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S u m m a r y :  T h e  a b i l i t y  o f  h e m i n  t o  s t i m u l a t e  e s t r o g e n  s y n t h e t a s e  
( a r o m a t a s e )  i n  c u l t u r e d  h u m a n  t r o p h o b l a s t  c e l l s  a n d  i n  c e l l u l a r  
h o m o g e n a t e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  a r o m a t a s e  s t i m u l a t i o n  
b y  d i b u t y r y l  cAMP [ ( B u ) 2 c A M P ] .  C e l l s  g r o w n  w i t h  h e m i n  f o r  24  h ,  o r  
h o m o g e n a t e s  i n c u b a t e d  f o r  45  m i n  w i t h  h e m i n ,  s h o w e d  m a x i m a l  a r o m a t a s e  
s t i m u l a t i o n  ( 1 5 0  t o  200% o f  a c t i v i t i e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  h e m i n )  a t  25  
~M a n d  0 . 1  ~M, r e s p e c t i v e l y .  A r o m a t a s e  s t i m u l a t i o n  i n  c u l t u r e  b y  
25 ~M h e m l n  w a s  o b s e r v e d  w i t h i n  4 h a f t e r  h e m i n  a d d i t i o n ,  w h i l e  
( B u ) 2 c A M P  r e q u i r e d  m o r e  t h a n  6 h .  I n t r a c e l l u l a r  h e m e  a n d  p o r p h y r i n  
l e v e l s  w e r e  h i g h e r  ( 1 6 0  t o  1 8 5 % )  i n  96  h ( B u ) 2 o A M P - g r o w n  c e l l s  t h a n  
c o n t r o l  c e l l s .  ® 1985 Acad~ic Press, Inc. 

R e g u l a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w h i c h  m a k e s  e s t r o g e n s  f r o m  a n d r o g e n s ,  

e s t r o g e n  s y n t h e t a s e  ( a r o m a t a s e ) ,  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  m a n y  

p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s e s ,  s u c h  a s  r e p r o d u c t i o n  a n d  f e t a l  d e v e l o p m e n t ,  

a n d  i s  o f  c l i n i c a l  i n t e r e s t  i n  s e v e r a l  p a t h o l o g i c a l  p r o c e s s e s ,  s u c h  

a s  e s t r o g e n - d e p e n d e n t  c a r c i n o m a s .  T h e r e  a r e  m a n y  b a s i c  a n d  c l i n i c a l  

s t u d i e s  o f  t h e  p h a r m a c o l o g i c a l  i n h i b i t i o n  ( 1 , 2 )  o f  t h i s  c y t o c h r o m e  

P - 4 5 0  e n z y m e  s y s t e m  ( 3 , 4 ) ,  b u t  r e l a t i v e l y  f ew  s t u d i e s  o f  t h e  

m e c h a n i s m  o f  i t s  p h y s i o l o g i c a l  r e g u l a t i o n .  

I n  o n e  m o d e l  s y s t e m ,  h u m a n  c h o r i o c a r o i n o m a  c e l l s  i n  c u l t u r e ,  

( B u ) 2 c A M P  p l u s  t h e o p h y l l i n e  s t i m u l a t e  a r o m a t a s e  a c t i v i t y  

e i g h t - t o - t e n - f o l d  o v e r  9 6  h b y  a p r o c e s s  r e q u i r i n g  RNA a n d  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( 5 ) .  C y t o c h r o m e  P - 4 5 0  a p p e a r s  t o  b e  t h e  

r e g u l a t o r y  c o m p o n e n t  o f  a r o m a t a s e  i n  t h e s e  c e l l s  ( 5 , 6 ) .  We r e p o r t  

A b b r e v i a t i o n s  u s e d :  ( B u ) 2 c A M P  - d i b u t y r y l  cAMP, d b T  - I mM 
i B ~ u ) ~  p-~uus T mM t h e o p h y l l i n e .  
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h e r e  t h e  a b i l i t y  o f  h e m i n  t o  r a p i d l y  a n d  s i g n i f i c a n t l y  s t i m u l a t e  

a r o m a t a s e  i n  t h e s e  c e l l s .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e p o r t  o f  t h e  a b i l i t y  

o f  h e m i n  t o  s t i m u l a t e  a s t e r o i d o g e n i c  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  e n z y m e  i n  

c e l l s  i n  c u l t u r e  a s  w e l l  a s  i n  c e l l u l a r  h o m o g e n a t e s .  

