Biochemical Pharmacology, Vol. 19, pp. 1955-1973. Pergamon Press. 1970. Printed in Great Britain

DIE DEMETHYLIERUNG VON AMINOPHENAZON
UND CODEIN IN DER LEBER DES MENSCHEN

EINE UNTERSUCHUNG UBER DEN MIKROSOMALEN
ELEKTRONENTRANSPORT

FLSE ACKERMANN

Institut fiir Pharmakologie der Medizinischen Akademie “Carl Gustav Carus” in Dresden
DDR, Abteilung fiir Klinische Pharmakologie

(Received 29 September 1969; accepted 2 December 1969)

Abstract—The activity of the mixed function oxidases and microsomal electron trans-
port was determined in the microsomal fraction of human liver for aminophenazone
and codeine. The microsomal fraction was contaminated with lysosomes and mito-
chondria.

The electron influx from the oxidative cytoplasmatic pentose pathway is lower in
human liver than in rat liver. The Vuax of the glucose-6-phosphat/6-phosphogluconic acid
dehydrogenase in the soluble fraction of human liver shows only 509 of the value
found in the corresponding rat liver fraction. The NADPH-cytochrome ¢ reductase
has a lower reducing activity in the human microsomal fraction than in rat liver. The
NADH-cytochrome ¢ reductase represented mainly by the NADH-cytochrome b5
reductase under the described experimental conditions, has lower Pmax in human than
in rat liver. The molar concentrations of cytochrome bs and P 450 amount to only
about 507 of the concentration found in rat liver. The spectral properties of both these
cytochromes are identically with those of the rat. The difference spectrum with the ligand
ethylisocyanid indicates spectral characteristics with pH dependent absorptions in the
Soret region as described for other species.

The microsomal Fex (oxidized NADPH-acceptor) has in human microsomes the
properties of a low spin hemoprotein. The ¥msx of the substrates aminophenazone and
codeine are lower in human liver microsomal fraction, but the K. is ten and forty
times greater respectively than in the rat. SKF-525A inhibits the aminophenazone-N-
demethylation only at a concentration eight times greater than in rat liver to obtain
an inhibition of the same degree between both species. On the contrary the codeine-
O-demethylation of human microsomes is not inhibited up to a concentration of 0-8
mM., The female rat has a lower Vmax than the male rat. Though the Vmax of human
individuals with both these substrates are not distinguished essentially from those of the
female rat, the female rat has a lower K., than human individuals but a greater K, than
the male rat. Inspite of the similar Vmax the biological half life of aminophenazone of the
female rat is only a half from that of men, but the twofold of the male rat.

DIE SAUERSTOFFUBERTRAGUNG auf das lipophile Substrat ist das letzte Gied einer
mikrosomalen Elektronentransportkette,}» 2 deren Enzyme in den electron transfering
vesicles von anderen mikrosomalen Enzymen ridumlich getrennt sind.3 Wihrend iiber
den mikrosomalen Elektronentransport der Ratten und anderer Tierspezies bereits
viele Veroffentlichungen erschienen sind,1-8 gibt es iiber die mikrosomale Atemkette
sowie ihre Beziechung zur Arzneimitteloxidation beim Menschen keine Angaben.
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In einer fritheren Vertffentlichung hatten wir bereits iiber die kleineren Maximal-
geschwindigkeiten der NADPH-Cytochrom c-Reduktase und der M- und O-Demethy-
lase in der Mikrosomenfraktion der menschlichen Leber im Vergleich zur méinnlichen
Ratte berichtet.? Fiir 3,4-Benzpyren, Pentobarbital und 3- Methy1~4-aminoazobenzol

hatten andere Autoren ehenfallg eine geringere, fiir Phenazetin dagegen eine erdBer:
WAFWELLLLIAD Wil Evlllls\ll\i Awil & l.lvll“‘d‘dlt‘ll uas\«&v,u WwAAENy 5! Uu\tlv

Reaktionsgeschwindigkeit nachgewiesen.19: 11 Da sowohl die Maximalgeschwindig-
keiten als auch die Michaelis-Menten Konstanten der von uns verwendeten zwei
Substrate N-Monomethyl-p-nitroanilin und p-Nitroanisol keine allgemeingiiltigen
SchluBfolgerungen iiber die Aktivitdt der mischfunktionellen Oxidasen zulassen,
wurden in die weiteren Untersuchungen Aminophenazon und Codein mit einbezogen
und die Michaelis—Menten Konstanten mit den beim Menschen lingeren Halbwerts-
zeiten in Beziehung gebracht. Die Untersuchungen iiber den mikrosomalen Elektro-
nentransport werden erginzt durch die Bestimmung der Maximalgeschwindigkeiten
der NADH-Cytochrom-c-Reduktase und der molaren Konzentrationen der
Funktionsproteine Cytochrom bs und P 450. AuBerdem wird versucht, AufschiuB
iiber den Bindungszustand des Eisens im Cytochrom P 450 und iiber die Bezichung
der Himgruppe zum Proteinanteil des Cytochroms zu erhalten.

METHODIK

V. Durchfiihrung der Versuche und Material

Fiir die Bestimmung der Enzymaktivititen diente menschliche durch Keilexzision
operativ gewonnene Leber, aus der die Mikrosomenfraktion in der bereits beschrie-
benen Weise priapariert wurde.? Verwendet wurde nur Leber von Patienten, die wegen
eines unkomplizierten Gallensteinleidens cholezystektomiert wurden. Das Verhiiltnis
des minnlichen zum weiblichen Geschlecht betrug 1:3. Das Durchschnittsalter lag bei
46 Jahren, Die Mikrosomenfraktion der menschlichen Leber wies unter der angewen-
deten Fraktionierungstechnik eine besonders hohe lysosomale und mitochondriale
Verunreinigung auf.® Die Konstanz der Fraktionierungsbedingungen wurde in allen
Versuchen mit einer Bilanzierung des Eiweiflanteils aller Fraktionen iiberpriift.
Dabei hatten die menschlichen Mikrosomen einen Anteil von 15-7%;, die der ménn-
lichen Ratte von 18-5%, wenn man der Berechnung die im 10,000 g Niederschlag
(Kerne, Mitochondrien, Lysosomen), 78,000 g Uberstand (losliche Fraktion) und
Mikrosomen gefundenen Werte zugrundelegt. Der 78,000 g Niederschlag wurde nicht
gewaschen, um eine Alteration spezifischer Eiweil- oder Phospholipidstrukturen
durch den Priparationsvorgang zu verhindern. Dadurch war die Mikrosomenfraktion
beider Spezies mit Himoglobin verunreinigt. Als Vergleich diente Leber ménnlicher
bzw. weiblicher Wistarratten mit einem Gewicht zwischen 150 und 180 g, die in der
gleichen Weise aufgearbeitet wurde.

