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to combine  w i t h  a specific a n t i b o d y  occur r ing  in b lood  
se rum of r a b b i t s  i m m u n i z e d  as p rev ious ly  r epo r t ed  14. 
Q u a n t i t a t i v e  m e a s u r e m e n t s  were  car r ied  ou t  accord ing  
to t he  s t a n d a r d  p rocedure  of prec ip i t ine  curves,  and  t he  
p rec ip i t a t e s  were measured ,  a f t e r  d isso lu t ion  in N a O H  
0.2 M, for  t h e i r  a b s o r b a n c e  a t  280 n m  in a B e c k m a n  D U  
s p e c t r o p h o t o m e t e r .  

]?esults and conclusions. Vv'hen hea ted ,  t he  N osh ida  
g lycopro te in  does n o t  change  i ts  so lub i l i ty  even  if t he  
h e a t i n g  is p ro longed  up  to  3 h. Moreover  t he  analys is  in  
t h e  u l t r acen t r i fuge  reveals  t h a t  t he  rise of t e m p e r a t u r e  
d e t e r m i n e s  a loss of t he  homogene i ty .  A heav ie r  com- 
ponen t ,  wh ich  r ep resen t s  a b o u t  20% of t h e  p r inc ipa l  
peak ,  ha s  been  obse rved  and,  f rom ca lcu la t ions  of t he  
s e d i m e n t a t i o n  coefficient ,  i t  was  conc luded  t h a t ,  fol- 
lowing hea t ing ,  t he  Yosh ida  g lycopro te in  undergoes  ag- 
g rega t ion  and  t h e  size of t he  aggrega ted  molecule  m a y  
be  e v a l u a t e d  as t h e  doub le  of t he  n a t i v e  one. 

The  changes  in spect roscopic  p roper t i e s  of Yosh ida  
g lycopro te in  u p o n  h e a t i n g  are  shown  in F igure  1. M a r k e d  
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Fig. 2. Quantitative precipitin reactions of native (O -- O) and heated 
(D--[~, 70 ~ | 90~ Yoshida glycoprotein with rabbit anti- 
bodies to native Yoshida glycoprotein. 

modi f i ca t ions  in  t he  s p e c t r u m  are obse rved  in the  r a n g e  
be tween  310 a n d  260 lain. The  modi f i ca t ions  b e c a m e  ap-  
p a r e n t  a t  70~ (Figure 1, 13) a n d  increased  w i th  t e m p e -  
r a t u r e  (Figure 1, C). T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  is a lmos t  re- 
vers ib le  because ,  a f t e r  cooling (Figure 1, D), t i le di f ference 
s p e c t r u m  of Yosh ida  g lycopro te in  is qu i te  s imilar  to  t h a t  
of n a t i v e  (Figure  1, A). 

Af te r  hea t ing ,  mos t  p ro t e in s  in so lu t ion  soon lose t h e i r  
ab i l i ty  to  i n t e r a c t  w i t h  an t ibod ie s  el ici ted b y  t he i r  ula- 
d e n a t u r e d  coulaterpar ts .  I n  t h e  case of Yosh ida  glyco- 
pro te in ,  as obse rved  in F igure  2, t he  or iginal  an t igen ic  
specif ic i ty  has  n o t  been  lost. The  figure c lear ly  ind ica tes  
t h a t  q u a n t i t a t i v e  p rec ip i t in  r eac t ion  of h e a t e d  Yosh ida  
g lycopro te in  is s imi lar  to  t h a t  of the  n a t i v e  one. The  
on ly  excep t ion  is r ep re sen t ed  b y  t h e  descending  po r t i on  
of t he  cu rve  wh ich  is b r o a d  and  the re fo re  less h o m o -  
geneous,  t h u s  conf i rming  t he  occur rence  of d i f f e ren t ly  
sized an t igen ic  d e t e r m i n a n t s .  The  an t igen ic  specif ic i ty  
did  no t  change  w i t h  t he  increase  of t he  t e m p e r a t u r e .  The  
p rec ip i t in  r eac t i on  car r ied  ou t  w i t h  t he  p ro t e in  h e a t e d  
a t  90 ~ was in fac t  iden t i ca l  w i t h  t h a t  of p ro t e in  a t  70 ~ 

I t  has  been  p rev ious ly  d e m o n s t r a t e d  5 t h a t  chemica l  
modi f i ca t ion  of ty rosy l  groups  suppresses  t he  c a p a c i t y  
of th i s  an t i gen  to  combine  w i t h  specific an t ibody ,  t h u s  
ind ica t ing  t h a t  t y rosy l  res idues  are of f u n d a m e n t a l  im-  
p o r t a n c e  for t h e  immunospec i f i c i t y  of t he  g lycoprote in .  