KATERIALS AND METHODS 

~ ! $ ! ~ :  T h e  a r o m ~ t a s e  s u b s t ~ ] t e ,  [ l ~ - 3 H ,  4 - 1 4 C ]  
a n d r o s t e n e d i o n e  ( 6 4 . 4  C i  - H ,  1 . 7  C i  - - C  p e r  m o l ) ,  w a s  p r e p a r e d  
u s i n g  t h e  d r a s t i c  a l k a l i  t r e a t m e n t  ( 7 )  o n  a m ~ t u r e  o f  [ I , 2 " ~ H ]  
a n d r o s t e n e d i o n e  ( 4 1  C i / m m o l  f r o m  NEN) a n d  [ 4 ~ ' C ]  a n d r o s t e n e d i o n e  
( 5 7 . 4  C i / m o l  f r o m  N E N ) .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  H i s  7 7 ~  i n  t h e  i ~  
p o s i t i o n  ( b y  n m r  f r o m  N E N ) .  

H e m i n  ( T y p e  I ,  b o v i n e ) ,  p r o t o p o r p h y r i n  I X ,  o x a l i c  a c i d ,  
n o n - r a d i o a c t i v e  s t e r o i d s ,  c y t o c h r o m e  c a n d  NADPH w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  
S i g m a  C h e m i c a l  Co .  L i q u i s c i n t  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l  c a m e  f r o m  
N a t i o n a l  D i a g n o s t i c s .  GIBCO s u p p l i e d  t h e  c e l l  c u l t u r e  m e d i a  a n d  
s e r u m .  

M e t h o d s :  
C e l l  C u l t u r e :  Human  c h o r i o c a r c i n o m a  c e l l s  ( J A r  l i n e )  w e r e  m a i n -  

t a i n e d  i n  c o n t i n u o u s  c u l t u r e  w i t h  g r o w t h  m e d i u m  c h a n g e d  d a i l y ,  a n d  
g r o w n  i n  t h e  a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  d b T  as  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( 8 ) .  
The  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  h e m i n  ( d i s s o l v e d  u n d e r  r e d u c e d  l i g h t  
c o n d i t i o n s  i n  0 . 1  M NaOH, b r o u g h t  t o  a p p r o x i m a t e  pH 8 . 5  w i t h  0 . 1  N 
HC1 a n d  f u r t h e r  d i l u t e d  w i t h  c u l t u r e  m e d i u m  t o  t h e  p r o p e r  
c o n c e n t r a t i o n )  w a s  m a i n t a i n e d  i n  t h e  c e l l  c u l t u r e  m e d i u m  i n  t h e  d a r k  
f o r  t h e  t i m e  p e r i o d s  i n d i c a t e d .  A t  t e r m i n a t i o n ,  t h e  a t t a c h e d  c e l l s  
w e r e  w a s h e d  t w i c e  u s i n g  s e r u m - f r e e  c u l t u r e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  
a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  h e m i n ,  r e m o v e d  f r o m  t h e  f l a s k  a n d  c o l l e c t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a s  d e s c r i b e d  ( 9 ) .  

E n z y m e  a n d  P r o t e i n  A s s ~ x ~ :  F r o z e n  c e l l  p e l l e t s  w e r e  t h a w e d  a n d  
h o m o g e n i z e d  i n  GP b u f f e r  ( 5 ) .  N A D P H - c y t o c h r o m e  c r e d u c t a s e  a c t i v i t y  
( 5 )  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t  ( 1 0 )  w e r e  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d .  

The  a r o m a t a s e  a s s a y , ~ p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  o~ t r i p l i c a t e ,  w a s  
b a s e d  o n  t h e  t r a n s f e r  o f  "H f r o m  t h e  s u b s t r a t e  t o  ~H_O 5 
~ o n c o m i t a n t  w i t h  e s t r o g e n  p r o d u c t i o n  ( 4 ) ,  u s i n g  s u b s ~ r a t e  ( 1 0  dpm 
" H ,  2 0 0  n g  a n d r o s t e n e d i o n e ) ,  0 . 5  mg NADPH a n d  h o m o g e n i z e d  c e l l s  
( 0 . 8  t o  2 mg p r o t e i n )  i n  a t o t a l  v o l u m e  o f  1 m l .  C o n t r o l  e x p e r i m e n t s  
v e r i f i e d  s u b s t r a t e 3 s a t u r a t i o n  a n d  l i n e a r i t y  o f  t h e  a s s a y .  T h e  a s s a y  
w a s  c o n d u c t e d  a n d  H20  q u a n t i t a t e d  a s  d e s c r i b e d  ( 9 ) .  We v e r i f i e d  
i n  s e l e c t e d  s a m p l e s  t h a t  t h e  a p p a r e n t  a c t i v a t i o n  o f  a r o m a t a s e  b y  
h e m i n  u s i n g  t h e  - H 2 0  a s s a y  i s  c o r r e l a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
r a d i o l a b e l e d  e s t r o g e n  p r o d u c t i o n  ( p r o c e d u r e  a s  i n  ( 1 1 ) ) .  

