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Abstract—The activity of the drug metabolizing enzymes for N-monomethyl-p-nitro-
anilin and p-nitroanisol was determined spectrophotometrically in human liver obtained
by biopsy. The activity of the NADPH-cytochrome ¢ reductase in the microsomal
fraction was also ascertained. The activities of the glucose-6-phosphatase, S-glycero-
phosphatase and protein content of the subcellular fractions were determined and
compared with those in rat liver. Human liver homogenate has a lower protein content,
and lower glucose-6-phosphatase and g-glycerophosphatase activity, than rat liver. The
microsomal fraction of human liver is more highly contaminated with lysosomes. The
activity of the N- and O-demethylase of the human liver is significantly higher than in
rat liver. The activity of the NADPH-cytochrome ¢ reductase is lower in human liver.
The N- and O-demethylase depends on NADPH. NADH has only a small cofactor effect.
p-Nitroanilin and p-nitrophenol are the only products of the N- and O-demethylation.
The Michaelis-Menten constants are 11 uM and 22 uM for the N- and O-demethylase
respectively. Rat liver microsomes give similar values. The N-demethylase shows a
greater activity, when the NADPH concentration in the incubation mixture is preserved
by a NADPH generating system, and when nicotinamide, which inhibited the de-
methylation, is omitted.

In DER Mikrosomenfraktion der Leber sind unspezifische Enzymsysteme lokalisiert,1 -5
deren Substrate Arzneimittel, aber auch kérpereigene Substanzen wie Steroide sind.$
Dieses NADPH und Oz abhidngigen Reaktionen wurden den mischfunktionellen
Oxydasen zugeordnet.” Die Substratoxydation wird durch ein sauerstoffaktivierendes
Cytochrom vermittelt.?

Die Funktionsfihigkeit der Oxydasen bestimmt die Dauer und die Intensitit vieler
Arzneimittelwirkungen. So veridndert sich die Halbwertszeit von Pharmaka als ein
Parameter zur Beurteilung der Aktivitit dieser Enzyme in Abhingigkeit von ihrem
Funktionszustand. Dieser wird durch Lebensalter, Geschlecht, Spezies, Erndhrungs-
zustand, Hormone8 11 Arzneimittel'® und andere korperfremde Substanzen wie
Karzinogene 12 und Insektizide beeinfluBt.i3 Als Ausdruck der Speziesvariabilitit
verldngert sich die Halbwertszeit fiir einige Arzneimittel in der Reihenfolge Maus,
Ratte, Hund und Mensch.14 Halbwertszeit und in vitro Aktivitit der “arzneimittel-
abbauenden Enzyme™ lassen sich bei Ratten und anderen Tierspezies miteinander
korrelieren.14-18 Trotzdem erscheint die Bestimmung der Halbwertszeit einiger aus-
schlie Blich oder vorwiegend durch diese Enzyme metabolisierter Arzneimittel nicht
ausreichend zur Beurteilung der enzymatischen Aktivitit, weil diese GroBe durch
Metabolismus und Ausscheidung bestimmt wird.
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Im Gegensatz zu den Untersuchungen an der Ratte und anderen Tierspezies ist
iiber die in vitro Aktivitit der mischfunktionellen Oxydasen in der Leber des Men-
schen nur wenig bekannt. Mit autoptisch gewonnenem Material, das zu verschiedenen
Zeiten nach Eintritt des Todes entnommen wurde, konnte eine hydroxylierende
Aktivitit unterschiedlicher Intensitdt gefunden werden.!® An bioptischem wihrend
einer Operation exstirpierten Lebergewebe wiesen andere Autoren fiir 3,4-Benzpyren,
Pentobarbital und 3-Methyl-4-Monomethylaminoazobenzol verglichen mit méinn-
licher Rattenleber eine geringere, fiir die Dealkylierung des Phenazetin dagegen eine
groBere Umsatzrate nach.20-21 Die Eigenschaften der Benzpyrenhydroxylase hinsicht-
lich ihrer Kinetik, Kofaktorbediirfnis und subzelluldrer Lokalisation waren mit denen
der Rattenleber vergleichbar. Allerdings erlaubte die kleine Probandenzahl keine
statistische Sicherung der fiir die einzelnen Substrate z.T. erheblich von der Ratten-
leber abweichenden Aktivitdt. Ziel unserer Untersuchungen sollte die Aktivitits-
bestimmung der N-und O-Demethylase in der Mikrosomenfraktion der menschlichen
Leber sein. Die in der ElektronenfluBkette dem Cytochrom P 450 vorgeschaltete
NADPH-Cytochrom c-Reduktase?2-32 wurde als Bestandteil des Hydroxylierungs-
mechanismus miterfal3t. Die Aktivitidten der Demethylasen und Reduktasen wurden
zwischen Mensch und Ratte verglichen.

