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A b n a h m e  des Cytochroms P450 nach Inkubation 
u n d  t e t l w e i s e  U m w a n d l u n g  i n  C y t o c h r o m  P 4 2 0  

E i n e  SchEdignng  m i k r o s o m a l e r  E n z y m e  in  den  e r s t en  
S t u n d e n  n a c h  o ra le r  T e t r a c h l o r k o h t e n s t o f f - G a b e  beschr ie -  
ben  e r s t m a l s  SMUCKLER 1, McLEAN 2, SLATI~Ra, SASAME4, 
HENI 5, 6. Be i  de r  a k u t e n  Te t rach lo rkoh lens to f f sch~ id igung  
t r i t t  zue r s t  eine isol ier te  Sch~idigung des C y t o e h r o m s  
P450 u n d  d a m i t  z u s a m m e n h ~ n g e n d  eine S t 6 r u n g  des 
m i k r o s o m a l e n  A r z n e i m i t t e l a b b a u s  au f  (SASAME 4, SLA- 
TER 3, SMUCKLER 1, HENI s, ~). E r s t  24 h n a c h  ora le r  T e t r a -  
ch lo rkoh lens to f f -Gabe  f a n d e n  GREEN et  a l d  e inen  s ta -  
t i s t i sch  s i g n i f i k a n t e n  Ans t i eg  des  C y t o c h r o m s  P420, de r  
i n a k t i v e n  F o r m  des  C y t o c h r o m s  P450. E i n e  A b n a h m e  
des  C y t o c h r o m s  P450 u n d  te i lweise  U m w a n d l u n g  in 
C y t o c h r o m  P420  f a n d e n  OraURA u n d  SAT0 * a u c h  in v i t r o  
n a c h  Zugabe  yon  D e s o x y c h o l a t  u n d  P h o s p h o l i p a s e  A 
u n d  IMAI u n d  SATO ~ n a c h  Z u g a b e  yon  K S C N  u n d  
a n d e r e n  Neu t r a l s a l zen .  

N a c h  de r  y o n  u n s  be re i t s  f r i iher  au fges t e l l t en  Theor i e  
(HENI ~, H E m  u n d  REd, MERe), n a c h  de r  d u r c h  das  mik ro -  
somme A r z n e i m i t t e l - m e t a b o l i s i e r e n d e  E n z y m s y s t e m  in  
v ivo  ein , a k t i v e r ~  M e t a b o l i t  des  T e t r a c h l o r k o h l e n s t o f f s  
geb i lde t  wird,  de r  d ie  E n d o x y d a s e  dieses E n z y m s y s t e m s  
das  C y t o c h r o m  P450 sch~idigt, u n t e r s u c h t e n  wir, ob  n a c h  
Zugabe  eines N A D P H - r e g e n e r i e r e n d e n  Sys t em s  zur  Mi- 
k r o s o m e n f r a k t i o n  a u c h  in  v i t r o  de r  G e h a l t  a n  C y t o c h r o m  
P450 herabgese tz±  wird.  D a b e i  b e w i r k t  T e t r a c h l o r k o h l e n -  
s toff  al lein,  wie  Vorve r suche  (HENI 1°) e rgeben  h a b e n ,  
ke ine  B e e i n f i u s s u n g  des  C y t o c h r o m s  P450. 

Mater ia l  u n d  Methoden.  140-160 g schwere  m ~ n n l i c h e  
W i s t a r - R a t t e n  w u r d e n  m i t  A l t r o m i n ® - S t a n d a r d f u t t e r  
u n d  V~rasser ad l i b i t u m  ern~thrt .  E i n e  zwei te  T i e r g r u p p e  
e rh i e l t  a u s s e r d e m  3 Tage  l ang  je 80 m g / k g  K 6 r p e r g e w i c h t  
P h e n o b a r b i t a l - N a t r i u m  i.p. in j iz ier t .  N a c h  de r  T 6 t u n g  
der  Tiere  f i i h r t en  wi r  die M i k r o s o m e n p r / i p a r a t i o n  Each 
~EMMER 11 du tch .  