2. Bestimmung der Aminophenazon-N- und Codein-O-Demethylierung

Die Ansitze enthielten Aminophenazon in einer Endkonzentration von 16 mM
bzw. Codein von 20 mM. Das Inkubationsmedium bestand aus 0-05 M Trispuffer
pH 7-4, in dem die Kofaktoren in folgender Endkonzentration gelSst waren:

NADPH 0-2 mM bzw. NADP 005 mM, Glukose-6-Phosphat 2 mM, MgSO4
5 mM und Nikotinamid 20 mM. Die Riickbildung des NADPH aus dem vorgegebenen
oder im Verlauf der Reaktion entstandenen NADP erfolgte durch den 78,000 g
Uberstand, der den Ansitzen in einer Menge von 0-2 bis 0-4 ml zugegeben wurde.
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Das entsprach einer NADPH-generierenden Aktivitit von 30 uM/mg Protein/ml
Ansatz/Minute. Versuchsansitze ohne das NADPH-generierende System enthielten
NADPH in einer Endkonzentration von 1 mM. Um den Kofaktorverbrauch durch
unspezifische Begleitreaktionen klein zu halten, wurde die Mikrosomenmenge auf
eine Proteinkonzentration von 0-4 bis 0-8 mg bzw. 10 bis 20 mg Feuchtgewicht/ml
Ansatz begrenzt und die Bedingungen einer Reaktion 0.Ordnung eingehalten.
Gestartet wurde die Reaktion mit Mikrosomen in einem Volumen von 0-1 bis 0-4 ml
und maximal 30 Minuten bei 37° inkubiert. Aus dem Inkubationsvolumen von 3 ml
wurden 2 mi fiir die Formaldehydbestimmung entnommen. Reagentien wurden nach
der von Nash angegebenen Methode angesetzt.!2 Als Eichlosung diente 357 iges
Formaldehyd, deren genaue Konzentration iodometrisch ermittelt wurde.)? Die
Semikarbazidkonzentration war 13-3 mM. Da Semikarbazid die Farbentwicklung
verzdgert,14 wurden die Inkubationsbedingungen so imitiert, da die Formaldehyd-
16sung die gleiche Semikarbazidkonzentration enthielt wie die Versuchsansitze. Der
unter diesen Bedingungen ermittelte molare Extinktionskoeffizient fiir Formaldehyd
war 0-735.107.cm2.Mol-%, In jeder Versuchsreihe diente ein Formaldehydstandard als
Kontrolle der Versuchsbedingungen.

3. Hemmung der Substratoxidation mit SKF 525-A

Um diese Verbindung in der geforderten Konzentration bei einem pH von 7-4 in
Losung zu bringen, mufite Tween 80 als Losungsvermittler eingesetzt werden. Zu
diesem Zweck wurde SKF 525-A in einer kleinen Menge Tween 80 vorgeldst und mit
Puffer 1:100 verdiinnt. Von dieser Losung wurden 0-2 ml dem Inkubationsansatz
zugesetzt, sodaB Tween 80 1:1500 verdiinnt wurde. Unter diesen Bedingungen waren
weder eine durch den Losungsvermittler hervorgerufene enzymatische Hemmung noch
Aktivierung zu beobachten.

4. Bestimmung der NADH-Cytochrom c-Reduktase

Sie erfolgte, wie bereits fiir die NADPH-Cytochrom c-Reduktase beschrieben.?
Elektronendonator war NADH in einer Endkonzentration von 0-2 mM. Die hohe
Reaktionsgeschwindigkeit dieser Reduktase machte eine Verdiinnung der Mikroso-
menfraktion im Verhiltnis 1:500 notwendig, um eine Sittigungskinetik zu haben.
Die optimale Proteinkonzentration lag bei 0-5 bis 1 pg/ml Ansatz entsprechend
20 bis 40 ug Feuchtgewicht menschlicher Mikrosomen bzw. 10 bis 20 ug Rattenleber-
mikrosomen. Die Reduktion des Elektronenakzeptors Cytochrom ¢ wurde bei
550 nm direkt spektrophotometrisch im Unicam SP 800 verfolgt und die Aktivitit
in Mol reduziertes Cytochrom ¢ angegeben. Fiir die Berechnung wurde die Differenz
der molaren Extinktionskoeffizienten des reduzierten und des oxidierten Cytochrom
¢ eingesetzt,
Die Bezichung ergibt sich aus:
E = d.crea.(red.-oxid.)
In der Gleichung bedeuten:
E = MefgroBe
d = Schichtdicke (1 cm)
red.-oxid. = 19:6.108.cm2. Mol
Da die NADH-Cytochrom ¢-Reduktase durch Kationen zu aktivieren ist,* wurde als
Inkubationsmedium 0-1 M Na-K-Phosphatpuffer pH 7-4 verwendet.

B.P.—6G
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5. Bestimmung der Cytochrom P 450-und bs-Konzentrationen

Cytochrom P 450 wurde aus dem Differenzspektrum des mit NasS204 reduzierten
Pigments nach Begasung mit CO aus einem generierenden System (conc.H2SO4 und
HCOOH) fiir 1 Minute in Mikrokiivetten mit einer Schichtdicke von 20 mm im
Unicam SP 800 gemessen. Fiir die Differenz der Absorptionen zwischen 450 und
490 nm wurde ein molarer Extinktionskoeffizient von 91.108.cm2.Mol -1 18 verwendet.
Die Proteinkonzentration betrug fiir die Mikrosomen des Menschen ungefihr 0-7
mg/ml Ansatz und fiir die Ratie 1-0 bis 1-5 mg/ml.

