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Influence of A{etyrapone on the hydroxylation of acetanilide by liver 
microsomes from guinea-pigs of different aseorbie acid status ([xg of 
product formed) 

5[etyrapone 0 10 -6 M 10 4 M 10 3 M 10 2 M 
concentration 

Scorbutic group 17.8 22.0 25.5 29.0 24.5 
(+21%) (+36%) (+51%) (+32%) 

Controls (5 mg 23.5 30.5 26.5 18.0 16.0 
ascorbicacid/100g (+31%) (+13%) (--23%) (--32%) 
body-weight daily) 

Figures in brackets are the percentage deviations from the non- 
Metyrapone value. 

acetanil ide hyd roxy l a t i on  sys tem is summar ized  in the  
Table.  Scurvy induced  a 40 % reduct ion  in the  h y d r o x y -  
la t ion sys tem a f inding in keeping wi th  earlier obser- 
va t ions  ~. No decrease in microsomal  prote in  was found 
and the  addi t ion  of ascorbic  acid or isomers of ascorbic 
acid to  liver microsomes did no t  influence the  ra te  of 
hydroxyla t ion .  The 'b iphas ic '  effect  of Metyrapone ,  
descr ibed by  Le ibman  10 for 'normal '  r a t  l iver microsomal  
f ract ions  was present .  However ,  scorbut ic  microsomal  
hyd roxy la t i on  was s t imula ted  by  Mety rapone  at  all 

concen t ra t ions  used;  there  was  no inh ib i t ion  a t  the  
h igher  concen t ra t ion  as in the  case of microsomes  f rom 
control  animals.  

This s t imula t ion  by  Mety rapone  of microsomal  acet-  
anilide h y d ro x y l a t i o n  in scorbut ic  animals  could well 
indicate  a scu rvy- induced  change  in the  l ipoprote in  
e n v i r o n m e n t  of the  m e m b r a n e - b a s e d  P-450 enabl ing a 
fas ter  t ransfer  of reducing equivalents .  A change  in liver 
microsomal  m e m b r a n e  conformat ion  in scurvy  has  also 
been indica ted  by  a 100-fold increase in t he  f luorescence 
emission of the  probe  1-an i l ino-8-naphtha lenesu lphonate  4 

Summary. Microsomes f rom livers of scorbut ic  guinea- 
pigs showed a reduced  ra te  of acetani l ide  hydroxyla t ion .  
The response  of ' scorbut ic '  l iver microsomes  to  the  
inhib i tor  Metyrapone  (2-methyl - i ,  2 di (3-pyr idyl)propan-  
1-one) was d i f fe rent  f rom t h a t  of l iver microsomes f rom 
non-scorbut ic  guinea-pigs.  
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Stabilitfit verschiedener  Bradykin inana loga  gegen  Kininase II 1 

Stabil i ty  of s o m e  Bradykin in  A n a l o g u e s  Aga ins t  Kininase II ~ 

Fiir  H o r m o n - R e z e p t o r - B i n d u n g s s t u d i e n  mi t  dem Non-  
apep t id  Bradyk in in  an Membran f r ak t ionen  aus R a t t e n -  
u terus  bzw. R a t t e n d u o d e n u m  ist  es erforderl ich,  den 
raschen  enzymat i schen  Abbau  dieses P e p t i d h o r m o n s  zu 
verh indern .  Das kann  mi t  E n z y m i n h i b i t o r e n  oder  durch  
den E insa tz  abbaus tab i l e r  Bradyk in inana loga  er re icht  
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Abbau von Bradykinin und verschiedenen Bradykininanaloga durch 
die Membranfraktion aus Rattenuterus (75 ~xg Protein Uterusmem- 
membranen pro Inkubationsansatz). -- Bradykinin; . . . . . .  
[8-erythro-Phenylserin]-Bradykinin; . . . . . . . .  [8 -t hreo- Phenylserin]- 
Bradykin iu ; - -  - [8-erythro-~-Amino-~-phenylbutters~iure]-Bra- 
dykinin; .......... [8-Cyelohexylalanin~-Bradykinin ; ............ [6- 
Glycin, 8-Tyrosin]-Bradykinin ; . . . . . . . . . .  E9-Homoarginin-Brady- 
kinin. 

werden.  So un te rd r i i ck t  z.B. der  E insa tz  von ortho- 
Phenan th roHn  die enzymat i sche  Inak t iv i e rung  des 
H o rmo n s  durch  die Mikrosomen-  und  Membranf rak t io -  
nen 2. Es  muss  jedoch d a m i t  ge rechne t  werden,  dass  die 
Anwesenhe i t  yon ortho-Phenanthrolin die H o r m o n -  
R e z e p t o r - B i n d u n g s u n t e r s u c h u n g e n  verf/ilscht.  Wir  wa- 
ren deshalb  bemfiht ,  k ininases tabi le  Bradyk in inana loga  
mi t  hoher  biologischer Ak t iv i tg t  aufzuf inden.  