E i n  I n k u b a t i o n s a n s a t z ,  b e s t e h e n d  aus  0 , 0 5 M  Tris-  
puf fe r  p i t  7,5, 5 ~Mol MgCI,, 8 ~Mol N a t r i u m i s o c i t r a t ,  
1 [xMol N A D P - N a t r i u m ,  I s o c i t r a t d e h y d r o g e n a s e  u n d  Mi- 
k r o s o m e n s u s p e n s i o n  (ca. 2 m g  m i k r o s o m a l e s  P r o t e i n / m l ) ,  
wurde  v o r  der  Zugabe  y o n  5 {xl CC1,/5 ml  5 m i n  bei  37~C 
in e inem W a s s e r b a d  v o r i n k u b i e r t .  Die  ansch l i e s sende  
I n k u b a t i o n s z e i t  b e t r u g  5, 10, 15, 20 u n d  30 min .  

] )as  C y t o c h r o m  P450 u n d  das  C y t o c h r o m  P420 wurde  
n a c h  OMURA n e d  SATO ~ b e s t i m m t ,  wobei  ffir das  Cyto-  
e h r o m  P450 e in  m M - E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t  v o n  91 u n d  
fiir  das  C y t o e h r o m  P420 e in  so lcher  yon  110 v e r w e n d e t  
wurde  ~. Die  m i k r o s o m a l e  D e s m e t h y l a s e  b e s t i m m t e n  wir  
Each de r  M e t h o d e  yon  SCH~NKMAN e t  al. ~2, wobe i  wi r  

mit CCI~ in einem NADPH-regenerierenden System 

das  in  v i t r o  geb i lde te  F o r m a l d e h y d  n a c h  NASH 1~ be- 
s t i m m t e n .  

Resul ta t  und  Diskuss ion .  N a c h  Zugabe  y o n  5 ~1 CCl 4 
u n d  e inem N A D P H - r e g e n e r i e r e n d e n  S y s t e m  f a n d  s ich 
in v i t r o  e ine deut l iehe ,  s t a t i s t i s ch  s ign i f i kan t e  A b n a h m e  
des C y t o e h r o m s  P450. Das  C y t o c h r o m  P450 n a h m  n a c h  
10 ra in  v o n  0 , 4 2 n M o l / m g  P r o t e i n  au f  0,28 u n d  n a c h  
2 0 r a i n  au f  0 , 1 8 n M o l  a b  ( T a b e l l e I ) .  Die  A b n a h m e  
e r re i ch te  be re i t s  n a c h  20 m i n  ih ren  m a x i m a l e n  W e r t .  
Das  C y t o c h r o m  P420 s t ieg yon  e inem z u n a c h s t  n i c h t  
m e s s b a r e n  W e r t  au f  0,09 bzw. 0,13 n M o l / m g  P r o t e i n  i m  
g le ichen  Z e i t r a u m  a n  (Tabel le  I). 

N a c h  P h e n o b a r b i t M v o r b e h a n d l u n g  l a n d  s ich  eine we- 
s en t l i ch  d e u t l i c h e r e  A b n a h m e  des  C y t o c h r o m s  P450  "con 
0,94 nMol  au I  0,66 nMot  n a c h  10 ra in  u n d  auf  0,31 nMol  
n a c h  30 m i n  (Tabet le  I I ) .  N a c h  T e t r a c h l o r k o h l e n s t o f f -  
G a b e  i s t  a u c h  die A k t i v i t / i t  d e r  m i k r o s o m a l e n  D e s m e t h y -  
lase v e r m i n d e r t .  So n a h m  das  in  v i t r o  au s  A m i n o p y r i n  
geb i lde te  F o r m a l d e h y d  yon  7,51 au f  5,22 n M o l / m i n / m g  
P r o t e i n  u n d  Each  P h e n o b a r b i t a l v o r b e h a n d l u n g  yon  20,11 
au f  9,19 n M o l / m i n / m g  P r o t e i n  a b  (Tabel le  I I I ) .  