METHODIK

1. Untersuchungsmaterial

Wir verwendeten fiir unsere Fragestellung durch Keilexziston gewonnene Leber
menschlicher Probanden. Das bioptische Material stammte ausschlieBlich von
Patienten, die wegen eines unkomplizierten Gallensteinleidens cholezystektomiert
wurden und deren Leber funktionell nicht geschiddigt war. Um eine Hemmung,
Induktion oder Interferenz der zu untersuchenden Enzyme zu vermeiden, wurde als
Primedikation nur Dolcontral und Atropin erlaubt. Auf Phenobarbital wurde wegen
einer moglichen Induktion verzichtet und aus den gleichen Griinden nach Tabletten-
abusus und noch laufender medikamentéser Therapie gefragt. Ebenso erschien uns
Hexobarbital zur Narkoseeinleitung nicht geeignet, da kompetitive Reaktionen in
Abhingigkeit von der Substrataffinitit beschrieben wurden.33 Die Narkose wurde nur
mit Lachgas-Halothan durchgefiihrt, da von diesen Inhalationsnarkotika keine
Beeinflussung der Aktivitit zu erwarten war.34 Das Durchschnittsalter der Probanden
lag bei 50 Jahren, das Verhiltnis des minnlichen zum weiblichen Geschlecht war 1:2.

2. Aufarbeitung der Leber

Die Leberproben hatten ein Gewicht von etwa 1 g. Sofort nach der Entnahme
wurde das Gewebsstiick in eisgekiihlte SVT-Losung [Saccharose 262 mM, Versen
(EDTA) 6-85 mM und Tris 20 mM] gelegt.35 Die anschlieBende Homogenisation in
SVT-Lésung in einem Verhiltnis 1:5 in einem Potter-Elvejehm-Homogenisator
erfolgte ungefihr 15 bis 30 Minuten nach der Exzision. Da an einem Tag meistens
zwei oder drei Probanden operiert wurden, muBten die Homogenate iiber einen
Zeitraum von zwei bis drei Stunden gesammelt und bei 0° aufbewahrt werden. Das
Gesamtgewicht der Leber betrug selten mehr als 2 g. Fiir die subzelluldre Fraktionier-
ung der gepoolten Leberproben diente eine priparative Ultrazentrifuge VAC 60 der
Firma Janetzki. Bei 10,000 g wurden zunichst die Kerne, Mitochondrien und
Lysosomen in einem Schritt abgetrennt. Um die Mikrosomenausbeute zu erhdhen,
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wurde der 10,000 g Niederschlag in etwa der Halfte des fiir die Homogenisation
verwendeten Volumens resuspendiert und nochmals bei 10,000 g zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden gesammelt und so verdiinnt, daB 1 ml etwa 0-15 g Feuchtgewicht
entsprach. Der durch die anschlieBende Zentrifugation bei 78,000 g gewonnene
Niederschlag wurde wiederum in SVT-Losung aufgenommen und resuspendiert. 1 ml
dieser Mikrosomensuspension war ungefdhr 0-3 g Feuchtgewicht dquivalent.

3. Bestimmung der Referenzenzyme

Glucose-6-Phosphatase. Die Aktivitidt ermittelten wir nach der Methode von
Swanson3® in Zitratpuffer.37. 38

Saure Phosphatase. Als Substrat diente B-Glycerophosphat.3¥ Die Angabe der
Aktivitit der Glucose-6-Phosphatase und der sauren Phosphatase erfolgte in mg P/g
Feuchtgewicht bezw. g Protein in 30 bezw. 120 Minuten. Phosphat wurde nach der
Methode von Fiske-Subbarow bestimmt.40

4. Bestimmung der NA DPH-Cytochrom-c-Reduktase

Die Aktivitit erfalBten wir mit Cytochrom c als Elektronenakzeptor. Die Reaktion
wurde mit NADPH 0-2 ml gestartet und die Lésung so angesetzt, daB3 die Endkon-
zentration in einem Inkubationsvolumen von 3 m! 0-1 mM war. Die Extinktions-
zunahme wurde bei 550 nm kontinuierlich mit dem Spektralphotometer Unicam SP
800 gemessen und die Aktivitit in Mol reduziertes Cytochrom c¢ angegeben. Der
Berechnung lag der molare Extinktionskoeffizient von 23-106cm2Mol ! fiir reduziertes
Cytochrom ¢ (Cyto-Mack) zugrunde. Alle Reagentien mit Ausnahme des Cytochrom
¢, das bereits in einer NaCl-Losung vorlag, wurden in 0-05 M Trispuffer pH 7-4 gelost.24
Die Reaktionstemperatur war 37°.