Cytochrom bs wurde aus dem Differenzspektrum zwischen oxidierter und NADH
reduzierter Form ermittelt.}” Die NADH-Endkonzentration war 0-3 mM. Fiir die
Berechnung der Differenz der Absorptionen zwischen 427 und 409 nm diente der
molare Extinktionskoeffizient von 150.106.cm2.Mol-1.17

6. Athylisocyanidspektren

In Methanol gelostes Athylisocyanid wurde in Trispuffer pH 7-4 suspendierten
oxiderten bzw. mit NasSs0Os reduzierten Mikrosomen in einer Endkonzentration
von 1 mM zugegeben und das Differenzspektrum wie bereits beschrieben im Unicam
SP 800 aufgenommen.

7. ESR-Spektren

Die Aufzeichnung der ESR-Spektren erfolgte mit einem X-Band-Superheterodyn-
Spektrometer. Ein Klystron der Firma Tesla (CSSR) lieferte die erforderliche Mikro-
wellenenergie von 9-3 GHz. Die Feldstirke betrug 3300 Gauss.® Zur g-Faktor-
bestimmung diente eine Relativmessung mit der Standardsubstanz 1,1-Diphenyl-2-
pikryl-hydrazyl. Die Aufzeichnung der ESR-Spektren erfolgte mit Hilfe des Lock-in-
Verfahrens als 1. Ableitung der Resonanzabsorption 1% 20 Gemessen wurden die
unverdiinnten Niederschlige bei 77°K.

8. Bestimmung der Glukose-6-Phosphat|6-Phosphoglukonsdure- Dehydrogenase

Die Reaktion wurde mit Glukose-6-Phosphat (Endkonzentration 0-83 mM) und
NADP (0-133 mM) bei 30° durchgefiihrt und die Reaktion bei 340 nm im Unicam
SP 800 verfolgt.2! Die ermittelten AE wurden mit dem molaren Extinktionskoeffizien-
ten von 4-96.108.cm2.M-1 fiir NADPH (Boehringer) errechnet. Die Proteinkonzen-
tration der 16slichen Fraktion lag zwischen 0-1 und 0-3 mg/ml Ansatz.

9. Eiweifbestimmung
Sie erfolgte nach der von Lowry angegebenen Methode?? und in der bereits beschrie-
benen Modifikation® -

10. Berechnung der Michaelis-Menten Konstante und Statistik
Die Michaelis-Menten Konstante wurde errechnet nach

wobei b = Regressionskoeffizient
7 = Mittelwert der reziproken Reaktionsgeschwindigkeit v

Die ESR-Spektren wurden freundlicherweise von Herrn Dipl.-Chemiker Otto Ristau, Bereich
Pharmakologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften in Berlin-Buch gemessen.
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X% = Mittelwert der reziproken Substratkonzentration s bedeuten.
Signifikanzberechnungen wurden mit dem #-Test durchgefiihrt und die Streuung als
mittlerer Fehler (s;) des Mittelwertes (X) angegeben.

Abkiirzungen NADPH Nikotinsdureamid-adenindinukleotid-phosphat reduziert
NADP Nikotinsiureamid-adenindinukleotid-phosphat
NADH Nikotinsiureamid-adenindinukleotid reduziert
Vmax Maximalgeschwindigkeit
K Michaelis—-Menten Konstante
ESR Elektronen-spin-Resonanz
SKF 525-A: g-Didthylaminodthyl-2,2-diphenylvalerat-HCL

Chemikalien Glukose-6-Phosphat: Reanal Budapest

NADPH 909%: VEB Arzneimittelwerk Dresden

NADH 82-5%:

NADPH pur.: Boehringer Mannheim

Cytochrom c: Cyto-Mack und Reanal Budapest

Serumalbumin: Behringwerke Marburg/Lahn

Aminophenazon und Codein-} HsPO4: DAB 7

SKF 525-4: Rohm und Hass Pharma GmbH., Darmstadt
Athylisocyanid wurde von Herrn Dipl. Chemiker Dr. H. Niedrich vom Bereich
Pharmakologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften in Berlin-Buch synthe-
tisiert und von Herrn Dr. W. Ruckpaul freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

ERGEBNISSE
1. Die N-Demethylierung des Aminophenazon

Unter Reaktionsbedingungen mit einem Uberschuf3 an Aminophenazon bildet sich
mehr Formaldehyd als 4-Aminoantipyrin, weil die Demethylierung des tertidren
Amins zum sekundéren eine groBere Reaktionsgeschwindigkeit zeigt als die Demethyl-
ierung des sekundiren zum priméiren Amin.23 Das unter den angegebenen Versuchs-
bedingungen nachgewiesene Formaldehyd entspricht somit vorwiegend dem 4-Amino-
antipyrin. Sowohl fiir den Menschen als auch fiir die ménnliche Ratte sind iiber einen
Zeitraum von 40 Minuten die nachgewiesenen Mengen Formaldehyd proportional
der Zeit. Die Abb. 1 zeigt aber auch, daB die Maximalgeschwindigkeiten zu jedem
Zeitpunkt beim Menschen kleiner sind als bei der Ratte. Die Inkubationszeiten mit
menschlichen Lebermikrosomen wurden deshalb mit 30 Minuten, die der Ratte mit
20 Minuten angesetzt. Unter diesen Inkubationsbedingungen ist allerdings auch eine
Demethylierung des sekunddren Amins als Folgereaktion wahrscheinlich.

Mit NADPH und dem generierenden System sind die auf Feuchtgewicht und
Protein bezogenen Maximalgeschwindigkeiten fiir die Ratte signifikant gréBer als
fiir den Menschen. Auch mit NADP und dem NADPH-generierenden System erhilt
man fiir den Menschen kleinere Reaktionsgeschwindigkeiten, die sich allerdings nur
fiir die auf Feuchtgewicht bezogene Aktivitit mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 59, sichern lassen (Tabelle 1). Verzichtet man auf das NADPH-generierende
System und gibt nur NADPH in einer Sittigungskonzentration in das Reaktions-
gemisch, dann sinken die Maximalgeschwindigkeiten ab.