~ ~ h X ~ ! ~ _ ~ ! ! X :  C e l l u l a r  h e m e  a n d  p o r p h y r i n  c o n t e n t  w e r e  
m e a s u r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  G r a n i c k  e t  a ! . ( 1 2 )  a n d  S a s s a  e t  ! ~ .  ( 1 3 ) ,  
m o d i f i e d  a s  d e s c r i b e d  h e r e ,  a f t e r  w a s h i n g  t h e  c e l l s  t w i c e  i n  0 . 1 5  M 
N a C 1 .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  h o m o g e n i z e d  i n  0 . 0 6 7  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  
pH 7 . 4 ,  a n d  a l i q u o t s  m i x e d  w i t h  1 ml o x a l i c  a c i d  ( s a t u r a t e d  s o l u t i o n  
a t  2 1 ° C )  f o r  h e m e  m e a s u r e m e n t  o r  e x t r a c t e d  w i t h  1 ml o f  PM [ m i x t u r e  
o f  1 N p e r c h l o r i c  a c i d - m e t h a n o l  ( 1 : 1 ,  v / v ) ]  f o r  p o r p h y r i n  m e a s u r e -  
m e n t .  F o r  t h e  h e m e  a s s a y ,  s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  f o r  30  m i n ,  
0 . 5  ml o f  PM a d d e d  a f t e r  c o o l i n g  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h e  1 , 0 0 0  
x g - 2 0  m i n  s u p e r n a t a n t  a s s a y e d .  F l u o r e s c e n c e  w a s  m e a s u r e d  i n  a n  
A m i n c o - B o w m a n  s p e c t r o f l u o r o m e t e r ,  w i t h  a r e d - i n s e n s i t i v e  p h o t o m u l -  
t i p l i e r  t u b e  ( 1 P 2 1 ,  $4 s p e c t r a l  r e s p o n s e ,  0 . 2  mm s l i t ) ,  a t  4 0 6  nm 
e x c i t a t i o n  ( s l i t - 2 2 n m )  a n d  e m i s s i o n s  ( s l i t - 1 1  nm) o f  5 7 7 - 5 7 8  nm 
( m i n i m u m )  a n d  5 9 6  nm ( m a x i m u m ) .  C o n t r o l  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  t h e  
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f l u o r e s c e n c e  w a s  l i n e a r l y  r e l a t e d  t o  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  i n  t h e  
a s s a y  o v e r  t h e  r a n g e  u t i l i z e d .  

S t a t i s t i c a l  A n a l x s i s :  A l l  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  h e r e  w e r e  p e r -  
f o r m e d  a t  l e a s t  t w i c e .  E x c e p t  w h e r e  o t h e r w i s e  n o t e d ,  a l l  a s s a y s  w e r e  
i n  d u p l i c a t e  o r  t r i p l i c a t e  a n d  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  a s  m e a n ± S . D .  
S t a t i s t i c a l  c o m p a r i s o n s  w e r e  made  u s i n g  S t u d e n t ' s  t - t e s t .  

RESULTS AND DISCUSSION 

V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h e m i n  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  24 h w i t h  

c o n t r o l  a n d  d b T - g r o w n  c h o r i o c a r c i n o m a  c e l l s  i n  c u l t u r e  a n d  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  o f  a r o m a t a s e  a n d  N A D P H - c y t o c h r o m e  c r e d u c t a s e  w e r e  

d e t e r m i n e d  ( F i g .  1 ) .  The  o p t i m a l  h e m i n  c o n c e n t r a t i o n  f o r  t h e  

s p e c i f i c  a n d  s i g n i f i c a n t  s t i m u l a t i o n  o f  a r o m a t a s e  ( p (  0 . 0 0 S  r e l a t i v e  

t o  a r o m a t a s e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  h e m i n )  w a s  25 ~M f o r  c o n t r o l  c e l l s  a n d  