5. Bestimmung der Demethylasen

Als Substrat der N-Demethylase wurde N-Monomethyl-p-Nitroanilin eingesetzt
und die Aktivitit durch Extinktionsmessungen bei 420 nm bestimmt.4l In unseren
Versuchen entsprach bei einem Proteingehalt von 1 mg/ml Inkubat eine AE von 0-1
einer Konzentrationsinderung von 0-01 mM N-Monomethyl-p-Nitroanilin. Um den
Fehler durch eine EiweiBbindung des Substrats oder des Reaktionsproduktes klein
zu halten, wurde nur soviel Mikrosomenprotein eingesetzt, dal es anniihernd den
Bedingungen der Eichkurve entsprach. Die Reaktion wurde nach einem Vorlauf von
2% Minuten mit 1-0 uMol NADPH in einem Volumen von 0-2 ml gestartet, so daf}
die NADPH-Endkonzentration in einem Inkubationsvolumen von 3 ml1 0-33 mM war.
Unter den Bedingungen einer Reaktion 0.0rdnung war der Reaktionsverlauf iiber
einen Zeitraum von 20 Minuten linear. Um eine méglichst endogene Entstehung von
NADPH iiber eine Verunreinigung von Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und
damit einen vorzeitigen Reaktionsbeginn auszuschlieBen, wurde gegen cine Kiivette
gemessen, die kein Substrat enthielt. Mikrosomen, die unter diesen Bedingungen
bereits eine Abnahme der Extinktion vor Reaktionsstart mit NADPH zeigten, wurden
nicht ausgewertet. Einige Ansitze enthielten ein NADPH-generierendes System. Es
bestand aus: Glucose-6-Phosphat 2 mM, MgSO4 5 mM und einer bestimmten Menge
der 16slichen Fraktion (0-2 bis 0-4 ml), die ungefihr 30 nM NADP/mg Protein/ml
Ansatz/Minute reduziert.3?” Die Reaktion wurde mit NADP (Endkonzentration 50
pM) oder NADPH wie bereits beschrieben gestartet.
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p-Nitroanisol als Substrat der O-Demethylase??: 43 erwies sich in dem auch fiir die
N-Demethylase verwendeten Phosphatpuffer pH 7-85 so unlgslich, dal nur mit
gesiittigten Losungen gearbeitet werden konnte. Die Konzentration dieser Ldsung
war etwa 2 mM. Fiir die Bestimmung der Michaelis-Menten Konstante war eine
genaue Konzentrationsbestimmung notwendig. Zu diesem Zweck wurde p-Nitro-
anisol in 0-1 N NaOH geldst und der molare Extinktionskoeffizient mit 11-108cm?-
Mol-1 errechnet.

Der molare Extinktionskoeffizient fiir p-Nitrophenol, dem Reaktionsprodukt von
p-Nitroanisol, betrug bei 430 nm 10-106cm2Mol-1. Eine AE von (-1 entsprach damit
einer p-Nitrophenolmenge von 0-01 mM. Mikrosomenprotein bis zu einer Menge von
1 mg/ml Inkubat war ohne EinfluB. Die Reaktion wurde ebenfalls mit 1-0 pMol
NADPH in einem Volumen von 0-2 ml gestartet. Unter den Bedingungen einer
Reaktion 0.0rdnung war der Reaktionsverlauf mindestens 20 Minuten linear.

Beide Demethylierungsreaktionen wurden in einem Spektralphotometer Unicam
SP 800 bei fester Wellenlinge verfolgt. Als Vergleich der mit Leber vom Menschen
ermittelten Aktivititen diente Leber minnlicher Wistarratten mit einem Gewicht
zwischen 180 und 200 g. Fiir eine Fraktionierung wurden immer drei Tiere verwendet
und in der bereits beschriebenen Weise aufgearbeitet.

6. EiweiBbestimmung

Sie erfolgte nach der Methode von Lowry# in der Modifikation, dal3 die Farbent-
wicklung in einem Wasserbad bei 40° iiber einen Zeitraum von 20 Minuten abge-
wartet und anschlieBend bei 630 nm gemessen wurde. In jedem Versuch wurde eine
EiweiBeichkurve mitgefiihrt. Als Standard diente Rinderserumalbumin.

7. Statistische Berechnungen

Die Signifikanzberechnungen wurden mit dem #-Test durchgefiihrt und die
Streuungen als mittlerer Fehler (s;) des Mittelwertes (%) angegeben. Die Michaelis—
Menten Konstante wurde graphisch aus der Regressionsgeraden ermittelt, indem 1/o
gegen 1/S aufgetragen wurde und errechnet nach

b

Kn= 5" bz
wobei K,, = Michaelis-Menten Konstante,

b = Regressionskoeffizient,

7 = Mittelwert der reziproken Reaktionsgeschwindigkeiten v,

% = Mittelwert der reziproken Substratkonzentrationen S
bedeuten.
Chemikalien:
N-Monomethyl-p-Nitroanilin und p-Nitroanisol von Dipl.Chemiker Dr. Richter
synthetisiert,
Glucose-6-Phosphat: Reanal Budapest,
B-Glycerophosphat: Merck Darmstadt,
NADPH 90%: VEB Arzneimittelwerk Dresden,
NADH 82-59,: VEB Arzneimittelwerk Dresden,
Cytochrom ¢: Cyto-Mack und Reanal Budapest,
Serumalbumin: Behringwerke Marburg/Lahn,
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ERGEBNISSE

In der Mikrosomenfraktion findet sich erwartungsgemalB die hochste spezifische
Aktivitdt an Glucose-6-Phosphatase. Im Homogenat und im 10,000 g Niederschlag
(Kerne, Mitochondrien und Lysosomen) bestehen in den spezifischen Glucose-6-
Phosphatase-Aktivitidten keine Unterschiede zwischen Mensch und Ratte.

Ein anderes Verhalten zeigen die spezifischen Aktivititen der S-Glycerophosphatase.
Die Ratte hat die groBte spezifische Aktivitit an saurer Phosphatase im 10,000 g
Niederschlag, der Mensch dagegen unter unseren Fraktionierungsbedingungen in der
Mikrosomenfraktion.

In der Tabelle 1 sind die auf g Feuchtgewicht bezogenen Aktivititen an Glucose-6-
Phosphatase, 8-Glycerophosphatase und der Proteingehalt eingetragen. Im Homo-
genat hat die Ratte einen signifikant hoheren Proteingehalt/g Feuchtgewicht als der
Mensch. Wenn man die im 10,000 g Niederschlag, Mikrosomen und Uberstand
(78,000 g) gefundene Proteinmenge gleich 1009 setzt, dann betrigt der Anteil an
Mikrosomenprotein fiir Mensch und Ratte etwa 169, Auch in spdteren Fraktionier-
ungsversuchen blieb dieser Anteil konstant.’® Entsprechend dem héheren Eiweil3-
gehalt im Homogenat hat die Ratte in der Mikrosomenfraktion auch mehr Protein/g
Feuchtgewicht als der Mensch.