Wie wir  in fr i iheren Arbe i ten  du rch  E insa tz  yon  ver-  
schiedenen K i n i n a s e h e m m s t o f f e n  zeigen konnten ,  en t -  
ha l t en  Mikrosomen-  u n d  Membran f r ak t ion  aus R a t t e n -  
u terus  Kininase  I I  2. Dieses s t r u k t u r g e b u n d e n e  pro te -  
olyt ische E n z y m  spa l t e t  von  d e m  N o n a p e p t i d  Arg-Pro-  
P ro -G l y -Ph e -Se r -P ro -Ph e -A rg  das C-terminale  Dipep t id  
ab 3. Wir  haben  desha lb  eine Reihe  yon  Bradyk in in -  
analoga mi t  Var ia t ionen  in den Pos i t ionen  8 und  9 auf  
ihren Abbau  durch  die 1V[embranfraktion aus R a t t e n -  
u terus  und die Mikrosomenf rak t ion  aus R a t t e n d u o d e n u m  
un te r such t .  

Methode. Die Syn thesen  und  die biologischen Akt i -  
vitXten der  als Su b s t r a t  e ingese tz ten  Bradyk in inana loga  

1 2.Mitteilung: Untersuchungen an bradykininbindenden Zell- 
fraktionen. 
T. JANKOVA, I. PAEGELOW, S. REISSMANN and H. AROLD, Acta 
biol. med. germ. 34, 9 (1975). 

3 H, Y. T. YANG und E. G. ERD6S, Nature, Lond. 215. 1402 (1967). 
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Abbau voii Bradykinin uiid versehiedener Bradykininanaloga dureh die Mikrosomenfraktion aus Ratteiiduodenum (2 ~tg Protein pro Inku- 
bationsaiisatz) 

Substrat Konzentration Restaktivit/it all Substrat Biologische Aktivit/it 
an Substrat naeh Inkubation bei 37 ~ 
(~xg) Ratten-Uterus Meersehw.-Ileum 

40 Min. 60 Mill. 

Bradykinin 1,25 
Bradykinin + o-Phenanthrolin 1,25 
[8-erythro- Phenylserin]- Bradykinin a, a 2,5 
[8-threo-Phenylserin]-BradyMnin4, 6 1,25 
[8-erythro-oc-Amino-fl-phenylbut ter- 
s~iure]-Bradykinin 4, ~ 1,25 
[6-Glycin, 8 -Tyrosin] -Bradykinin s 5,0 
[8-fl-Cyelohexylalanin- Bradykinin ~ 1,25 
[9-Homoarginin]-Bradykinin 4, i0 1,25 

4,5 4,5 100 100 
91 87 
98 98 13 6 
30 22 8 3 

77 78 52 21 
32 24 0,4 0,6 
12 2 14 11 
73 59 10 24 

sind von  uns in fr i iheren Arbe i ten  beschr ieben worden  4-10. 
Mikrosomen-  und  3/ iembranfrakt ion aus U te rus  und  
D u o d e n u m  von Wis t a r -Ra t t e i i  isolierten wir nach  einer  
yon  uiis ausgea rbe i t e t en  Methode  3,11. 