Never the less ,  t he  fac t  t h a t  h e a t i n g  does n o t  abo l i sh  
th i s  c a p a c i t y  is n o t  surpr iz ing  if one considers  t h a t  t he  
changes  in t e m p e r a t u r e  difference spec t ra  can  be a t -  
t r i b u t e d  n o t  on ly  to ty rosy l  b u t  also to a c o n t r i b u t i o n  of 
t r y p t o p h a n y l  a n d  p h e n y l a l a n y l  residues.  

Moreover  t h e  spec t ra l  changes ,  essen t ia l ly  due  to  
modi f i ca t ions  b o t h  of in t r ins ic  so lven t  effect  and  of 
degree of ion iza t ion  of ce r t a in  groups,  are reversible .  

These  obse rva t i ons  ind ica te  t h a t  the  con fo rma t iona l  
changes  of Yosh ida  g lycoprote in ,  wh ich  occur  u p o n  
hea t ing ,  do n o t  modi fy  t h e  smal l  a reas  of t h e  surface of 
t he  molecule  wh ich  are i nvo lved  in t he  reac t ion  w i t h  
an t ibody .  
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Elsevier, Amsterdam 1964), vol. 11, p. 338. 

Wirkung von 6/3-Methoxy-9/~,10a-pregna-4,6-dien-3,20-dion (Ro 6-1963) auf die Steroidreduktasen 
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Effect of 6f l -Methoxy-9/3,10a-pregna-4,6-diene-3,20-dione (Ro 6-1963) on the Steroid Reductases in 
Rat Liver 
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Summary. 6fi-Methoxy-9fi,10 e-pregna-4 ,6-diene-3 ,20-dione inh ib i t e s  the  Ar  in microsomes  
and  t he  A4-3-oxosteroid-5/%reduction in t he  soluble f r ac t ion  of male  r a t  l iver.  The  3e- a n d  3/%hydroxysteroid  dehydro -  
genase  are  no t  i n h i b i t e d  b y  th i s  subs tance .  

6/3- 3/ lethoxy" 9fl, 10~- p r e g n a -  4, 6- dien - 3, 20 - d ion (Ro 
6-1963) zeigte sich w i r k s a m  Ms I n h i b i t o r  der  A~-3-Oxo - 
s t e ro id -5e -Reduk t a se  der  R a t t e n p r o s t a t a  in  v i t ro  2. Uns  
in te ress ie r te  die Wirkulag dieser  S u b s t a n z  auf  die E n z y m e  
des Steroids tof fwechsels  in  de r  R a t t e n l e b e r ,  a n d  zwar  auf  
die A4-3-Oxos te ro id-5e-Reduktase  u n d  die 3 e - H y d r o x y -  
s t e ro id -Dehydrogenase  in der  M i k r o s o m e n f r a k t i o n  u n d  
die A4-3-Oxosteroid-5/~-Reduktase im Cytop lasma .  