Auf eine Bestimmung der Succinatdehydrogenase?® als Referenzenzym fiir mito-
chondriale Aktivitdt war zunéchst verzichtet worden, weil eine fehlende oder minimale
lysosomale Verunreinigung der Mikrosomen eine mitochondriale Aktivitdt in dieser
Fraktion ausgeschlossen hitte. Die hohe Aktivitit an saurer Phosphatase veranlafte
uns, die Succinatdehydrogenase-Aktivitit in allen Fraktionen zu bestimmen. Dabei
ergab sich fiir die menschliche Leber eine mitochondriale Verunreinigung von 129
im Vergleich zu 6 % in den Mikrosomen der Rattenleber. Damit ist die Mikrosomen-
fraktion der menschlichen Leber unter unseren Fraktionierungsbedingungen mit
einem groBeren Anteil an Fremdeiweil3 behaftet als die Rattenleber.

NADPH-Cytochrom c-Reduktase-Aktivitdit

Diese FAD* enthaltende Reduktase hat in Rattenlebermikrosomen eine signifikant
hohere spezifische Aktivitit als in den Mikrosomen des Menschen. Auch mit
Feuchtgewicht als BezugsgroBe wird in der Mikrosomenfraktion der Ratte signifikant
mehr Cytochrom c¢ pro Zeiteinheit reduziert als in der entsprechenden Fraktion des
Menschen. Dieser Unterschied bleibt auch dann bestehen, wenn die Aktivititen auf
eine 1009, ige Mikrosomenausbeute korrigiert werden (Tabelle 2). Im 78,000 g
Uberstand 148t sich fiir Mensch und Ratte noch eine Cytochrom ¢ reduzierende
Aktivitit nachweisen.

Demethylaseaktivitdt

Die pro g Feuchtgewicht angegebenen Aktivititen sind fiir die N-Demethylase
zwischen Mensch und Ratte gleich, auch wenn diese Werte auf eine 1009, ige Mikro-
somenausbeute korrigiert werden. Dagegen ist die spezifische Aktivitit in den
Mikrosomen der menschlichen Leber groBer ais die der Ratte (Tabelle 2). Ein
dhnliches Ergebnis findet sich auch fiir die O-Demethylase (Tabelle 2).

Auf eine Bilanzierung der in den einzelnen Fraktionen vorhandenen Demethylase-
aktivitit wurde verzichtet, weil durch den groBen EiweiBleinsatz der Fraktionen, die

* Flavinadenindinukleotid,
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sich durch eine geringe spezifische Aktivitdt auszeichnen, infolge unspezifischer Bin-
dung der Substrate oder Reaktionsprodukte an EiweiBl mit einer Verfilschung der
Ergebnisse gerechnet werden mu Bte.

Die Demethylierung in den Lebermikrosomen des Menschen ist spezifisch fiir
NADPH. NADH kann in der gleichen molaren Konzentration nur eine geringe
Substratmenge demethylieren. Den deutlich aktivierenden EinfluB des NADPH auf
die Demethylierung zeigt die Abb. 1. Die trotzdem noch nachweisbare Kofaktorakti-
vitit des NADH scheint eine Eigenwirkung dieses Pyridinnukleotids zu sein und
nicht Folge einer Transhydrogenasereaktion.®® In einem anderen Versuchsansatz

NADH NADPH
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Aps. 1. Der Verlauf der N- und O-Demethylierung in den Lebermikrosomen des Menschen unter
NADH und NADPH.

wurde gepriift, ob exogenes NADPH oder in einem generierenden System endogen
entstandenes den gleichen Effekt haben. Um ein optimale NADPH-Konzentration in
unserem System zu erreichen, erginzten wir die Sattigungskonzentration des NADPH
durch das generierende System, das aus loslicher Fraktion (78,000 g Uberstand),
Glucose-6-Phosphat und MgSO4 bestand. Unter diesen Bedingungen erzielten wir
eine groBere Reaktionsgeschwindigkeit als mit exogenem NADPH in einer Sdttigungs-
konzentration. Wurde NADPH in dem generierenden System durch NADP ersetzt,
dann sank die Reaktionsgeschwindigkeit geringfiigig ab (Abb. 2). Unter Nikotinamid
in einer Endkonzentration von 20 mM war die demethylierende Aktivitdt besonders
in dem Ansatz vermindert, der NADPH enthielt. Ein dhnliches Verhalten findet man
mit Rattenlebermikrosomen (Abb. 3).

