dall im Ansatz von 6 ml ein pH von 7-4
vorlag.

Die Ansitze wurden in 50 ml Erlenmeyerkolben 40 min bei 37° im Wasserbad
unter Luftzutritt geschiittelt und die Reaktion durch Zugabe von 0-3 ml 2 m Na;COs-
Lsung und 5 miniitiges Erhitzen im kochenden Wasserbad gestoppt.

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

4. Bestimmung von Phenazon, 4-Aminophenazon, Morphin, Glukose-6-Phosphatase-
Aktivitdt 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 er al4 nach Nitrosierung spektrophotometrisch
gemessen, nur wurde mit Trichloressigsdure gefillt und Phenazon direkt im Filtrat
ermittelt. Die Wiederfindungsrate zeigt dabei eine lineare Abhingigkeit von der
eingesetzten Uberstandsmenge, sie betriigt fiir 1,8 ml Uberstand im Inkubation-
sansatz durchschnittlich 80 9. 4-Aminophenazon wurde nach Brodie et al.5 in der
Modifikation nach Johannesson ef @l.1%15 nach Diazotierung und Kupplung an
2-Naphthol spektrophotometrisch bestimmt.

Morphin wurde nach Snell und Snell spektrophotometrisch, wie beil4: 15 angegeben,
ermittelt.

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

AuBderdem wurden téglich Eichwerte bestimmt.

Die Glukose-6-Phosphatase-Aktivitit wurde in Anlehnung an Swanson38 in
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005-0-2 ml Gewebefraktion nach Zusatz von 05 ml Na-Glukose-6-Phosphat,
0-08 M, 0-1 ml EDTA-L&sung, 0-01 M und 0-2 ml Imidazolpuffer pH 6:5 durch 30
min Inkubation bei 37° und Phosphatbestimmung nach Fiske und Subbarrow
ermittelt. Eiweil 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 Standardabweichungen errechnet und der Korrelationskoeffizient bestimmt.
Statistische Vergleiche erfolgten mit dem #-Test bei einer vorgegebenen Signifikanz-
grenze von P < = 0-05.

ERGEBNISSE

1. Verteilung der Enzymaktivititen

In drei Versuchen wurden dem Standardinkubationsansatz 1-8 ml bzw. 1 ml
Gesamthomogenat, Uberstand, Niederschlag oder Waschfliissigkeit als Enzymquellen
zugesetzt und die entsprechenden Aktivititen bestimmt. Der Anreicherungsfaktor
(Quotient aus Enzymaktivitit in % der Gesamtaktivitit und dem EiweiBanteil in ]
am Gesamtprotein) fiir die Phenazonhydroxydase, die Aminophenazon-N-demethylase
und die Kodein-O-demethylase war deutlich unterschiedlich und deckte sich in
keinem Falle mit der Verteilung der Glukose-6-Phosphatase-Aktivitit.

2. Abhdngigkeit von der Enzymkonzentration

Den Inkubationsansitzen wurden Uberstandsfraktionen in geometrischer
Verdiinnung zugefiigt. Bei der Untersuchung der Phenazonhydroxylierung wurde das
Enzym eines enstprechenden Teils des Uberstandes durch Kochen inaktiviert und
damit der aktive Uberstand verdiinnt, um den durch die Fillung der Riickbestimmung
entgehenden Phenazonanteil innerhaldb der Grenzen der Variation der Eiweilwerte
konstant zu halten, vergl. 2-4. Bei der Untersuchung der N-Demethylierung wurde
sowohl mit 1-15 %iger KCl-Losung als auch mit gekochtem Uberstand verdiinnt.
Es zeigten sich keine Differenzen. In den Versuchen iiber die O-Demethylierung
wurde lediglich mit 0-15 M Phosphatpuffer pH 7-6 verdiinnt.

Alle Aktivititen sind im untersuchten Konzentrationsbereich von der eingesetzten
aktiven Uberstandsmenge (0-125-1-8 ml) statistisch signifikant linear abhingig.

3. Abhdngigkeit von der Substrakonzentration

In den Inkubationsansitzen wurde die Substratkonzentration variiert.

Die Ergebnisse sind in der Abb. 1 dargestellt.