Methoden. ~vVir b e n u t z t e n  die Leber  mgnn l i che r  Wis t a r -  
]Ratten. Die Pr~Lparation der  Mikrosomen  erfolgte in  de r  
schon  b e s c h r i e b e n e n  WeiseK Die e n z y m a t i s c h e n  Akt iv i -  
t~iten wurdela b e r e c h n e t  aus  den  g a s c h r o m a t o g r a p h i s c h  
b e s t i m m t e n  P r o d u k t e n .  Die e n z y m a t i s c h e n  Ans~tze  zu r  
B e s t i m m u n g  de r  Ak t iv i t / / t  der  A4-3-Oxosteroid-5e-lRe - 
d u k t a s e  e n t h i e l t e n  in e inem V o l u m e n  v o n  3,0 ml :  0,2 M 
K a l i u m p h o s p h a t p u f f e r ,  p H  7,0, 0,8 m M  N A D P H ,  bis  zu 
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0,1 m M  d4-3-Oxosteroid ,  bis 0,69 m g  Mikrosomenpro te in ,  
0, 09 m g  6fl-Methoxy-9~, 10a-pregna-4,  6-dien-3, 20-dion (in 
30 F1 Kthano l )  oder  als Lee rwer t  30 V1 Athano l .  I n  den  
AnsS.tzen m i t  Tes tos te ron ,  Andros t en -3 ,17 -d ion ,  Andro-  
s t en -3 ,11 ,17- t r ion ,  P r oges t e r on  u n d  11-Oxoproges te ron  
als S u b s t r a t  wurde  die IReaktion d u t c h  Schi i t t e ln  m i t  
~ t h e r  u n t e r b r o c h e n .  Der  & t h e r e x t r a k t  wurde  e i n g e d a m p f t  
u n d  der  R i i c k s t a n d  m i t  0,1 ml  N,O-Bis(trimethylsilyl)- 
a c e t a m i d  1 h a u f  65 ~ e rw~rmt ,  Uberschfiss iges  N, O-Bis- 
( t r ime thy l s i l y l ) ace t amid  wurde  bei  50~ m i t  t r o c k e n e m  
St icks tof f  abgeblasen .  Der  R t i c k s t a n d  wurde  in 100 al 
Ace ton  gel6st.  1 txl dieser  L 6 s u n g  wurde  in den  Gasehro-  
m a t o g r a p h e n  e ingespr i tz t .  (2-m-S~ule aus  3% OV-17 auf  
C h r o m o s o r b  W/AYV-DMCS. S /~u len tempera tu r  275~ 
E i n s p r i t z b l o c k  300 ~ Die AnsXtze m i t  Cort ison,  Cortisol  
u n d  l l - D e s o x y c o r t i s o l  w u r d e n  im Ansch luss  an  die enzy-  
m a t i s c h e  R e a k t i o n  m i t  2 ml  P rop ions~ure  ul ld 2 g Na-  
t r i u m b i s m u t a t  1 h geschfi t te l t .  Die geb i lde ten  17-Oxo- 
s te ro ide  w u r d e n  m i t  Benzo l  e x t r a h i e r t  u n d  in gleicher  
XYeise wie oben  als T r i m e t h y l s i l y l M h e r  g a s c h r o m a t o -  

Hemmung der mikrosomalen ZJ4-3-Oxosteroid-5 g-Reduktase durch 
6fl-Methoxy-9~,10 c~-pregna-4,6-dien-3,20-dion (Ro 6-1963) (n = 4-8) 

Substrat Spez. Aktivit~tt der zl4-3-Oxosteroid-5 o~- 
Reduktase (nMol/Min �9 mg) 

Ohne Mit Hemmung (%) 
Ro 6-1963 Ro 6-1963 

Testosteron 30,00• 18,96;[_3,23 36,8 
Androsten-3,17-dion 37,39~: 1,87 21,96~=2,58 41,3 
Andros ten-3,11,17- 
trion 38,05• 15,74~=2,21 58,6 
11-Desoxycortisol 33,22• 14,33~1,02 58,9 
11-Desoxycor tico- 
steron 29,42=F 1,20 13,01~1,37 55,8 
Progesteron 11,74~0,69 6,75~0,18 42,5 
ll-Oxoprogesteron 30,98i7,34 3,11~-1,22 90,0 
Cortison 17,86~= 1,45 1,81=t-0,02 89,9 
Cortisol 16,39i0,97 1,76zL0,08 88,6 
Corticosteron 20,13• 3,69~c0,69 81,7 
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Kinetik der Hemmung der Testosteron-5~-Reduktion durch 6~- 
Methoxy-9fl,10~-pregna-4,6-dien-3,20-dion mit steigenden Test- 
osteron- Konzentrationen. 

g r a p h i s c h  b e s t i m m t .  Die aus  Cor t i cos te ron  u n d  11- 
Desoxycor t i cos t e ron  e n t s t a n d e n e n  R e a k t i o n s p r o d u k t e  
w u r d e n  als O-Methoxim- t r imethy ls i ly lS . ther  bes t immt~ .  