Z u s a m m e n f a s s e n d  lassen  s ich  unse re  E r g e b n i s s e  fol- 
g e n d e r m a s s e n  in t e rp re t i e r en .  D u r c h  T e t r a c h l o r k o h l e n -  
s toff  wi rd  die E n d o x y d a s e  des m i k r o s o m a l e n  Arzne i -  
m i t t e l - m e t a b o l i s i e r e n d e n  E n z y m s y s t e m s  das  C y t o c h r o m  
P450 isol ier t  gesch~digt .  E n t s p r e e h e n d  is t  a u c h  die Akt i -  
vitStt de r  m i k r o s o m a l e n  D e s m e t h y l a s e  v e r m i n d e r t .  Diese 
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Tabelle I. Abnahme des Cytoehroms P450 naeh Inkubation der 
Mikrosomenfraktion mit einem NADPH-regenefierenden System 
Each Zugabe yon 5 ~1 CC14[5 ml und Zunahme des Cytochroms P420 

Inku- nMol Cyto- nMol Cyto- Cyto- Cyto- 
bations- chrom P450] chrom P420/ chrom chrom 
zeit mg Protein rag Protein P450 P420 
(rain) (%) (%) 

0 0,42 ~ 0,04 
30 0,44 4- 0,04 
nach Zugabe yon 5 ~1 CC14 

5 0,37 4- 0,04 
10 0,28 4- 0,02 * 
15 0,23 4- 0,03 * 
20 0,18 ~ 0,0i ~ 
30 0,18 ~ 0,02" 

100 
104 

0,03 4- 0,005 88 19 
0,09 4- 0,0I 67 55 
0,11 :t: 0,01 55 69 
0,13 4- 0,02 43 81 
0,16 4- 0,02 43 100 

n = 4-5; • p<0 ,05 ;  ~ c s .  

Tabelle II. Entspreehende Versuehsanordnung wie in Tabelle I. Er- 
gebnisse bei Phenobarbital-vorbehandelten Tieren 

Inku- nMol Cyto- nMol Cyto- Cyto- Cyto- 
bations- chrom P450/ chrom P420] chrom chrom 
zeit mg Protein mg Protein P450 P420 
(min) (%) (%) 

0 0,94 + 0,07 
30 0,92 ~ 0,07 

nach Zugabe yon 5 [zl CCt 4 
5 0,78 ~ 0,05 

10 0,66 :~ 0,05 
15 0,53 + 0,05 ~ 
20 0,42 4- 0,03 b 
30 0,31 ~ 0,03 b 

i00 
98 

0,08 :~ 0,01 83 25 
0,16 i 0,02 70 48 
0,25 i 0,02 56,5 76 
0,28 ~ 0,04 44,5 85 
0,33 ~ 0,04 33 100 

n ~ 4-5; ~p<0,05;  bp<0 ,01 ;  ~:[:s. 
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z u n g c h s t  n u r  in  v ivo  b e o b a c h t e t e  A b n a h m e  des Cyto-  
e h r o m s  P450 l~isst s ich a u c h  in v i t r o  n a c h  Zugabe  e ines  
N A D P H - r e g e n e r i e r e n d e n  Sys t em s  wiederho len .  D u r c h  
den  A b b a u  des  T e t r a c h l o r k o h l e n s t o f f s  wi rd  w a h r s c h e i n -  
l ich e in  ,aktiver~> M e t a b o l i t  gebi ldet ,  der  den  G e h a l t  a n  
C y t o c h r o m  P450 v e r m i n d e r t  u n d  te ihveise  in  da s  Cyto-  
c h r o m  P420,  de r  i n a k t i v e n ,  te i lweise  v o n  de r  M e m b r a n  
losgel6s ten  F o r m  u m w a n d e l t .  N a c h  P h e n o b a r b i t a l v o r -  
b e h a n d l u n g  is t  d ie  W i r k u n g  des  T e t r a c h l o r k o h l e n s t o f f s  
wesen t l i ch  v e r s t ~ r k t .  