Fiir alle drei Substrate steigt der Umsatz mit zunehmender Substratkonzentration
erwartungsgemiB 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:

Hydroxylierung von Phenazon: 2-12 x 10~ mol/l.
N-Demethylierung von Aminophenazon: 1-45 x 10-3 mol/l.
O-Demethylierung von Kodein: 0-63 x 10-3 mol/L
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4. Abhdingigkeit von der Inkubationszeit

Fiir die Dealkylierungsreaktionen konnte bis zu einer Inkubationsdauer von 30
min eine lineare Abhiingigkeit des Umsatzes von der Zeit festgestellt werden, bei der
Phenazonhydroxylierung besteht Linearitit zwischen der 10 und 30 min.

5. Abhdngigkeit von der Temperatur

Die Phenazonhydroxylase und die Aminophenazon-N-demethylase zeigen bei 37°
den hochsten Umsatz, wihrend die Aktivitit der Kodein-O-demethylase zwischen
37° und 44° ein Optimum hat, s. Abb. 2.

6. Abhdngigkeit von der Konzentration an Glukose-6-Phosphat, NADP und

Nikotinsdureamid
6.1. Abhiingigkeit von der Konzentration an Glukose-6-Phosphat.
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ABn. 1, Abhdngigkeit der Enzymaktivitit (umol umgesetztes Substrat/g EiweiB bzw. g Leber/

Inkubationszeit in min) von der Substratkonzentration (0-125-16:0 x 10-2mol/1.). Die Substratmenge

wurde jeweils in 0-5 ml bzw. in 0-2 ! Aqua bidest. zum Standardinkubatiopsansatz zugesetzt.
Dargestellt sind: X sz; n = 4.
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Im gepriiften Konzentrationsbereich von 0-04-5-0 x 10-3 mol/l. zeigt sich bei
allen drei Reaktionen keine statistisch zu sichernde Abhingigkeit der Aktivitit von
den eingesetzten Glukose-6-Phosphat-Konzentrationen.

6.2. Abhiingigkeit von der NADP-Konzentration.

Der Umsatz von Phenazon, Aminophenazon und Kodein zeigt keine statistisch
zu sichernde Abhéngigkeit vom zugesetzten NADP (Konzentrationsbereich von
0-09-11 x 1073 mol/l.)

6.3. Abhiingigkeit von der Nikotinsdureamid-Konzentration

Fiir den Phenazon- und Kodeinabbau besteht im untersuchten Bereich keine
Abhingigkeit von der Nikotinsdureamid-Konzentration. Vorbehandlung der Tiere
mit Nikotinsdureamid war ohne Einflul. Die Aminophenazon-N-demethylase
zeigt mit zunehmenden Konzentrationen bis zu 4 X 10-2 mol/l. eine Aktivititser-
hohung. Durch eine Vorbehandlung mit Nikotinsdureamid in vivo lieB sich eine
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Asb. 2. Abhiingigkeit der Enzymaktivitdt (umol umgesetztes Substrat/g Eiweil}/Inkubationszeit in
min) von der Inkubationstemperatur (in °C).
Dargestellt sind: X 4+ sz n = 6-21.
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dosiesabhiingige Aktivitiitssteigerung erziclen, in vitro war dann eine Sittigung des
Systems mit entsprechend kleineren Mengen an Nikotinsiureamid moglich.
Die Ergebnisse sind in Abb. 3 dargestelit.

7. Abhdngigkeit von Art, Molaritdt und pH des zugesetzten Puffers

Alle Reaktionen wurden unter Zusatz von 0-2 M Tris-Maleat-NaOH-Puffer im
pH-Bereich von 6-:0-8:6 und von 0-1 M sowie 0-2 M Phosphatpuffer im pH-Bereich
von 6-2-8-0 untersucht. Die pH-Abhingigkeiten sind in den Abbildungen 4 und 5

dargestelit.
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Asn. 3. Abhingigkeit der Enzymaktivitiit (umol umgesetztes Substrat/g EiweiB/Inkubationszeit in
min) von der Nikotinsdureamid-Konzentration im Inkubationsansatz (0-125-16-0 x 10~2 mol/L.) mit
und ohne Vorbehandlung mit Nikotinsdureamid in vivo. Es wurde jeweils in 0-5 ml Aqua bidest. dem
Standardinkubationsansatz zugesetzt, Dargestellt sind: X + sz n = 4.
®——@ : ohne Vorbehandlung
O— + —O : 2:0 g Nikotinsdureamid/kg KG i.p. 2 h vor Leberenthahme
O =~- O : 05 g Nikotinsdureamid/kg KG i.p. 2 h vor Leberentnahme
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Alle pH-Angaben beziehen sich auf das aktuelle pH im Inkubationsansatz.
Wihrend der Inkubation bei optimalen pH-Werten verschob sich das pH unwesentlich.