Nikotinamid in einer Endkonzentration von 20 mM fiihrt zu einer statistisch sig-
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AsB. 1. Aminophenazon-N-Demethylierung in Abhéngigkeit von der Zeit. O———OQ Mensch;
4 et Ratte,

TABELLE 1. AMINOPHENAZON-N-DEMETHYLIERUNG MIT VERSCHIEDENEN SYSTEMEN
(Vimax)

Aminophenazon-N-Demethylase

pMol Formaldehyd/Minute

Kofaktoren Mensch Ratte
n Feuchtgewicht Protein n  Feuchtgewicht Protein
® 2 (® (®
NADPH 10 0062 - 0-013 2:89 1+ 016 —_ — —
(15)
NADPH -+ gener. Syst. 7 0088 +0013* 3-68 L 0-44* 8 026+003 60053
(i (24)
plus Nikotinamid é% 0-054 + 001t 2:58 + 0-19¢ — — —
NADP 4 gener. Syst. (53; 0-081 +0-018% 316 056 (2'1/) 024 +003 50+L054
plus Nikotinamid (85; 008 - 0-01 314 4-0'5 — — —

Die in Klammern gesetzten Zahlen in der Spalte n geben die Gesamtzah! der Probanden bzw.
der Versuchstiers an. Eingetragen sind der Mittelwert und der mittlere Fehler.

* Bedeutet P < 19, + bedeutet P < 5% im Vergleich zur Ratte,

+ Bedeutet P < 5% im Vergleich zwischen NADPH und dem generierenden System und dem
gleichen Ansatz plus Nikotinamid.
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nifikanten Verminderung der Maximalgeschwindigkeiten in den Ansitzen, die
NADPH und das NADPH-generierende System enthalten. Auf die Maximalge-
schwindigkeiten in den Ansétzen mit NADP und dem NADPH-generierenden System
hat Nikotinamid keinen EinfluB.

NADH hat eine wesentlich geringere Kofaktoraktivitit als NADPH. Wenn man
den mit einer NADPH-Konzentration von 1 mM ohne das generierende System
erzielten Umsatz = 1009/ setzt, erhilt man bei einem Einsatz von 1 mg Mikrosomen-
protein der Rattenleber fiir

0-5mM NADH 59

1-0 18%

20 33%
der Aktivitit,

Fiir menschliche Lebermikrosomen mit einem Einsatz von 0-4 mg Protein/ml
erreicht man mit NADH in einer Endkonzentration von 1-0 mM noch 249 der mit
der gleichen molaren Konzentration an NADPH ermittelten Aktivitit.

2. Die Codein-O-Demethylierung

Unter der Annahme, daB der Hauptabbauweg iiber eine Atherspaltung des Codein
geht, wurde die entstandene Menge Formaldehyd als O-Demethylierungsleistung
angesehen und die mdglicherweise in geringem Umfang stattfindende N-Demethyl-

lierung des Codein vernachlissigt. Bei einer Inkubationszeit von 20 Minuten fiir die
Ratte und 30 Minuten fiir den Menschen besteht fiir die nachgewiesene Menge

500
400
300 +

200

M Formaldehyd per mL/g Protein

100 +

! i ! H !
1o 20 30 40 50 60

Minyten
Asp. 2, Codein-O-Demethylierung in Abhingigkeit von der Zeit. O——QC Mensch; +——+ Ratte

Formaldehyd Linearitdt (Abb. 2). Die Maximalgeschwindigkeiten der menschlichen
Lebermikrosomen sind zu jedem Zeitpunkt kleiner als in der Ratte. Sowohl die auf
Feuchtgewicht als auch auf Protein bezogenen als Mittelwerte berechneten Maximal-
geschwindigkeiten der menschlichen Leber mit NADPH und dem NADPH-generier-

enden System betragen etwa 509 der in den Rattenlebermikrosomen gefundenen
Werte (Tabelle 2).
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TABELLE 2. CODEIN-O-DEMETHYLIERUNG MIT NADPH ALS KOFAKTOR UND DEM
NADPH GENERIERENDEN SYSTEM (Vmax)

Codein-0O-Demethylase

uM Formaldehyd/Min.
Mensch Ratte
n Feuchtgewicht Protein n Feuchtgewicht Protein
® (g) (®) ®
6 0-143 4+ 0-021* 5-65 4 0-88* 8 0-413 -+ 0-008 10-9 £ 077
an 24)

Die in Klammern gesetzten Zahlen in der Spalte n geben die Gesamtzahl der Probanden bzw.
der Versuchstiere an. Eingetragen sind der Mittelwert und der mittlere Fehler des Mittelwerts.
* Bedeutet P < 19%.

3. Michaelis-Menten Konstanten

Fiir Aminophenazon errechnet sich mit Rattenlebermikrosomen eine K, von
0-4 mM, mit menschlichen Lebermikrosomen von 6-1 mM. Fiir Codein ergibt sich
mit Rattenlebermikrosomen eine Dissoziationskonstante von 0-4 mM, fiir Mikroso-
men des Menschen aber eine von 15 mM,

4. Hemmung durch SKF 525-A

SKF 525-A hemmt in Konzentrationen von 0-1 mM in vitro die Aminophenazon-
N-Demethylierung der Ratte zu etwa 509, (Abb. 3b), widhrend beim Menschen
mindestens eine Hemmkonzentration von 0-8 mM notwendig ist (Abb. 3a). Der

(b)

o 16
Q 14
*x IZF
—|> 10|
8- /+
GZ;_o——-‘O’M’_
¥
K. =0-5mM
-—A»_ m
1 2 2 i ! !
5 * 10 ] 2 3

%x|03

AsB. 3. Reaktionsgeschwindigkeiten in Abhédngigkeit von der Aminophenazonkonzentration in
Lebermikrosomen, aufgetragen nach der Methode von Lineweaver und Burk. a. Mensch. b. Ratte.
O~——0 Kontrolle; +-——- SKF 525-A (Mensch: 0-8 mM Ratte: 0-1 mM).

Einsatz hoherer SKF 525-A-Mengen ist nicht mdglich, weil durch die gleichzeitige
Konzentrationserhthung des Lsungsvermittlers die Reaktion unspezifisch gehemmt
wird.