Netter konnte als einziges Reaktionsprodukt der Demethylierungsreaktionen
p-Nitroanilin und p-Nitrophenol in den Inkubaten mit Rattenlebermikrosomen
nachweisen.4l; 42 Wir versuchten, die Reaktionsprodukte in den Inkubaten mit
Lebermikrosomen des Menschen zu erfassen. Als Nachweisverfahren verwendeten
wir die Diinnschichtchromatografie mit Chloroform als Laufmittel. Um eine moglichst
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Die Reaktionsgeschwindigkeiten der N-Demethylase mit N-Monomethyl-p-Nitroanilin als
Substrat in den Lebermikrosomen des Menschen.
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Kofaktor: NADPH
A——A NADPH
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Die Reaktionsgeschwindigkeiten der N-Demethylase mit N-Monomethyl-p-Nitroanilin als
Substrat in den Lebermikrosomen der Ratte.
a.
Kofaktor: NADPH
A——A NADPH
A——4A NADPH + Nikotinamid 20 mM
O——C NADPH -+ generierendes System
@ —@ NADPH + generierendes System + Nikotinamid 20 mM.
b.
Kofaktor: NADP
O——0O NADP -+ generierendes System
@ — @ NADP - generierendes System -+ Nikotinamid 20 mM.
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hohe Konzentration der Reaktionsprodukte zu erreichen, wurden die Ansitze zwei
Stunden mit NADPH als Kofaktor und dem generierenden System inkubiert, danach
mit Benzol extrahiert, eingedampft und auf die mit Kieselgel beschichteten Platten
aufgetragen. N-Monomethyl-p-Nitroanilin und p-Nitroanilin wurden unter unseren
Versuchsbedingungen deutlich getrennt. In keinem Inkubat konnte ein anderes
Reaktionsprodukt nachgewiesen werden als p-Nitroanilin. Ebenso ergab die O-
Demethylierung nur p-Nitrophenol (Abb. 4). Die langsamere Laufgeschwindigkeit
der Metabolite im Vergleich zu den Substraten weist auf die groBere Polaritit der

(a) (b)
MMpNAR/p-NAn p-Nitroanisol/p-Nitrophenol

| O
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010].
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AsB. 4. Diinnschichtchromatografische Auftrennung der Substrate und Reaktionsprodukte der
N- und O-Demethylase mit Inkubaten menschlicher Lebermikrosomen.
a.
I = N-Monomethyl-p-Nitroanilin (MMpNAn)
2 = p-Nitroanilin (p-NAn)
3 = 1 und 2 im Gemisch
4 = Inkubat mit N-Monomethyl-p-Nitroanilin als Substrat.
b.
1 = p-Nitroanisol
2 = p-Nitrophenol
3 = 1 und 2 im Gemisch
4 = Inkubat mit p-Nitroanisol als Substrat.

Reaktionsprodukte hin. Zur Identifizierung wurden die Flecke mit 0-1 N NaOH
eluiert und die Spektren aller Substanzen mit den Standards verglichen und als
identisch befunden. Somit entspricht in unseren Ansdtzen die Menge verschwundenes
Substrat der Menge entstandenes Reaktionsprodukt. Einen Anhalt fiir eine Reduktion
der Nitrogruppe konnten wir unter unseren Versuchsbedingungen nicht finden.4?
Fiir beide Demethylasen bestimmten wir die Michaelis-Menten Konstanten. Fiir
die N-Demethylase und das Substrat N-Monomethyl-p-Nitroanilin ermittelten wir fiir
Lebermikrosomen des Menschen eine Dissoziationskonstante von 11 M und mit
Rattenlebermikrosomen eine K, von 13 uM. Die K, fiir p-Nitroanisol lag fiir den
Menschen bei 22 M und fiir die Ratte bei 15 uM. Die fiir die Ratte gefundenen
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Werte sind wesentlich kleiner als die von Netter angegebenen.41-43 Die auch fiir den
Menschen sehr kleinen Konstanten weisen auf eine grofle Affinitdt der beiden Sub-
strate zum Enzym hin.

DISKUSSION

Die Ergebnisse zeigen, daB in der Mikrosomenfraktion der menschlichen Leber
Enzyme vorhanden sind, die die gleichen Féhigkeiten zur Demethylierung besitzen
wie die vielfach beschriecbenen NADPH und Oz abhingigen mischfunktionellen
Oxydasen.”—% 11 Da die enzymatische Aktivitdt post mortem rasch verloren geht,1?
kann als Untersuchungsmaterial nur operative entnommene Leber verwendet wer-
den. Unter unseren Versuchsbedingungen muBlten die Leberhomogenate 2 bis 3
Stunden bei 0° aufbewahrt werden, bis mit der Fraktionierung begonnen werden
konnte. Aus Untersuchungen mit Ratten- und Kaninchenleber ist bekannt, daB Leber
oder Homogenate im tiefgefrorenen Zustand oder bei 0° iiber mehrere Stunden ihre
Aktivitdt behalten.!® Es ist deshalb anzunehmen, daB3 unter unseren Arbeitsbeding-
ungen kein Aktivitdtsverlust eingetreten ist. Das von uns verwendete mit Tris ge-
pufferte Suspensionsmedium schiitzt durch seinen EDTA-Anteil SH-Gruppen und
hemmt die Lipidperoxydation und damit eine Destruktion des endoplasmatischen
Retikulums.4® Fiir die stabilisierende Wirkung dieses Suspensionsmediums spricht
auch die funktionelle Integritit der Mikrosomenfraktion, die trotz Aufbewahrung
itber 6 Wochen bei —15° nur einen geringen Aktivitdtsverlust von 10 bis 20 9/ fiir die
N-Demethylase und NADPH-Cytochrom c-Reduktase zeigte. Die Aktivitdt der
N-Demethylase wurde auBBerdem durch mehrmaliges Auftauen und Einfrieren nicht
verdndert. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen Leadbater und Mitarbeiter.4® Der
Metabolismus einiger Arzneimittel ist genetisch determiniert.50: 51 Die fiir unsere
Versuche ausgesuchten Probanden miissen als genetisch nicht einheitlich angesehen
werden, sodaBl ebenso wie bei Tierspezies eine Streuung der Maximalgeschwindig-
keiten und wahrscheinlich auch der Michaelis-Menten Konstanten zu erwarten ist,
Als Folge physiologischer oder erndhrungsbedingter Verinderungen ist andererseits
die Syntheserate der Enzyme und zelluldrer Strukturen groBen Schwankungen unter-
worfen. Dabei zeichnen sich die Proteine des endoplasmatischen Retikulums durch
einen besonders grofen furnover aus.5% 53 So konnte an hungernden Ratten in vitro
ein herabgesetzter Arzneimittelmetabolismus nachgewiesen werden, der durch einen
alimentér bedingten Mangel an Enzymproteinen erklirt wird.54-5¢ Auch die Opera-
tionsvorbereitung der Probanden fithrt wahrscheinlich zu einer Verinderung des
Enzymspiegels. Um auch fiir die Ratte dhnliche Bedingungen zu schaffen, wurden die
Tiere 12 Stunden vor Entnahme der Leber niichtern gehalten. Auf eine Verab-
reichung von Inhalationsnarkotika wurde verzichtet, weil Halothan wahrscheinlich
keinen EinfluB auf die mikrosomale Funktion der Leberzelle hat.34