Die pH-Optima und maximalen Substratumsitze sind in Tabelle 1 zusammengefaft.

Die Abhéngigkeit der Enzymaktivititen von der Konzentration des zugesetzten
Phosphatpufiers ist aus Abb. 6 ersichtlich.

Wihrend die Phenazonhydroxylase bereits bei Erhéhung der Pufferkonzentration
auf 02 M und 0-3 M mit einem deutlichen Aktivititsverlust reagiert, nimmt die
Aktivitit der Demethylasen mit steigender Konzentration zu. Die Aktivitit der
Kodein-O-demethylase erreicht bei 0-5 M Phosphatpuffer ein Maximum, die der
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AsB. 4. Abhingigkeit der Enzymaktivitit (umol umgesetztes Substrat/g EiweiB/Inkubationszeit in
min) vom pH im Inkubationsansatz bei Verwendung 02 M Tris-Maleat-NaOH-Puffers.
1 bzw. 2-5 ml 0-2 M Tris-Maleat-NaOH-Puffer pH 6-:0-8:6 wurden dem Standardinkubationsansatz
statt Phosphatpuffer zugesetzt.
Dargestellt sind: X + sz;n = §.
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Aminophenazon-N-demethylase nimmt dagegen bis zu Pufferkonzentrationen von
1-0 M stetig zu.

Eine Erhohung der Ionenkonzentration im Inkubationsansatz durch Zusatz von
0-5 M NaCl-Losung fiihrt zu keiner wesentlichen Verdnderung der Aktivitit, die
unter Standardbedingungen erzielt wird.

8. Abhdngigkeit von der Lagerungsdauer der Gesamtleber und des Uberstandes bei
Zimmertemperatur
Die Ergebnisse sind in Abb. 7 dargestelit.
Die Inaktivierung erfolgte mit zunehmender Lagerungsdauer fiir die drei gemessenen
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ABB. 5., Abhiingigkeit der Enzymaktivitit (umol umgesetztes Substrat/g Eiweil/Inkubationszeit in
min) vom pH im Inkubationsansatz bein Verwendung von 01 und 02 M Phosphatpuffer.
1 bzw. 2:5 ml 0-1 oder 0-2 M Phosphatpuffer pH 6:5-8-0 wurden dem Standardinkubationsansatz
zugesetzt. Dargestellt sind: % & sz; n = 5.
@®——@ : 0-1 M Phosphatpuffer
O——O : 0-2 M Phosphatpuffer
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TABELLE 1.
Phenazon- Aminophenazon- Kodein
Hydroxylierung N-Demethylierung O-Demethylierung
Trispuffer
02M
pH—Optimum 7-51 744 764
Umsatz 0-83 + 002 011 4 001 041 + 001
(uzmol/g Eiw./min)
Phosphatpuffer
oM
pH—Optimum 7-35 737 7-60
Umsatz 076 + 002 012 + 001 049 + 002
(amol/g Eiw./min)
Phosphatpuffer
o2M
pH—Optimum 7-38 7-38 7-41
Umsatz 0-68 4 0-02 014 4 0-01 0-88 + 0-03

(pmol/g Eiw./min
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Jedem Mittelwert liegen je 6 Einzelversuche zugrunde

ABB. 6. Abhingigkeit der Enzymaktivitit (umol umgesetztes Substrat/g EiweiB/Inkubationszeit in

min) von der Konzentration des Phosphatpuffers. 1 bzw. 2:5 m! 0-1-1-0 M Phosphatpuffer pH 7-4

werden dem Standardinkubationsansatz zugesetzt. Zum Vergleich wird die Osmolaritit 0-1 M
Phosphatpuffers pH 7-4 mit NaCl auf 0-5 mol/l erhoht Dargestellt sind: X £ sz;n = 5.

@ ——@ : Molaritiit des Phosphatpuffers pH 7-4

O ——~— O : mit NaCl auf 0-5 M erhdhte Osmolaritit des 0-1 M Phosphatpuffers pH 7-4.
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Aktivititen unterschiedlich schnell, wobei die Phenazonhydroxylierung bei Auf-
bewahrung des Uberstandes schneller abfiel als in der gelagerten Gesamtleber; die
Aktivititen der Dealkylierungsreaktionen fielen bei Aufbewahrung der Gesamtleber

steiler ab.

BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE

Die Technik des Homogenisierens beeinflullit die Aktivitit und Haltbarkeit
mikrosomaler Enzyme.3: 11. 13 Unsere Methode wurde daher in allen Versuchen streng

beibehalten.

25\
Fhenrazon

3

HtMol /g EiweilR/ 30 min
oy

-

Amingphenczon

pHMol g Eiweld /40 min
8 % 09

(79

ol L 1 3
1530 60 120 %0 480
Lagerungsdover (h7

Ass. 7. Abhingigkeit der Enzymaktivitdt (umol umgesetztes Substrat/g EiweiB/Inkubationszeit in
min) von der Lagerungsdauer.
@ —@ : der Leber
O O : des Uberstandes
bei Zimmertemperatur (in Stunden).
Dargestellt sind: X 4+ sz;n = 5.
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Nach den Untersuchungen von Kato er al#?! ergibt die Homogenisation in [-15
%iger KCl-Losung (1 g Leber in 3 ml Homogenat) optimale Aktivititen beim
Hexobarbitalabbau durch den 9000 g-Uberstand.

Diese Technik wurde von den meisten Untersuchern (vergl. Einleitung) geiibt und
von uns ebenfalls iibernommen. Die Angaben verschiedener Untersucher iiber die
Zentrifugationsbedingungen liegen zwischen 8500 g x 10 min? und 10,000 g x 20
min2¢ bzw. 20,000 g X 10 min' bei Homogenatverdiinnungen von 1:2-1:10 in
verschiedenen Medien.

Wir schlossen uns der Mehrzahl der Untersucher an, die nach einer Homo-
genisation 1: 3 in 1-15 Yiger KCl-Losung (vergl. Kato er 4l 20 min bei 9000 g
zentrifugierten. Dabei zeigte sich fiir die verschiedenen von uns untersuchten Reak-
tionen eine unterschiedliche Anreicherung.

Die optimalen Homogenisations- und Zentrifugationsbedingungen fiir die von uns
untersuchten mikrosomalen Leberenzyme sind unterschiedlich und schwer zu
standardisieren. v. Jagow et al13 berichten iiber #hnliche Erfahrungen.

Eine optimale Auswaschung der mikrosomalen Enzyme aus dem 9000 g-
Niederschlag ist moglich, fithrt 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 Mikrosomenpréparationen gewonnen Ergebnisse sind
somit direkt vergleichbar. Analoge Beobachtungen machten Orrenius,3 Rubin
et al37 und Gram et al1® Andere Untersucher fanden in isolierten Mikrosomen-
fraktionen eine Auto-Inhibition, wenn die Konzentration niedriger oder hoher als
diejenige im Homogenat war!® bzw. nur bei hdheren Konzentrationen eine Hemmung.

3. Sittigung mit den von uns verwendeten drei Substraten tritt bei unter-
schiedlichen Konzentrationen ein, eine Substrathemmung im untersuchten Kon-
zentrationsbereich ist nur fiir Phenazon signifikant. Eine vergleichbare Sittigungskurve
fiir das Aminophenazon beschreibt auch Orrenius, Sdttigungskurven mit anderen
Substraten wurden mehrfach mitgeteilt, Eine Substrathemmung fanden dabei
Kampffmeyer und Kiese!® fiir die Hydroxylierung von Anilin. Nach Kuntzman et al.23
liegen die Kn-Werte fiir Enzyme der oxydativen Arzneimittelbiotransformation in der
GroBenordnung von 10~¢ mol/l.

4. Die Angaben iiber die Inkubationszeiten schwanken in der Literatur zwischen
5 min 32 und 5 Std.,3® wobei die Mehrzahl der Untersucher Inkubationszeiten zwischen
10 und 30 min und Fouts und Mitarb.}% 15 120 min angeben (vergl. Einl).
Linearitit des Umsatzes findet sich speziesabhiingig und substraspezifisch!® nur
innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls. Angaben iiber den Zeit~-Umsatz-Verlauf
der von uns untersuchten Phenazonhydroxylierung fanden wir nicht.

Fiir Aminophenazon wird ein linearer Umsatz mit der Zeit bis zu 50 min3 und fiir
Kodein “fiir mindestens 30 min”4 angegeben.