Wihrend mit Codein als Substrat bei der Ratte eine Inhibitorkonzentration von
1-25 ausreicht, Mp um die Reaktion kompetitiv zu hemmen, 148t sich in menschlichen
Mikrosomen auch unter 0-8 mM keine Hemmung feststellen.
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5. Aktivitat der Pyridinnukleotid-Cytochrom c-Reduktasen

Die NADH-Cytochrom c-Reduktase hat beim Menschen und bei der ménnlichen
Ratte einen mindestens 10 mal gréBeren Substratumsatz als die NADPH-Cytochrom
c-Reduktase. Die Maximalgeschwindigkeiten der NADPH-Cytochrom c-Reduktase
sind bei der minnlichen Ratte fiir beide BezugsgroBen groBer als beim Menschen
(Tabelle 3). Dagegen ergibt sich fiir die NADH-Cytochrom c-Reduktase nur ein
Unterschied der Maximalgeschwindigkeiten zwischen Mensch und Ratte, wenn der
ermittelte Wert auf Feuchtgewicht bezogen wird.

TABELLE 3. MAXIMALGESCHWINDIGKEITEN DER NADPH-uND NADH-CYTOCHROM

C-REDUKTASE
NADPH-Cytochrome-c-Reduktase NADH-Cytochrome-c-Reduktase
uM red. Cytochrome ¢/Min M red. Cytochrom ¢/Min
n Feuchtgewicht Protein n Feuchtgewicht Protein
® ® ®

Mensch 10 256 4- 0-18* 126-1 + 10-6* 11 37-5 + 5-96* 1617 4- 270

21) as)
Ratte 9 621 +9-4 197-2 +-17-8 10 86-4 + 4-42 2170 £ 281

(23) 30)

Die in Klammern gesetzten Zahilen in der Spalte n geben die Gesamtzahl der Probanden bzw. der
Versuchstiere an. Eingetragen sind der Mittelwert und der mittlere Fehler.
* Bedeutet P< 19;.

6. Cytochrom bs und P 450

Unter den Bedingungen einer aeroben Reduktion mit NADH entstehen in Mikro-
somen beider Spezies die fiir Cytochrome des b-Typs charakteristischen Spektren
mit a, 8- und y-Banden an typischer Stelle.”-17 Mit NADPH treten die gleichen
spektralen Verdnderungen auf. Mit NasS;04 als Reduktionsmittel verschiebt sich mit
Rattenlebermikrosomen das Maximum der Soretbande von 427 nm auf 435 nm. Die
Absorptionshhe der y-Bande nimmt besonders in Rattenlebermikrosomen fast um
das Doppelte zu. In menschlichen Lebermikrosomen verschiebt sich das Maximum
der Soretbande nur auf 431 nm, ebenfalls unter gleichzeitiger Erhohung der
Absorption.

CO-Begasung fiihrt zu charakteristischen Absorptionen des reduzierten Cytochrom
P 450 im Soretbereich. Zwischen Mensch und Ratte bestehen qualitativ keine spektra-
len Unterschiede. Vergleicht man die auf Feuchtgewicht oder Protein bezogenen
Cytochrom bs oder P 450-Mengen, dann ergeben sich fiir die menschlichen Leber-
mikrosomen signifikant kleinere molare Cytochromkonzentrationen. Der Cytochrom
P 450-Gehalt betrigt sogar weniger als 509, des in der Ratte gefundenen Wertes
(Tabelle 4).

Wie bereits aus dem Soretmaximum des Cytochrom-bs-Spektrums zu erkennen war,
wird unter Dithionit auch dann mehr Cytochrom bs reduziert, wenn die Absorption
nicht im spezifischen mit Dithionit ermittelten Maximum, sondern bei 427 nm
gemessen wird. Auch diese Werte unterscheiden sich signifikant von denen der Ratte.
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7. Athylisocyanid-Spektren

Mit Athylisocyanid zeigen auch die mit Dithionit reduzierten menschlichen
Mikrosomen die fiir Ratte und Kaninchen beschriebenen spektralen Verdnderun-
gen16. 2¢ mit Absorptionen bei 430 und 455 nm (Abb. 4a und 4b). Auch die Absorp-
tionen des oxidierten Cytochrom P 450-Athylisocyanidkomplexes mit einem Maximum
bei 434 nm sowei die a- und B-Banden (Abb. 4a) unterscheiden sich qualitativ nicht
von denen der Ratte (Abb. 4b).

8. ESR-Spektren
Das ESR-Spektrum von Rattenlebermikrosomen mit den fiir mikrosomales Fex
charakteristischen Signalen25-28 zeigt die Abb. 5b. Die mit s, = 242 und gm = 2:20

(@ 014 2 (b)
026
- o2
022
010
018}- .
- o.08l-
E 014 E
- 006
O-l0}---57 2
004

006

0-02

G N T T I R T VU A N A A N A
25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15x10° 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 16x10?
Wellenzahl cm Wellenzahl cm

ABs. 4. Athylisocyaniddifferenzspektrum von Lebermikrosomen. a. Mensch. b. Ratte. 1= oxidierte

Mikrosomen plus 1 mM Athylisocyanid, 2 = reduzierte Mikrosomen (Na2S204) plus 1 mM Athyli-

socyanid. Proteingehalt in menschlichen Mikrosomen: 0-74 mg/ml, Trispuffer pH 7-4 0-05 M,

OrdinatenmaBstab 1:10. Proteingehalt in Rattenmikrosomen: 1-5 mg/ml, Trispuffer pH 7-4 0-05 M,
OrdinatenmaBstab 1:5.

(@) ®
Sm=242 gm=220

Sm=2-4
grr; =22
j
'
gm=|-96
‘ !
!
Sm=2-19 Sm=194

f Sm=187
Sm=219
AsB. SESR-Spektren von Lebermikrosomen. a. Mensch. b. Ratte. sm = maximaler Wendepunkt der
Resonanzkurve, gm = maximale Absorption der Resonanzkurve. Modulationsamplitude: 100 Gauss
(Mensch) bzw. 50 Gauss (Ratte) Mikrosomenmenge des Menschen entspricht 1 g Feuchtgewicht,
Mikrosomenmenge der Ratte entspricht 4-5 g Feuchtgewicht Leber.



1966 EisE ACKERMANN

bezeichneten mikrosomalen Signale sind charakteristisch fiir low spin Himoproteine.
Die Signale bei g = 1-96 bzw. s, = 1:94 und s,, = 1-87 sind Folge einer mitochon-
drialen Verunreinigung, denn sie finden sich in den Mitochondrien wieder. Die
mikrosomale Verunreinigung der Mitochondrien zeigen die beschriebenen Signale
bei gm = 2-42 und sm = 220 (Abb. 6b). Die Lebermikrosomen des Menschen haben
identische Signale (Abb. 5a). Mitochondriale Signale lassen sich nicht mit Sicherheit
nachweisen. Moglicherweise sind sie, wie die schrig verlaufende Nullinie zeigt, durch
andere nicht zu definierende Absorptionen iiberlagert (Abb. 6a). Die mitochondrialen
Signale bei gm = 1-95 und sy, = 1-87 entsprechen den bei der Ratte gefundenen
(Abb. 6b).