Die k in i i i abbauende  Aktivi tAt  der  Membran -  und  
Mikrosomenf rak t ion  (75 ~g Pro te in  U t e r u s m e m b r a n e n ;  
2 ~g P ro t e in  Duodenummikrosomen)  wurde  du tch  
I n k u b a t i o n  mi t  Bradyk in in  und  Bradyk in inana loga  
(1,25 his 5 ~g in 0,4 ml  0,1 M Tris-Puffer, p H  7,5) bei 
37~ bes t immt .  Die Res tak t iv i t / i t  des Bradyk in ins  
e rmi t t e l t en  wir  nach  10, 20, 30, 40 und  60 Min. am isolier- 
t en  Meerschweincheni leum (Tyrode-L6sung,  Carbogen-  
begasung).  Dar i iber  h inaus  b e s t i m m t e n  wir  die Abbau-  
geschwindigkei t  yon  Ne-Tr i t i umace ty l -Bradyk in in  (1,1 
Ci/mMol) und  einigen Analoga  mi t te l s  papiere lekt ro-  
phore t i scher  Tre i inung (feuchte Kammer ,  Schleicher  
und  Schtill~Papier 2040A, 6~o Essigs/~ure als E lek t ro ly t ,  
23V/cm) voii Ausgangs-  und  Spa l tp roduk t  und  anschlies-  
sender  Szinti l lat ionsz/ihlung.  Die nach  be iden  Methoden  
e rha l t enen  W e r t e  s t i m m e n  tiberein. 

Ergebnisse und Diskussion. Der Abbau  der  Brady-  
k in inanaloga  durch  die Membran f rak t ion  aus R a t t e n -  
u terus  ist  g raphisch  dargestel l t .  Die Tabelle g ib t  den 
Abbau  du rch  die Mikrosomenf rak t ion  aus R a t t e n -  
d u o d e n u m  wieder.  Als s tabi l  gegen den enzyma t i s chen  
Abbau  du rch  die Uterus-lV[embranfraktioii  erwiesen sich 
die be iden  Bradykin i i iana loga  [8-erythro-a-Amino-f l-  
phenylbut ters / iure] -Bradyki i i i i i  und  [8-erythro-C]-Phenyl- 
se r in ] -Bradykin im Da das le tz tere  nur  eine biologische 
Akt iv i t / i t  yon  13 %, bezogen auf Bradykii i in ,  am Ute rus  
besi tzt ,  ist  das  [8-erythro-e-Amino-f l -phenylbut ters / iure] -  
t3radykinin m i t  einer  Akt iv i t / i t  voii 52 % fiir H o r m o n -  
t~ezep tor -Bindungss tud ien  geeigneter .  Auch  bei der  
enzyma t i s chen  Inak t iv i e rung  durch  die Mikrosomen-  
f rakt ion  aus R a t t e n d u o d e n u m  zeigt sich, dass  die be iden  
Analoga  IIicht oder  nu r  l angsam abgebau t  werden.  Das 
[8-e ry thro-e -Amino-~-phenylbu t te r sgure~-Bradykin in  ist  
gegen diese Mikrosomenf rak t ion  n ich t  so s tabi l  wie gegen 
die Membran f r ak t ion  aus Ra t t enu t e ru s .  Das  is t  wahr-  
scheinlich auf  die Anwesenhe i t  noch  andere r  b radyk in in -  
abbauende r  E n z y m e  zurtickzufiihren.  

Die Subs t i tu t ion  des fi-C-Atoms des Pheny la l an in -  
res tes  in Pos i t ion  8 der  Bradykin i i i sequenz  ve rh inde r t  
bei Vorl iegen der  e ry th ro -Konf igu ra t i on  die enzymat i -  
sche Abspa l t ung  des C-terminalei i  Dipept ides  8-9 durch  
die Kin inase  I I  der  u n t e r s u c h t e n  Membran -  bzw. Mikro- 
somenf rak t ion .  

Die Kin inase  I I  der  be iden  Pr/~parationen spa l te t  sehr  
stereospezif isch.  W~hrend  [8-ery thro-~-Phenylser in] -Bra-  
dyk in in  s tabi l  ist, wi rd  [8- threo-f l -Phenylser in] -Brady-  

kinin mi t  ann/ ihernd gleicher Geschwindigkei t  wie 
Bradyk in in  selbst  abgebaut .  

Summary. Some analogues of bradykin in ,  especially 
wi th  rep lacements  b y  o the r  amino  acids of phenylala i i ine  
in posi t ion 8, have  been  inves t iga ted  for enzymat i c  stabil-  
i ty  agains t  kininase I I  f rom r a t  d u o d e n u m  microsomes  
and ra t  u terus  p l a sma  membranes ,  respect ively.  As 
compared  wi th  b radykin in ,  two  of the  analogues,  [8- 
erythro-f l -phenylser ine]-  and [8-erythro-~-Amino-/%phe- 
ny lbu ty r ic  ac id] -Bradykin in  were s table  to enzymat ic  
degradat ion.  Therefore,  the  l a t t e r  m a y  be used for 
s tudies  in ho rmone- recep to r  in terac t ion .  
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