Unter den von uns festgelegten Standardbedingungen finden sich lineare
Beziehungen bis zu einer Inkubationsdauer von 30 min fiir alle 3 Substrate. Die
Zugabe von eiskaltem Uberstand zur Kofaktoren-Substratmischung von 37° zu
Inkubationsbeginn wirkt sich auf die Anfangsgeschwindigkeit der Phenazon-
hydroxylierung mefibar aus. Bei den anderen Reaktionen ist die initiale VerzGgerung
nicht meBbar.
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Nach AbschluB unserer Untersuchungen erschien die Arbeit von Gram und Fouts,10
die fiir verschiedene Biotransformationsreaktionen die Abhingigkeit des Umsatzes
von der Zeit bei Einsatz einer 9000 g-Leberfraktion (Dauer der Zentrifugation nicht
angegeben) von Maus, Ratte und Kaninchen bei Einsatz von, auch nach unseren
Ergebnissen, supraoptimalen Konzentrationen an Kofaktoren und Substraten
untersuchten. Fiir die Kodein-O-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 anschlieBenden Plateaubildung beobachteten
Gram und Foutsi® einen iiber 90 min praktisch linearen Umsatz.

Die von Johannesson et all% 15 angegebene Inkubationsdauer von 120 min ist
sowohl nach den spiiter publizierten Ergegnissen des gleichen Arbeitskreises als auch
nach unseren Ergebnissen bei Einsatz von Rattenlebermikrosomen zu lang. Um
einerseits den Substratumsatz im Bereich der linearen Abhingigkeit 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° gewihlt. Untersuchungen iiber die Temperaturabhiingigkeit der Aktivitit
mikrosomaler, arzneimittelabbauender Enzyme sind uns von Leadbeater und Davies,?4
Kerékjarto et al.22 und von Creaven et al.? bekannt.

Fiir die Phenazonhydroxylierung und die Aminophenazon-N-demethylierung
finden wir ein Maximum in einem relativ engen Bereich um 37°, wihrend die Kodein-
O-demethylierung zwischen 37 und 44° optimal verliuft. Der Anstieg der
Umsatzgeschwindigkeit bei Steigerung der Inkubationstemperatur von 27 auf 37°
verlduft bei allen drei Reaktionen linear, er ist fiir die Phenazonhydroxylierung am
flachsten und fiir die Aminophenazon-N-demethylierung am steilsten. Oberhalb von
44° findet sich bei allen drei Reaktionen ein erheblicher Aktivititsverlust. Unsere
Standardanséitze wurden bei 37° inkubiert.

6.1. Die Abhingigkeit der von uns untersuchten Reaktionen von dem NADPH;-
regenerierenden System ist seit langem bekannt,® 30 Wird NADP aus dem
Inkubationsansatz weggelassen bzw. durch NAD ersetzt, resultiert je nach Enzym-
quelle eine verschieden starke Verminderung? 33 der Aktivitiit. Entsprechend wird in
allen uns bekannten in vitro-Untersuchungen NADPH2 oder NADP zusammen mit
einem NADPH2-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-% mol/1.32 und 108 m (m = molar oder Mol?23).
Die Mehrzahl der Untersucher verwendet Konzentrationen von 1-9 x 10—4 mol/l.,
Fouts und Mitarb.10, 14,15 zwischen 57 X 10~4 und 5-5 X 10-5 mol/l. Kinetische
Untersuchungen sind uns nur vereinzelt bekannt. Mueller und Miller3? finden bei
Verwendung von Homogenat bei 50 ug NADP (= 2-25 x 10-5 mol/l.) Substrat-
séttigung.

Orrenius33 bestimmt bei Umsatz von Aminophenazon (5 mM) durch Ratten-
lebermikrosomen (2 mg Protein) unter optimalen Bedingungen fiir NAD Peine K,
von 2-5 x 10~ 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 Orrenius3® mit
Leberiiberstand gearbeitet wurde und mit dem Uberstand jeweils nicht bekannte und
sicher unterschiedlich hohe Konzentrationen an endogenem NADP zugesetzt wurden.
So erklirt sich auch, daB bei vergleichsweise sehr niedrigen NADP-Konzentrationen
Sattigungsbedingungen bestehen.