Ergebnisse und Diskussion. Bei der  I n k u b a t i o n  von  
Mikrosomen  der  mSmnlichen R a t t e n l e b e r  m i t  ~qu imola ren  
Mengen  ve r sch iedener  A~-3-Oxosteroide m i t  6fl-Meth- 
oxy-9/~, 10e-pregna-4,  6-dien-3, 20-dion in G e g e n w a r t  yon  
N A D P H  f a n d e n  wir, dass  die S t e ro id -Se -Reduk t i on  bei 
a l ien Subs t r a t en ,  a l le rd ings  in e inem un te r sch ied l i chen  
Ausmass ,  g e h e m m t  wird  (Tabelle).  Die R e d u k t i o n  von  
Tes to s t e ron  u n d  Andros ten-3 ,  17-dion wird  e twa  i m  glei- 
chen  Masse g e h e m m t .  E ine  zus~Ltzliche 11-Oxogruppe 
ff ihr t  zu einer  ve r s tXrk ten  H e m m w i r k u n g .  Besonders  
s t a r k  war  die H e m m u n g  de r  5 e - R e d u k t i o n  yon  Cortison, 
Cort isol  u n d  Cor t icos teron.  Selbst  m i t  d e m  100. Teil  der  
H e m m s t o f f k o n z e n t r a t i o n  b e t r u g  die H e m m u n g  bei  Cor- 
t i son  noch  25%. F e h l t  im  Subs t r a tmolekf i l  eine Sauer-  
s t o f f - F u n k t i o n  an  C-11, is t  die H e m m u n g  b e d e u t e n d  ge- 
r inger.  

Die S u b s t r a t - S g t t i g u n g s k u r v e  (Figur) zeigt,  dass  die 
H e m m u n g  der  T e s t o s t e r o n - 5 e - R e d u k t i o n  n i c h t k o m p e t i -  
t i v e n  C h a r a k t e r  ha t .  
(Kin ~ 1,16 X 10 -5 M ;  Vmax = 0,526 txMol �9 m in  - t  �9 ml-1;  
Ki  = 5 , 1 4 •  5M) .  

1 i + [ I ] / K ~  
/{i  wurde  n a c h  der  Gle ichung  = berechne t .  

v V 
Die in G e g e n w a r t  v o n  h o h e n  T e s t o s t e r o n - K o n z e n t r a -  

t i onen  au f t r e t ende  S u b s t r a t h e m m u n g  wurde  b isher  noch  
n i c h t  beschr ieben .  Die zur  H e m m u n g  er forder l ichen  Sub-  
s t r a t k o n z e n t r a t i o n e n  werden  al lerdings  u n t e r  physiologi-  
schen  B e d i n g u n g e n  oder  n a c h  t h e r a p e u t i s c h e r  Anwen-  
dung  yon  Stero iden  n i c h t  erreicht .  

Auf  G r u n d  der  spez. Akt ivi t~i ten  und  dem Ausmass  der  
H e m m u n g  lassen sich die A*-3-Oxosteroide in mindes t ens  
2 G r u p p e n  un te r te i l en ,  die v e r m u t l i c h  d u r c h  versch iedene  
5 a - R e d u k t a s e n  r eduz ie r t  werden :  1. Tes tos te ron ,  Andro-  
s ten-3 ,17-d ion ,  11-Desoxycort isol  und  11-Desoxycort i -  
cos te ron  (spez. A k t i v i t ~ t  29,4-37,4 nMol  - m i n  -1 - mg-1;  
H e m m u n g  36,8-58,9%).  2. Cortisol, Cor t icos teron,  Corti-  
son (spez. A k t i v i t ~ t  16,4-20,1 nMol  �9 m in  -1 �9 mg-1;  H e m -  
m u n g  81,7-89,9~ 

Wi r  s te l l t en  wei ter  lest ,  dass  auch  die cy top l a sma t i s che  
5/%Reduktase d u r c h  Ro 6-1963 g e h e m m t  wird. Mi t  e twa  
~qu imola ren  Mengen  S u b s t r a t  u n d  H e m m s t o f f  und  
N A D H  als C o s u b s t r a t  wurde  die 1Reduktion von  Tes to-  
s t e ron  zu 37,2%, von  Andros ten-3 ,  17-dion zu 31,7%, von  
P roges t e ron  zu 23% u n d  yon  11-Oxoproges teron  zu 54% 
g e h e m m t .  Die Cort ison-5/~-Reduktase  war  gegeni iber  dem 
H e m m s t o f f  besonders  empf indl ich .  Die H e m m u n g  b e t r u g  
fiber 90 %. Ke ine  H e m m u n g  wurde  dagegen  auf  die mikro-  
somme 3~- und  3 /~-Hydroxys te ro id-Dehydrogenase  beob-  
ach te t .  Der  H e m m s t o f f  se lbs t  wurde  in G e g e n w a r t  yon  
Mikrosomen  oder  C y t o p l a s m a  u n d  N A D P H  (NADH) 
n i c h t  ver&ndert .  

1 Diese Arbeit wurde vonder  Firma Hoffmann-La Roche, Basel, 
untersttitzt. 
F. LoTz, F. Hoffmann-La Roche, Basel (Sehweiz), persSnliehe 
Mitteilung. 
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