Uber den EinfluB von Lebererkrankungen auf die Funktion der mischfunktionellen
Oxydasen oder am Elektronentransport beteiligter Enzyme ist beim Menschen
nichts bekannt. Die Befunde iiber eine verinderte Arzneimittelelimination bei
Lebererkrankungen sind wechselnd. Bei Patienten mit einer Laennecschen Zirrhose
konnte Brodie fiir einige Arzneimittel, die in der Leber hydroxyliert und demethyliert
werden, keine Verldngerung der Halbwertszeit finden.5” Andere Autoren wiesen bei
Patienten mit Leberparenchymschéden eine unverinderte Pentobarbitalelimination
nach.58 Bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis, aber auch mit Zirrhosen kann
B.P.—2B
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sich die Halbwertszeit fiir Aminophenazon um das 4- bis 6-fache des Normalwertes
verldngern.5® Auch fiir Meprobamat besteht eine Korrelation zwischen Schwere der
Lebererkrankung und der Halbwertszeit.6® Im allgemeinen geht die Funktion des
endoplasmatischen Retikulums dem Zelluntergang parallel, wob:i die Schidigung
sowohl die in den smooth Membranen lokalisierten Oxydasen als auch die Triger der
Eiweiflynthese in den rough Membranen betrifft.8t Es ist anzunehmen, daB bei
unserem Patientenmaterial mit funktionell normal erscheinenden Lebern keine
Funktionsbeeintrichtigung der Enzyme des endoplasmatischen Retikulums zu
erwarten ist.

Uber die Fraktionierungsbedingungen der menschlichen Leber ist bis jetzt nur
wenig gearbeitet worden. Bjornstorp® fand unter Anwendung der Fraktionierungs-
technik nach Schneider®? eine mit der Rattenleber vergleichbare Verteilung subzellu-
ldarer Partikel. Wir konnten diese Befunde bestitigen, wiesen aber in den Mikrosomen
des Menschen im Gegensatz zur Ratte eine auffallend hohe lysosomale Aktiviti-
nach. Durch die ebenfalls hohe mitochondriale Verunreinigung ist die Mikrosomen-
fraktion der menschlichen Leber mit einem groBeren Anteil an Fremdeiweill belastet
als die der Rattenleber. Bei unseren Versuchen muB allerdings beriicksichtigt werden,
daB die Kerne, Mitochondrien und Lysosomen in einem Zentrifugationsschritt
abgetrennt wurden. Unter diesen Bedingungen gelingt die Trennung der Mito-
chondrien und Lysosomen von den Mikrosomen in der menschlichen Leber wesent-
lich schlechter als in der Rattenleber. Die Gewinnung einer an Fremdeiweil nur
gering verunreinigten Mikrosomenfraktion miiffte unter Anwendung einer anderen
Fraktionierungstechnik Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Der signifikant
geringere Gehalt an Protein, Glucose-6-Phosphatase und 8-Glycerophosphatase pro g
Feuchtgewicht im Homogenat der menschlichen Leber 1Bt sich dadurch erkliren,
daB die Leber des Menschen einen groBeren Anteil mesenchymalen Gewebes und
damit pro g Feuchtgewicht weniger Parenchym besitzt als die Rattenleber.64