In einem orientierenden Versuch wurde an Stelle von NADP und Glukose-6-
phosphat NADPH: zugesetzt. Die Endkonzentration an NADPH, im Standard-
inkubationsansatz wurde zwischen 0-035-4-4 X 10~% mol/l. variiert. Bei hoheren
Konzentrationen (ab 0-14 X 10~ mol/l.) trat eine Hemmung der Phenazonhydroxy-
lierung und Aminophenazon-N-demethylierung auf. Eine Hemmung der Amino-
phenazon-N-demethylierung durch Lebermikrosomen in Gegenwart von NADPH:
bei NADP-Zusatz wurde durch Orrenius® beschrieben.

Moglicherweise lag auch in unseren Versuchen eine Substrathemmung der
NADPH-Oxydase vor.

6.2. Eine Abhangigkeit der Aktivitit von der Glukose-6-Phosphat-Konzentration
konnte in unserer Versuchsanordnung nicht gesichert werden. Creaven u. Mitarb.?
halten den Zusatz fiir entbehrlich. Unter Normalbedingungen sind die Substratmengen
fiir das regenerierende System offender ausreichend. Liebecq?s fand jedoch bei der
hungernden Ratte eine verminderte Phenazonhydroxylierung, die durch Glukose-6-
Phosphat-Zusatz wieder normalisiert werden konnte. Da bisher keine Substrat-
hemmung beobachtet wurde, setzten wir unseren Standardansitzen stets gleiche
Mengen an Glukose-6-Phosphat zu, um gleichbleibende Bedingungen zu gewihrleisten
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. Nikotinsdureamid schiitzt NADP vor dem enzymatischen Abbau durch die im
Leberiiberstand enthaltene NADP-Glykohydrolase (EC 3.2.2.6)3%2 In den uns
bekannten Arbeitsvorschriften wird mit Nikotinsdureamid-Konzentrationen zwischen
1 X 1078 und 5 X 10-2 mol/l. gearbeitet. Unsere Versuche ergaben eine verminderte
Aminophenazon-N-demethylierung bei Nikotinsiureamid-Konzentrationen unterhalb
4 x 1072 mol/l., wihrend die Phenazonhydroxylierung und die Kodein-O-demethy-
lierung im gepriiften Konzentrationsbereich keine Abhiingigkeit von der
Nikotinsdureamid-Konzentration zeigen. Dies Ergebnis legt den SchluB nahe, daB
Nikotinsiureamid nicht nur als NADP-Schutz wirkt, da in diesem Falle alle 3
Reaktionen in gleichem MaBe beeinflult werden miilten, sondern auBerdem in
einer flir die 3 Reaktionen unterschiedlichen Weise eingreift. Ein Mangel an
endogenem NADP, dessen Bildung durch die in vivo-Vorbehandlung mit Nikotin-
sdureamid begiinstigt werden konnte, wird durch supraoptimalen NADP-Zusatz
ausgeglichen und miiBte sich auBerdem bei allen 3 Reaktionen gleichsinnig zeigen.

Eine Steigerung der Demethylierung von Trimethadon durch i.p.-Vorbehandlung
mit Nikotinsdureamid wurde bereits von Butlers beschrieben. Es ist denkbar, daB es
sich dabei um cineInduktionswirkung handelt, die 2 h nach Nikotinsiureamid-Behand-
lung schon meBbar sein kbnnte; das verwandte Nikethamid ist als guter Induktor
bekannt (vergl. Remmer36),

7. In den einschligigen Untersuchungen werden vorwiegend Tris-HCl-oder
Phosphatpuffersysteme verwendet, die Molaritit des zugesetzten Puffers schwankt
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dabei zwischen 0-05 und 0-5 M, die aktuelle Konzentration des Puffers im Inkubation-
sansatz ist vielen Arbeiten nicht zu entnehmen. Soweit sie sich aus methodischen
Angaben errechnen ldBt, liegt sie meist zwischen 0-02 und 0-07 mol/l. und nur in
Ausnahmeféllen iiber 0-1 mol/L.8 bzw, iiber 0-2 mol/1.27 28

Art und Molaritit 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 fiir die Demethylierungs-
reaktionen hoher und fiir die Phenazonhydroxylierung niedriger als mit 0-1 M
Phosphat- und mit 0-2 M Trispuffer.