(@) )
Sm=2-42

Sm=1-93 T
Sm=185

Sm=1.87

ABB. 6. ESR-Spektren von Lebermitochondrien. a. Mensch. b. Ratte. Bezeichnungen und Modula-
tionsamplitude wie in Abb. 5. Mitochondrienmenge des Menschen entspricht 2 g Feuchtgewicht
Leber, die der Ratte 5 g Feuchtgewicht Leber.

TABELLE 5. MAXIMALGESCHWINDIGKEITEN DER GLUKOSE-6-PHOSPHAT-DEHYDRONASE/6-
PHOSPHOGLUKONSAURE-DEHYDROGENASE

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase/6-Phosphoglukonsidure-Dehydrogenase

umoles NADPH/Min.
Mensch Ratte
n Feuchtgewicht Protein n Feuchtgewicht Protein
® ® (®) ®)
14 1-19 4+ 0-23 14-4 +1:35 7 3-04 4+ 0-41 375 +1-58
22) @1
Pin % <1 <1

Vergleich zw.
Mensch u. Ratte

Die in Klammern gesetzten Zahlen in der Spalte n geben die Gesamtzahl der Probanden bzw. der
Versuchstiere an. Eingetragen sind der Mittelwert und der mittlere Fehler.
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9. Glukose-6-Phosphat{6-Phosphoglukonsdure- Dehydrogenase

Die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 148t sich in der loslichen Fraktion mit
Glukose-6-Phosphat als Substrat nicht von der 6-Phosphoglukonsdure-Dehydrogenase
trennen. Das Ergebnis der gesamten NADPH-generierenden Aktivitit des 78,000 g
Uberstandes zeigt die Tabelle 5. Sowohl die spezifischen als auch die auf Feuchtge-

wicht bezogene Aktivitit ist bei der ménnlichen Ratte mindestens doppelt so groBl wie
beim Menschen.

DISKUSSION

Die Ergebnisse zeigen, daB auch fiir den Menschen in der Mikrosomenfraktion eine
Elektronentransportkette angenommen werden muB, die sich nicht grundsitzlich von
der in der Ratte und anderen Spezies gefundenen unterscheidet. Allerdings sind
sowohl der Elektroneneinstrom in die Elektronentransportkette als auch die Elektro-
nenfluBkapazitit in menschlichen Mikrosomen kleiner als in denen der ménnlichen
Ratte. So hat die Glukose-6-Phosphat/6-Phésphoglukonsiure-Dehydrogenase in der
16slichen Fraktion der menschlichen Leber kieinere Vmax als in der Rattenleber. Im
Zusammenhang mit der kleineren Vmax der NADPH-Cytochrom c-Reduktase
entspricht das im Verhiltnis zur Rattenleber geringere Angebot an reduzierenden
Aquivalenten der kleineren Elektronentransportkapazitit in der menschlichen Leber.
Die im menschlichen Lebermikrosomen wesentlich geringere Konzentration an Cyto-
chrom P 450 ist demnach nur als eine Adaptation der terminalen Oxidase als des
letzten Gliedes der ElektronenfluBkette an ein geringeres Angebot an Elektronen zu
deuten. Dabei muB allerdings beriicksichtigt werden, daB auch andere in diesen
Versuchen nicht erfaBte NADPH-liefernde Prozesse reduzierende Aquivalente
liefern konnen.

Die NADH-Cytochrom c¢-Reduktase reduziert Cytochrom ¢ etwa 10 mal schneller
pro Zeiteinheit als die NADPH-Cytochrom c¢-Reduktase. Nicht geklirt ist bis jetzt,
ob die NADH-Cytochrom c-Reduktase Elektronen zum Cytochrom bs transportieren
kann oder ob dieses Cytochrom die Elektronen nur von einer spezifischen NADH-
Cytochrom bs-Reduktase empfingt. In nicht gereinigten mikrosomalen Priparationen
werden etwa 50 % der unter NADH zu beobachtenden Cytochrom ¢-Reduktion auf die
NADH-Cytochrom bs-Reduktase zuriickzufiihren sein,? fiir die Cytochrom ¢ kein
Elektronenakzeptor ist. Da aber zwischen Cytochrom bs und Cytochrom c¢ ein
Elektronentransfer stattfindet, kann letzteres zumindest unter in vitro Bedingungen
indirekt als Elektronenakzeptor dienen.2? Beide Reaktionen zusammen scheinen auch
in menschlichen Lebermikrosomen die gréoBte Elektronentransportkapazitit zu
besitzen. Die spezifische Vmax der NADH-Cytochrom c-Reduktase unterscheidet
sich nicht signifikant von der der ménnlichen Ratte. Da auch in den Mitochondrien
eine NADH-Cytochrom c-Reduktase enthalten ist,3° kann die Bestimmung dieser
Reduktase durch die in menschlichen Mikrosomen besonders hohe mitochondriale
Verunreinigung verfilscht sein. In den Lysosomen ist aulerdem ein aktives Membran-
komponenten 16sendes Enzym vorhanden, das bevorzugt die NADH-Cytochrom
bs-Reduktase aus dem Phospholipidkomplex herauslésen und stimulieren kann.3!
Dadurch 1dBt sich méglicherweise vor allem in menschlichen Lebermikrosomen ein
Teil der NADH-Cytochrom c-Reduktase-Aktivitdt auf Grund der lysosomalen
Verunreinigung auf lysos omale, die Aktivitit steigernde Eigenwirkung zuriickfiihren.
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Bei der vorgegebenen Verdiinnung von 1:500 scheint allerdings die ermittelte Aktivitat
vorwiegend mikrosomaler Natur zu sein.