Die NADPH-Cytochrom c-Reduktase ist ein Bestandteil der Elektronenflufkette in
den Mikrosomen.?2.24,28-32 Dyjeses ein Flavinadenindinukleotid als prosthetische
Gruppe enthaltende Enzym 148t sich durch Phenobarbital im gleichen Mafie indu-
zieren wie Cytochrom P 450 und die Aminophenazon-N-Demethylase.26 Zusammen
mit anderen Bestandteilen des mikrosomalen Elektronentransports soll sich diese
Reduktase in der duBeren Schicht des Lipoproteinkomplexes des endoplasmatischen
Retikulums befinden.2? Lebermikrosomen enthalten drei enzymatisch verschiedene
Typen von Vesikeln. In der sog. “leichten’” Fraktion, die erst bei einer hGheren g-Zahi
als der von uns verwendeten sedimentiert, finden sich die “Elektronentransport-
vesikel”.85 Zu diesen Enzymen gehort auch die NADPH-Cytochrom c-Reduktase.
Als Folge einer unzureichenden Sedimentation wire die relativ grofle Aktivitit der
Reduktase in der 16slichen Fraktion (78,000 X g) in unseren Versuchen zu erkldren.
Da die NADPH-Cytochrom c-Reduktase den Initialschritt fiir den mikrosomalen
Elektronentransport darstellt, erschien uns die Aktivitdtsbestimmung von besonderer
Bedeutung. Die spezifischen Aktivitéiten sind in den Lebermikrosomen des Menschen
signifikant niedriger als in der entsprechenden Rattenleberfraktion, obgleich sich die
spezifischen Aktivititen der Demethylasen umgekehrt verhalten. Weitere Unter-
suchungen miissen zeigen, ob fiir den mikrosomalen Elektronentransport in der
menschlichen Leber Besonderheiten bestehen, Die NADPH abhiingige Oxydation der
Substrate spricht allerdings fiir einen mit der Ratte vergleichbaren Mechanismus. Die
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geringe Kofaktoraktivitit des NADH kommt nicht durch die NADH-NADPH-
Transhydrogenase zustande.4® Moglicherweise reduziert NADH iiber eine spezifische
Reduktase ebenfalls Cytochrom P 450.28. 8 Ansitze mit endogen iiber ein generier-
endes System entstandenes NADPH zeigt eine groBere Reaktionsgeschwindigkeit als
zugesetztes NADPH in einer Sittigungskonzentration. Ahnliche Beobachtungen
wurden bereits von Gram an mikrosomalen Subfraktionen der Leber gemacht.66
Moglicherweise liegt das endogen gebildete NADPH in einer fiir den Elektronen-
transport besonders geeigneten Form vor. Andererseits mul3 diskutiert werden, dal3
durch NADPH verbrauchende Prozesse wihrend der Inkubation die Reaktion infolge
Kofaktormangels nicht den Bedingungen einer Reaktion 0.Ordnung folgt. So
beschrieben Jacobson®? und Gillette!* Pyrophosphatasen mit groBer Speziesvaria-
bilitit, die NADPH und NADP in der Mikrosomenfraktion zu dem entsprechenden
Nikotinamidribotid spalten. Fiir einen nicht durch die Substratoxydation bedingten
Verbrauch an Pyridinnukleotiden spricht auch die Beobachtung, daB NAD und
NADH-Zusitze den Metabolismus in den Inkubaten stimulieren, die katalytischen
Mengen NADP enthalten.b® Wahrscheinlich handelt es sich bei diesem ‘‘Schutz-
effekt” um eine Konkurrenz um das aktive Zentrum der Pyrophosphatase. Durch
Verwendung eines Pyrophosphatpuffers 148t sich die Demethylierung des Amino-
phenazon gegeniiber Phosphat- und Trispuffer wesentlich steigern.®® Ein NADPH-
Mangel wird sich besonders in den Ansitzen bemerkbar machen, die keine Mdglich-
keiten der Regeneration des entstandenen NADP besitzen und die langen Inku-
bationszeiten ausgesetzt sind. Eine optimale NADPH-Konzentration wird dagegen in
den Reaktionsmischungen gewihrleistet sein, in denen bereits NADPH vorgegeben
und seine Riickbildung durch ein entsprechendes System gesichert ist.

Nikotinamid ist auch fiir die Mikrosomen der menschlichen Leber ein Hemmer der
durch die “arzneimittelabbauenden Enzyme” vermittelten Reaktionen, wie bereits
von Schenkman fiir die Ratte mit Anilin und Aminophenazon beschrieben.’® Die
Ursache dieser Hemmung liegt wahrscheinlich in einer Wechselwirkung des Niko-
tinamid mit dem Cytochrom P 450 begriindet.”’» 72 Der hemmende Effekt auf die
Demethylierung ist besonders deutlich, wenn nur NADPH ohne das generierende
System eingesetzt wird. In diesem Fall wird das NADP als kompetitiver Hemmer die
Reaktionsgeschwindigkeit zusétzlich herabsetzen.26 Aus unseren Versuchen geht her-
vor, da3 die ermittelten Aktivititen nur dann eine Aussagekraft besitzen und einen
Vergleich mit anderen Spezies erméglichen, wenn optimale Reaktionsbedingungen
geschaffen werden. Reaktionsansitze mit Nikotinamid werden in Abhingigkeit von
der eingesetzten Mikrosomenmenge und der Inhibitorkonzentration zu geringe
Aktivititen ergeben.