Die O- und N-Demethylierung konnten wir mit weiterer Erhthung der Molaritit
erheblich weiter steigern, wihrend sich bei der Hydroxylierung mit der ErhShung
der Pufferkonzentration ein zunechmender Hemmeffekt zeigte. Kato und Mitarb.2t
konnten die Hydroxylierung von Hexobarbital ebenfalls steigern, wenn sie statt in
0-1 in 0-2 M Phosphatpuffer homogenisierten. Creaven und Mitarb.? fanden jedoch
iibereinstimmend mit unserem Befund iiber die Phenazonhydroxylierung fiir die
Hydroxylierung von Kumarin eine Umsatzhemmung bei Steigerung der Konzentration
des Phosphatpuffers liber 0-01 mol/l. im Inkubationsansatz. Im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen steht die relative Aktivititsminderung der Kumarinhydroxylase in
Trispuffer gegeniiber dquimolarem Phosphatpuffer. Die aktuelle Pufferkonzentration
unserer Standardinkubationsanséitze liegt mit 0-02 mol/l schon auBerhalb des nach
Creaven und Mitarb.? optimalen Bereiches.

Die Umsatzsteigerung der Demethylierungsreaktionen ist auf eine Steigerung der
Phosphationenkonzentration zuriickzufiihren, da eine ErhShung der Ionenkon-
zentration durch Zugabe von NaCl keinen Einflul hatte. Der Phosphationeneffekt
lduft sicher nicht iiber eine Anreicherung von Glukose-6-phosphat durch Endprodukt-
hemmung der Glukose-6-phosphatase, da eine Glukose-6-phosphat-Konzentrations-
steigerung zu keiner Aktivititssteigerung fiihrt.

Die Phenazonhydroxylierung hat Liebecq? in Phosphatpuffer bei pH 7-5 gemessen,
wiihrend fiir die Hydroxylierung anderer Substrate die Angaben zwischen einem pH von
6-98 und einem pH von 85 fiir eine groBe Anzahl von Substraten?® schwanken. Ganz
allgemein geht die hydroxylierende Aktivitit bei einem pH von 7-0 und darunter schnell
verloren.?® Die pH-Optima unserer 3 Reaktionen differieren zwischen 7-35 und 7-51,
sie liegen in Tris-Maleat-NaOH-Pufler stets etwas hoher als in 0-1 und 0-2 M Phosphat-
puffer. Auch Creaven und Mitarb.? finden fiir die Hydroxylierung von Kumarin in
Phosphatpuffer bei pH 7-3 und in Trispuffer bei pH 7-5-8-0 einen optimalen Umsatz.
Die unterschiedlichen pH-Optima fiir die Hydroxylierung verschiedener Substrate
sind daher teilweise mit der Verwendung unterschiedlicher Puffersysteme zu erkldren.
Andererseits teilten Mao und Mitarb.28 fiir die Demthyllierung von Erythromycinen
ein substratabhiingig unterschiedliches pH-Optimum zwischen 7-5 und 8-0 mit, so daB
anzunehmen ist, daBl der fiir den Umsatz optimale pH allgemein substratabhingig ist.

Fiir unsere drei Substrate wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit der Ergebnisse
einheitlich Phosphatpuffer mit einem pH von 7-4 im Inkubationsansatz verwendet,

8. SchlieBlich wurde der EinfluB einer unterschiedlich langen Langerung der
Gesamtleber vor der Homogenisation und des fertiggesteliten Uberstandes bei
Zimmertemperatur auf die Enzymaktivitiiten {iberpriift. Wie aus den Inkubationsver-
suchen zu erwarten, kam es zu einem schnellen Aktivititsschwund, am langsamsten
bei der Kodein-O-demethylierung. Die Inaktivierung erfolgte bei Aufbewahrung der
BPyC
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Gesamtleber bei den drei Reaktionen unterschiedlich schnell. Entsprechende
Ergebnisse teilen Juchau und Mitarb.16 fiir den Aktivitiitsverlust der Benzpyren und
Zoxaxolamin-hydroxylase bei Lagerung der Leber in situ bei Zimmertemperatur mit.
Auch Lagerung bei —40° fiihrt noch zu einem allmihlichen Aktivitiitsverlust.24

Die Lebern wurden daher unter Eiskiihlung 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 Enzymaktivititen zuriickzufithren, da die
an ein und demselben Tag gemessenen Werte untereinander geringe Abweichungen
zeigen. Rattenlebermikrosomen sind gegeniiber Manipulationen bei der Zubereitung
der Enzympriparation sehr empfindlich; dies wurde an Hand von zeitabhingigen
Inkubationsversuchen und auch elektronenoptisch festgestellt.10: 1. 24 Die Amino-
phenazon-N-demethylase ist dabei ganz besonders empfindlich.1!