Cytochrom b; wird durch eine spezifische NADH-Cytochrom bs-Reduktase
reduziert.? Da dieses Pigment unter aeroben Bedingungen auch beim Menschen durch
NADPH reduziert werden kann, muB eine spezifische Reduktase flir den Elektronen-
transport zum Cytochrom bs postuliert werden. Unter Dithionit verschiebt sich das
Absorptionsmaximum der Soretbande zum langwelligen Bereich unter Intensivierung
auch der o-Bande. Die Dithionit bedingte Intensivierung der Soretbande und die
Verschiebung des Maximums im Vergleich zum enzymatisch reduzierten Cytochrom
bs ist auf eine Verunreinigung mit Hémoglobin zuriickzufithren, wie Himbestimmun-
gen bestitigt haben. In der menschlichen Mikrosomenfraktion ist die Verschiebung
der Soretbande als Folge eines geringeren Himoglobingehalts weniger deutlich.

Die zwischen Mensch und miinnlicher Ratte gleichen Absorptionsmaxima des
reduzierten Cytochrom P 450 mit CO oder Athylisocyanid lassen fiir den Menschen
eine #hnliche oder sogar gleiche riiumliche Anordnung der Liganden zu spezifischen
Reaktionsstellen im Proteinanteil des Cytochroms vermuten. Im reduzierten Zustand
liegt Cytochrom P 450 wie das Athylisocyaniddifferenzspektrum zeigt, in zwei
konvertierbaren Formen vor, die in einem pH-abhingigen Gleichgewicht stehen 24, 32
Bei pH 7-5 ist sowohl fiir die Ratte als auch fiir den Menschen das Gleichgewicht der
beiden Zustandsformen entgegen den Angaben von Imai** noch zugunsten der
430-Form verschoben. Diese Form zeigt eine auBlerordentlich groBe Affinitdt zu
Sauerstoff.24 Das spektrale Verhalten der menschlichen Mikrosomen mit Athyliso-
cyanid als Liganden gibt zu der Vermutung AnlaB, dall ebenfalls zwei spektral
unterscheidbare Himoproteine mit verschiedenen molaren Extinktionskoeffizienten33:34
und unterschiedlichen Ky, fiir Sauerstoff existieren.3 Der allgemein zur Bestimmung
des reduzierten Cytochrom P 4350 angegebene molare Extinktionskoeflizient von
91.108.cm2.Mol 118 stellt somit nur eine Mischung zweier Himoproteine dar. Es
bleibt abzuwarten, ob die Anzahl der Hamoproteine speziesabhingig ist. Auf Grund
des kleinen Redoxpotentials? liegt Cytochrom P 450 auch in menschlichen Mikroso-
men im oxidierten Zustand vor, wie die im ESR-Spektrum nachweisbaren Fey-
Partikel zeigen.l> 25, 27, 28 Auch in menschlichen Lebermikrosomen hat das oxidierte
Cytochrom P 450 die Charakteristika eines low spin Hdmoproteins.25-28

Die mitochondrialen Signale lassen sich zumindest teilweise auf die Succinat-
dehydrogenase zuriickfiihren36. 37 und dem Nichthimeisenprotein zuordnen. Die
Zuordnung einer Elektronenspin-Resonanz in Gewebefraktionen ist schwierig, weil
viele Radikale und nicht nidher definierte Verbindungen mit paramagnetischen
Eigenschaften ESR-Signale geben konnen. So fiihren Redoxreaktionen des Pyridin-
nukleotid-Cytochrom c¢-Systems bei tiefen Temperaturen zu einer ungepaarten
elektronischen Konfiguration, sodaB Absorptionen und Uberlagerungseffekte mit
keiner eindeutigen Zuordnung der Signale durch freie Radikale hervorgerufen werden
kénnen. 38

Der beim Menschen kleineren ElektronenfluBkapazitit der Mikrosomenfraktion
entsprechen die kleineren Vmax fiir Aminophenazon und Codein im Vergleich zur
minnlichen Ratte. Fiir die Demethylierung beider Substrate ist auch NADPH als
Kofaktor notwendig. Fiir die Vmax ist das Angebot an NADPH wihrend der ganzen
Inkubationszeit von Bedeutung. So ist eine optimale NADPH-Konzentration nur in
den Reaktionsmischungen gewihrleistet, in denen bereits NADPH vorgegeben und
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seine Riickbildung durch ein entsprechendes System gesichert ist. Durch einen
UberschuBl an NADPH schlieBt man die Mdglichkeit aus, daB durch Pyrophospha-
tasen3?: 40 und Nukleosidasen4!: 42 in ungereinigten Mikrosomenfraktionen unkontrol-
lierbare Pyridinnukleotid verbrauchende Prozesse vor allem bei liingeren Inkubations-
zeiten zu einem Kofaktormangel filhren. Das in den Reaktionsmischungen mit
Mikrosomen beider Spezies ausreichende Angebot an spezifischen reduzierenden
Aquivalenten erkldrt auch die iiber mindestens 40 Minuten linear verlaufende
Demethylierung beider Substrate.

Nikotinamid ist auch fiir die Mikrosomen der menschlichen Leber ein Hemmer der
durch die mischfunktionellen Oxidasen vermittelten Reaktionen, wie bereits fiir die
Ratte mit Anilin und Aminophenazon beschrieben.4® Die Ursache dieser Hemmung
liegt wahrscheinlich in einer Bindung des Nikotinamids an spezifische Bindungsstellen
des oxidierten Cytochrom P 450 begriindet.44

NADH hat ebenfalis eine Kofaktorwirkung, die aber nur maximal 309, der mit
NADPH erzielten Aktivitit ausmacht. Andere Autoren geben fiir die Aminophenazon-
N-Demethylierung NADH gegeniiber NADPH als gleichwertigen Elektronenspender
an.%® Da die Kofaktoraktivitit nicht iiber eine NADH-NADPH-Transhydrogenase
zustandekommt,*® mull Cytochrom bs entgegen fritheren Vorstellungen am Elektro-
nentransport auf xenobiotische Substanzen beteiligt sein. Die Kofaktoreigenschaften
des NADH lassen sich andererseits durch eine Flavoreduktase erkliren, die Elektronen
von NADH zum Cytochrom P 450 transferiert.5 Ob fiir diese Funktion in menschlichen
Lebermikrosomen ebenfalls eine spezifische, den Quertransport iibernehmende
Reduktase vorhanden ist, bleibt offen.