E i n  N a c h w e i s  des  v e r m u t e t e n  ~ a k t i v e n ,  M e t a b o l i t e n  
des  T e t r a c h l o r k o h l e n s t o f f s  i s t  b i she r  n o c h  n i c h t  ge lungen  
(SASAME 4, REMMER 14, HENI und REMMER~,~5). GARNER 
und ~{CLEAN 16 konnten durch Nachweis yon ~aCO~ in 
der Atemluft mit x*CCI~ behandelter Tiere lediglich nach- 
weisen,  dass  T e t r a c h l o r k o h l e n s t o f f  in  v i v o  a b g e b a u t  wird .  
E i n e  A k t i v i e r u n g  des m i k r o s o m a l e n  A r z n e i m i t t e l - m e t a -  
bo l i s i e renden  E n z y m s y s t e m s  d u r c h  D D T  oder  P h e n o -  

Tabelle III. Abnahme der Aktivitat der rnikrosomalen Desmethylase 
nach in-vitro-Zugabe yon 5 ~l CC1J5 ml 

Vorbehandlung nMol Formaldehyd/ (%) 
mg Protein/rain 

b a r b i t a l  s t e iger t  die U m w a n d l u n g  v o n  CCla in CO 2 u n d  
ve r s tArk t  die t ox i sche  W i r k u n g  des  T e t r a c h l o r k o h l e n -  
stoffs,  w / ih rend  S u b s t a n z e n ,  die dieses E n z y m s y s t e m  
h e m m e n ,  e ine Abschw~ichung de r  SchXdignng b e w i r k e n  
(GARNER u n d  MCLEA~X"), Wie  eigene V o r v e r s u c h e  erge- 
b e n  h a b e n ,  b e w i r k t  e ine  d i r ek t e  Z u g a b e  des  CCla zur  
M i k r o s o m e n l r a k t i o n  o h n e  gle ichzei t ige  Zugabe  eines 
N A D P H - r e g e n e r i e r e n d e n  S y s t e m s  ke ine  Bee in f lu s sung  
des C y t o c h r o m s  P450 ~0. E s  i s t  a n z u n e h m e n ,  dass  y o n  d e m  
m i k r o s o m a l e n  A r z n e i m i t t e l - m e t a b o l i s i e r e n d e n  E n z y m -  
s y s t e m  ein  m6gl icherweise  s eh r  ku rz l eb ige r  M e t a b o l i t  des  
CCI, geb i lde t  wird,  de r  b i s h e r  n o c h  n i c h t  naehgewie sen  
w e r d e n  k o n n t e  (SASAME 4, REMMER x4, HENI u n d  REM- 
MER 5,15). 

Summary. I so l a t ed  d a m a g e  of c y t o c h r o m e  P450 a n d  
p a r t i a l  conve r s ion  to  e y t o c h r o m e  P420 a p p e a r s  a f t e r  
i n c u b a t i o n  of c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  w i t h  a N A D P H -  
r e g e n e r a t i n g  e n z y m e  s y s t e m  a n d  t h e  m i c r o s o m a l e  f rac-  
t ion .  Th i s  effect  en larges  a f t e r  p h e n o b a r b i t a l  p r e t r e a t -  
m e n t .  

N. HENI 
Medizinische I41inih der Universitiit, 
Hugsletterslrasse 55, D-78 Freiburg (Deutschland), 
28. Dezember 1970. 

Kontrolltiere 7,51 :h 0,52 100 
Kontrolltiere + 5 [zl CCI~ 5,22 :h 0,41 69 
Phenobarbital 20,11 -t- 0,95 100 
Phenobarbital + 5 [zl CC1, 9,19 -4- 0,61 46 

n = 4; 94-s. 

14 H. REMMER, Am. J. Med. dg, 617 (1970). 
t5 N. HEm und H. REMMER, Arch. Toxikol., in Vorbereitung. 
is R. C. GARNER und A. E. M. McLEAN, Biochem. Pharmac. 18, 645 

(1969). 

T h e  I n f l u e n c e  of  D e o x y c o r t i c o s t e r o n e ,  D i g i t o x i g e n i n  
lini (BOLLEY) ~ 