Es ist denkbar, daB bei den von uns geiibten Homogenisations und Zentrifugations-
bedingungen (Verzicht auf den Waschvorgang) kleine Schwankungen beim Dekantieren
der Uberstinde die tiglichen Streuungen mit bedingen. Auch bei den gleichen
Arbeitsgingen lassen sich Streuungen insbesondere bei der Bestimmung der N-
Demethylierung unter unseren Versuchsbedingungen daher kaum vermeiden.

SchluBbemerkungen

1. Die von uns ausgewihlten Substrate sollten als reprisentativ fiir 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, daB die Bedingungen fiir den mikrosomalen Umbau substratspezifisch
sehr unterschiedlich sind. Offensichtlich handelt es sich, wie bisher mehrfach
geduBert,12, 17-20, 34, 35 bej der sog. NADP-abhéingigen mischfunktionellen Oxydase
in Lebermikrosomen um 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 auch
mehrerer Enzyme gewonnen werden, als repridsentativ fiir die Leistungen aller
mikrosomalen arzneimittelabbauenden Enzyme zu betrachten.

2. Bei den mitgeteilten Befunden handelt es sich um Ergebnisse von Vorunter-
suchungen fiir Ansiitze zur Bestimmung der Aktivitit mikrosomaler Leberenzyme,
die auch unter den Bedingungen einer induktiven Aktivititssteigerung auf das
mehrfache noch als optimal zu betrachten sind. Die Eigenschaften der mikrosomalen
arzneimittelabbauenden Enzyme werden durch Induktion nicht gesindert.3!. 37

Die von Jéhannesson et al.14: 15 als supraoptimal mitgeteilten Versuchsbedingungen
erfiillen bei geringfiigiger Anderung der Kofaktorenkonzentration und einer
erheblichen Verkiirzung der Inkubationszeit die genannten Voraussetzungen.

Vergleiche zwischen den von J6hannesson et al.15 und uns erzielten Enzymaktivititen
an Leberiiberstinden unbehandelter erwachsener minnlicher Ratten sind infolge des
methodisch etwas voneinander abweichenden Vorgehens nicht moglich.

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

Die vorgelegte Arbeit wurde auf Wunsch der Redaktion gekiirzt. Weitere
Literaturangaben kénnen von den Autoren angefordert werden.
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Zusammenfassung—Im Leberiiberstand (9000 ¢ < 20 min) von erwachsenen ménnlichen
Ratten wurden die Phenazonhydroxylierung, Aminophenazon-N- und Kodein-O-
demethylierung in Abhéngigkeit von der Enzymkonzentration, der Substratkonzentra-
tion, der Inkubationszeit, der Inkubationstemperatur, von der Konzentration an
Glukose-6-Phosphat, NADP und Nikotinsdureamid, 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 Aktivititen sind von der Uberstandsmenge linear abhiingig. Beim
Uberschreiten des Substratoptimums zeigt sich bei der Phenazonhydroxylierung eine
Substrathemmung. Sie ist beim Aminophenazonabbau wenig und beim Kodeinabbau
nicht nachweisbar. Eine lineare Abhiingigkeit der Umsiitze von der Zeit besteht in den
ersten 30 min, die hdchsten Aktivititen werden bei 37° gemessen. Auch hierbei zeigen
die drei Reaktionen Unterschiede.

Glukose-6-Phosphat- und NADP-Zusitze hatten keinen Einfluf}, Nikotinsdureamid
steigerte nur den Aminophenazonabbau. Auch eine Nikotinsdureamidvorbehandlung
in vivo war hierbei wirksam. Die drei gepriiften Reaktionen unterschieden sich weiterhin
in ihrer BeeinfluBbarkeit durch verschiedene Puffer und durch Lagerung der Gesamtleber
oder des Uberstandes bei Zimmertemperatur. Es wurden Inkubationsbedingungen
ermittelt, die auch fiir Untersuchungen an mit Arzneimitteln induzierten Tieren
geeignet sind. Sie differieren etwas von Substrat zu Substrat, ein “Standardinkubation-
sansatz” fiir mehrere verschiedene enzymatische Reaktionen ist problematisch. Die
vorgelegten Ergebnisse stiitzen die Ansicht, daBl mehrere NADPH:-abhingige
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 Einschrinkungen mdglich.
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