Gegeniiber dem mikrosomalen Hemmer SKF 525-A verhilt sich die menschliche
Leber anders als die der minnlichen Ratte. Um einen mit der Ratte vergleichbaren
Hemmeffekt zu erzielen, muBte in Inkubaten mit menschiichen Lebermikrosomen
eine etwa 8 bis 10 mal groBere Inhibitorkonzentration eingesetzt werden. Der
Hemmtyp ist nichtkompetitiv, wihrend fiir die Ratte ein gemischter Hemmtyp
angenommen werden mufl. Da in der beschriebenen Reaktion nur Formaldehyd
ohne Differenzierung des Reaktionsproduktes bestimmt wurde, kann wahrscheinlich
als Folge der kompetitiven Hemmung des tertiiren Amins Aminophenazon4? und der
nichtkompetitiven des sekundidren Amins Monomethylaminoantipyrint®der Hemmtyp
nicht eindeutig zugeordnet werden. Aullerdem scheint der Hemmtyp speziesabhiingig
zu sein, da sich Ratte und Kaninchen nicht einheitlich verhalten.4? Die Codein-O-
Demethylierung 148t sich in menschlichen Lebermikrosomen durch SKF 525-A bis zu
einer Konzentration von 0-8 mM nicht hemmen, wihrend bei der Ratte bereits
1-25 uM zu einem deutlichen Effekt filhren. Unter der Annahme, dafBl auch beim
Menschen die Hemmung der O-Demethylierung kompetitiver Natur ist, 148t sich der
fehlende Inhibitionseffekt durch die groBe K, fiir Codein deuten.

Fiir die Ratte liegt die fiir eine 509ige Hemmung notwendige Inhibitorkonzen-
tration mindestens e¢ine Zehnerpotenz niedriger als in der Literatur beschrieben.49-51
Die ungebundene Konzentration des Inhibitors sinkt erheblich mit steigender
EiweiBkonzentration durch unspezifische Bindung. Die Hemmeffektivitiit steigt, wenn
die Proteinkonzentration sinkt.52 Da die Ansétze mit Codein als Substrat nur 0-2 bis
0-4 mg Mikrosomenprotein und zusitzlich maximal 1-0 mg Protein der 19slichen
Fraktion/m! Ansatz enthielten, die in der Literatur angegbenen durch Verwendung
des 9000 g Uberstandes mit der eiweiBreichen 16slichen Fraktion etwa die 100 fache
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Menge EiweiB, erkliren sich die Befunde durch Konzentrationsunterschiede des
Inhibitors.

Die Vmax unter den Bedingungen einer Reaktion 0.0Ordnung lassen keine Aussagen
iiber den Substratumsatz im lebenden Organismus zu, weil in vivo selten eine Sitti-
gungskinetik besteht. Die fiir den Menschen ermittelten K, sind 10 bis 40 mal groBer
als die der minnlichen Ratte. Wie aus der Tabelle 6 zu ersehen ist, entsprechen den
kleinen Vmax des Menschen die groBien K. Die Tabelle zeigt aber auch, daB die Vmax
keine ausreichende Information iiber Speziesunterschiede geben. Wihrend nidmlich
die Vmax der weiblichen Ratte mit den Substraten Aminophenazon und Codein nur
maximal 50 %, des Umsatzes der ménnlichen Ratte betragen und damit mit denen des
Menschen vergleichbar sind, zeigen die Dissoziationskonstanten des Enzym-Substrat-
Komplexes Werte, die nur um das 4 oder 2 fache hoher liegen als die der minnlichen
Ratte. Trotz annihernd gleicher Vmax hat der Mensch noch um eine Zehnerpotenz
groBere Dissoziationskonstanten fitr Codein und eine doppelt so groBe fiir Amino-
phenazon. Dadurch erklirt sich auch die biologische Halbwertszeit fiir Aminophena-
zon von 5 Stunden fiir den Menschen beiderlei Geschlechts im Vergleich zu 1,1 Stunden
minnlicher Ratten, wihrend die biologische Halbwertszeit weiblicher Ratten wegen
der kleineren Vmax und der groBeren Ky etwa doppelt so groB ist wie die der
minnlichen Ratte, aber nur halb so groB wie die des Menschen. Diese Befunde stehen
in Ubereinstimmung mit der von Gillette gemachten Beobachtung iiber die Beziechung
zwischen Ky, und Vmax zur Beurteilung von Speziesunterschieden.53 Geschlechtsunter-
schiede scheinen auf Grund der Untersuchungen von Vesell34: 55 beim Menschen nicht
vorzuliegen. Auch wir fanden weder in vivo noch in vitro in orientierenden Versuchen
einen Anhalt fiir geschlechtsbedingte Unterschiede im Arzneimittelmetabolismus.

Die Sauerstoffiibertragung auf das Substrat erfolgt mittels des reduzierten Cyto-
chrom P 450.56 Diese spezifische Funktion wird durch einen das Cytochrom P 450
umschlieBenden Phospholipidkomplex mitbestimmt, der wahrscheinlichen lipoid-
loslichen Substraten einen gerichteten Transport zu hydrophoben allosterischen
Rezeptorarealen erlaubt. Speziesbedingte Differenzen in der Packungsdichte de-
Phospholipidkomplexes z. B. durch unterschiedliche Beteiligung ungesittigter Fett-
sduren konnten die Substratanflutung zu den hydrophoben Rezeptorarealen des
Proteinanteils des Cytochroms modifizieren und die Unterschiede in den Vmax und
K, zwischen Mensch und Ratte erklidren. Da die Konformation eines Proteins von der
Aminosiuresequenz bestimmt wird.5? kann eine von der Ratte abweichende Protein-
struktur die Konformationsaktivitit allosterischer Reaktionsstellen im Proteinanteil
dieses Cytochromes beim Menschen so verdndern, daB3 die Substratanlagerung behin-
dert wird.5? Da wahrscheinlich auch Hormone eine Konformationsinderung ausldsen,
lieBen sich so die grofleren Affinititen einiger Arzneimittel zum mikrosomalen
Cytochrom P 450 der ménnlichen im Vergleich zur weiblichen Ratte begriinden.58

Danksagungen—Herrn Dr. Seifert und Herrn Dr. Haumann von der Chirurgischen Klinik der
Medizinischen Akademie ““Carl Gustav Carus™ in Dresden sei fiir die Vorbereitung der Patienten und
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