I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  g rowing  cu l tu res  of 
Fusarium lini (BOLLEY) ( F u n g i  imper fec t i )  are  ab le  to  
h y d r o x y l a t e  ca rdeno l ides  3-5 a n d  bu fad ieno l ides  6-s in  
12f l -posi t ion whe rea s  s te ro ids  of t h e  a n d r o s t a n e  a n d  
p r e g n a n e  seriesg, x0 are o x y g e n a t e d  in 15c~-position. Most  
l ike ly  a s ingle e n z y m e  is r espons ib le  for  t h e  va r i ous  
h y d r o x y l a t i o n s  n.  T h e  s i te  of t he  a t t a c k  seems to  be  
d e t e r m i n e d  b y  t he  s t e r e o c h e m i s t r y  of t he  subs t r a t e .  I t  
was  also obse rved  t h a t  u p o n  s i m u l t a n e o u s  i n c u b a t i o n  of 
deoxyco r t i cos t e rone  a n d  d ig i tox igen in  w h i c h  se rved  as 
mode l s  t h e  r a t e  of t he  h y d r o x y l a t i o n  of t h e  fo rmer  re- 
t a r d e d  whe rea s  t h e  o x y g e n a t i o n  of t he  l a t t e r  is e n h a n c e d  n 
(cf.a~). F u r t h e r m o r e  i t  is k n o w n  t h a t  c y a n i d e  ions in- 
f luence  t he  course  of s t e ro id  h y d r o x y l a t i o n s  13, x4. I n  t h e  
case  of F. lini K C N  e n h a n c e s  t he  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  of t he  
m i c r o o r g a n i s m  a t  low c o n c e n t r a t i o n s  whi le  i t  i n h i b i t s  i t  a t  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  n .  

S ince  cyan ide  is a po i son  of r e sp i ra t ion ,  i t  was  in te r -  
es t ing  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  d e p e n d e n c e  of t h e  r e s p i r a t i o n  of 
g rowing  cu l tu re s  of Fusarium lini in  t h e  p resence  of b o t h  
cyan ide  ions  a t  va r ious  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  t h e  s te ro id  
s u b s t r a t e s  wh ich  are  h y d r o x y l a t e d .  I n  t he  f i r s t  e x p e r i m e n t  
t h e  r e sp i r a t i on  of t h e  mic r o - o r gan i s m  was  m e a s u r e d  on ly  
in  t h e  p resence  of cyan ide  ions of va r ious  c o n c e n t r a t i o n s  in  
t h e  W a r b u r g  a p p a r a t u s  us ing  ROBBIE'S t e c h n i q u e  ~5. 
F igu re  1 shows  t h a t  C N -  i n h i b i t s  t h e  r e s p i r a t i on  of F. lini 
p r o p o r t i o n a l  to  i t s  c o n c e n t r a t i o n .  

I n  t he  p resence  of on ly  e i t he r  d e o x y c o r t i c o s t e r o n e  or  
d ig i tox igen in  used a g a i n  as mode l  subs t r a t e s ,  t h e  resp i ra -  
t i on  was n o r m a l  before  t h e  h y d r o x y l a t i o n  r eac t i on  t o o k  
place.  D u r i n g  t h e  h y d r o x y l a t i o n  of deoxyco r t i co s t e r one  

a n d  C y a n i d e  I o n s  o n  t h e  R e s p i r a t i o n  of  F u s a r i u m  

t h e  r e sp i r a t i on  was  d i m i n i s h e d  as  o b s e r v e d  b y  ~APEK et 
al. is in  o t h e r  cases. However ,  in  t h e  p resence  of d ig i toxi -  
gen in  t h e  O2-nptake  was  su rp r i s ing ly  e n h a n c e d  d u r i n g  t he  
h y d r o x y l a t i o n .  I n  t h e  p resence  of e q u i m o l a r  a m o u n t s  of 
b o t h  s u b s t r a t e s  t h e  r e sp i r a t i on  was  e n h a n c e d  again,  even  
before  t h e  h y d r o x y l a t i o n  t o o k  place.  T h e  re su l t s  of t he se  
e x p e r i m e n t s  are  s u m m a r i z e d  in  t he  Table .  

As p rev ious ly  m e n t i o n e d ,  t h e  p resence  of cyan ide  ions 
in  1 0 - 3 M  c o n c e n t r a t i o n  reduces  t he  r e sp i r a t i on  d u r i n g  t h e  
f i r s t  h o u r s  of t h e  m i c r o b i a l  g rowth .  However ,  i n  t he  
fol lowing pe r iod  c y a n i d e  in tens i f ies  t h e  c o n s u m p t i o n  of O 2. 

1 Reactions with Micro-organisms. Part. 20 z. 
2 Part 19: W. ZORcaER, E. WEIss-BERG and Ca. TAMM, Heir. 
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