Die beim Menschen im allgemeinen lingeren Halbwertszeiten lassen sich nicht
allein durch die Bestimmung der Maximalgeschwindigkeit erkldren, weil unter den
Bedingungen einer Reaktion O.Ordnung keine Aussagen iiber den Umsatz von
Pharmaka im lebenden Organismus gemacht werden konnen. Einen héheren Infor-
mationswert haben die Dissoziationskonstanten des Enzym-Substrat-Komplexes.?3
Die von uns ermittelten Michaelis-Menten Konstanten lassen nur die Aussage zu, dafl
die beiden Modellsubstrate eine gleich groBe Affinitdt zu den spezifischen Haftstellen
der Demethylasen bei Mensch und Ratte haben. Die fiir die Ratte gefundenen Werte
sind wesentlich kleiner als die von Netter angegebenen.4!. 43 Die Unterschiede lassen
sich vielleicht dadurch erkliren, daB Nikotinamid in der Versuchsanordnung von
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Netter das Ergebnis verfilscht und eine zu grofle Konstante fiir ein Substrat ergibt.?0
Die fiir die beiden Modellsubstrate anndhernd gleich groBen Michaelis-Menten
Konstanten fiir Mensch und Ratte gestatten keine Verallgemeinerung. Aus orientier-

enden Versuchen kénnen wir entnehmen dal} die Michaelis-Menten Konstante fiir

Am nhenarzan heim Mencrhe o Zahn
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Wenn man fir die Ratte einen Anteil von 49, Lebergewicht am Korpergewicht
annimmt, dann stehen ungefdhr 1200 mg Mikrosomenprotein/kg Korpergewicht fiir
den Metabolismus von korperfremden Substanzen zur Verfiigung. Der Mensch
besitzt aber bei einem Anteil von nur 2% Lebergewicht 500 bis 600 mg Protein/kg
Korpergewicht, wenn man der Berechnung ein durchschnittliches Lebergewicht von
1-5 bis 2 kg zugrunde legt. Damit wire die Gesamtkapazitit an “‘arzneimittel-
abbauender Aktivitdt”/kg Korpergewicht beim Menschen geringer als bei der Ratte
unter der Annahme, daBl das Mikrosomenprotein e¢in Parameter fiir diese enzy-
matische Leistung ist. Die fiir einige Substrate wahrscheinlich groBeren Michaelis-
Menten Konstanten und das ungiinstigere Verhiltnis des mikrosomalen Enzym-
proteins am Korpergewicht konnen eine Erkldrung fiir die im allgemeinen ldngeren
Halbwertszeiten vieler Arzneimittel beim Menschen im Vergleich zur Ratte sein.
Bessere Aussagemoglichkeiten gestattet vielleicht die Bestimmung des Cytochrom
P 450 als des eigentlichen sauerstoffiibertragenden Enzyms. Da diese terminale
Oxydase das letzte Glied in der ElektronenfluBkette ist, wird die “arzneimittel-
abbauende Aktivitdt” wahrscheinlich noch durch andere NADPH verbrauchende und
liefernde Prozesse bestimmt.7

Danksagungen—An dieser Stelle mochten wir Herrn Dr, Seifert und Herrn Dr. Haumann aus der
Chirurgischen Klinik bezw. der Abteilung fiir Anisthesie der Medizinischen Akademie “Carl Gustav
Carus” in Dresden unseren Dank fiir ihr Verstindnis bei unseren Fragestellungen und fir die Mit-
arbeit bei der Auswahl und Vorbereitung der Patienten aussprechen.

Herrn Dipl. Chemiker Dr. Richter danken wir auBlerdem fiir die Synthese von N-Monomethyl-p-
Nitroanilin und p-Nitroanisol sowie seine wertvollen Ratschldge bei einigen chemischen Problemen.

Unser Dank gilt auch Friulein Hanna Haun and Frau Leonore Morgenstern fiir ithre priizise
technische Mitarbeit,

Zusammenfassung—In bioptisch gewonnener menschlicher Leber wird die Aktivitit
der “arzneimittelabbauenden Enzyme’ mit den Substraten N-Monomethyl-p-Nitroanilin
und p-Nitroanisol direkt spektrophotometrisch bestimmt. AuBerdem wird die Aktivitat
der NADPH-Cytochrom c-Reduktase in der Mikrosomenfraktion ermittelt. Unter
Anwendung einer fiir die Rattenleber geeigneten Fraktionierungstechnik werden in den
subzelluldren Fraktionen die Glucose-6-Phosphatase, die 8-Glycerophosphatase und der
EiweiBgehalt bestimmt und mit der Rattenleber verglichen. Die menschliche Leber hat
im Homogenat einen signifikant niedrigeren Protein-, Glucose-6-Phosphatase-und 8-
Glycerophosphatasegehalt als die Rattenleber. Die Mikrosomenfraktion der menschli-
chenleberweist eine hohere lysosomale Verunreinigung auf, Die auf Eiweil bezogenen
Maximalgeschwindigkeiten der N- und O-Demethylase sind in der menschlichen Leber
signifikant gréfer als in der Rattenleber, wihrend sich die NADPH-Cytochrom c-
Reduktase umgekehrt verhéilt. Die N- und O-Demethylase sind NADPH abhingig.
NADH hat nur eine minimale Kofaktorwirkung. p-Nitroanilin und p-Nitrophenol sind
dieeinzigen Reaktionsprodukte der N- bezw. O-Demethylierung. Die Michaelis—Menten
Konstante betrigt fiir die N-Demethylase 11 oM und fiir die O-Demethylase 22 uM. Sie
unterscheiden sich nur unwesentlich von den Michaelis~-Menten Konstanten in Ratten-
lebermikrosomen. Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten sind fiir die N-
Demethylase am groBten, wenn durch ein NADPH generierendes System die NADPH-
Konzentration im Reaktionsgemisch gleichbleibend hoch gehalten und auf Niko-
tinamid verzichtet wird, das die Demethylierung hemmt.
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