a b o u t  10 ~M f o r  d b T - s r o w n  c e l l s .  T h i s  o p t i m a l  h e m t n  c o n c e n t r a t i o n  

f a i l e d  t o  a f f e c t  t h e  s e c r e t i o n  o f  h u m a n  c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p i n ,  

g l y c o p r o t e i n  h o r m o n e  u - s u b u n i t  o r  p r o g e s t e r o n e  f r o m  c o n t r o l  

c e l l s  ( R . H . ,  u n p u b l i s h e d  w o r k ) .  As r e p o r t e d  f o r  m o u s e  F r i e n d  

v i r u s - t r a n s f o r m e d  e r y t h r o l e u k e m i a  c e l l s  i n  c u l t u r e  ( 1 4 ) ,  h e m i n  

c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  100  ~M w a s  t o x i c  t o  t h e s e  c e l l s .  T h e s e  d a t a  

IA . . . . .  B 
! 

18ot- / 

"o ~ 140i 
._~ o 100~- - - 

,5 10 50 100 ,500 1000 5 10 50 100 
Hernin Concentrotion (p.M) 

F i g .  I .  A r o m a t a s e  s t i m u l a t i o n  by h c m i n  in  c u l t u r e d  c e l l s .  (A) 
C h o r i o c a r c i n o m a  c e l l s  were  grown w i t h  medium c o n t a i n i n g  h e m i n  as  
i n d i c a t e d .  (B) Same as  (A) e x c e p t  dbT was i n c l u d e d  in  t h e  medium.  
The I00~  ( h e m i n - f r e e  c o n t r o l )  v a l u e s  f o r  a r o m a t a s e  (X; p m o l / m l n / m g  
p r o t e i n ) ,  NADPH-cy toeh rome  c r e d u c t a s c  (• ; n m o l / m l n / m g  p r o t e i n ) ,  and 
p r o t e i n  ( e ; m g / f l a s k )  were  f o r  (A) 0 . 2 3 ,  2 . 5 8  and 5 . 5 ,  r e s p e c t i v e l y ,  
and f o r  (B) 0 . 9 5 ,  2 . 5 5  and 5 . 5 ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  d a t a  a r e  
a c c u m u l a t e d  f rom and r e p r e s e n t a t i v e  o f  f i v e  s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n  
f o r  c o n t r o l  c e l l s  and two f o r  d b T - g r o w n  c e l l s .  
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s h o w  f o r  t h e  f i r s t  time, t o  t h e  b e s t  o f  o u r  k n o w l e d g e ,  s t i m u l a t i o n  b y  

h e m i n  o f  a c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  e n z y m e  i n  c u l t u r e d  c e l l s  a n d  o f  a 

s t e r o i d o g e n i c  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  e n z y m e .  

T h e  r e s u l t s  i n  F i g .  1 do  n o t  p e r m i t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  

m e c h a n i s m  o f  h e m e  a c t i o n .  S i n c e  p r e v i o u s  s t u d i e s  o f  t h e  s t i m u l a t i o n  

o f  c y t o c h z o m e  P - 4 5 0 - d e p e n d e n t  d r u g  h y d z o x y l a t i o n ,  i n  h e p a t i c  t i s s u e s  

f o l l o w i n g  t r e a t m e n t  w i t h  a g e n t s  t h a t  p r o m o t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  

a p o c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  ( 1 5 )  o r  i n  u n t r e a t e d  n o n - h e p a t i c  t i s s u e s  ( 1 6 ) ,  

w e r e  p e r f o r m e d  i n  t i s s u e  h o m o g e n a t e s  a n d / o r  s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n s ,  

t h e  m e c h a n i s m  o f  h e m i n  a c t i v a t i o n  i s  g e n e r a l l y  r e g a r d e d  t o  b e  X ~ !  

i n s e r t i o n  i n t o  t h e  a p o c y t o c h z o m e  P - 4 5 0  ( 1 7 , 1 8 ) .  We t e s t e d  t h i s  

m e c h a n i s m  o f  h e m i n  a c t i v a t i o n  b y  i n c u b a t i n g  v a r i o u s  h e m i n  c o n c e n -  

t r a t i o n s  w i t h  h o m o g e n i z e d  c e l l s  ~ n  X ~ -  T h e  r e s u l t s  i n  F i g .  2 s h o w  

t h a t  a s i m i l a r  e x t e n t  o f  a r o m a t a s e  a c t i v a t i o n  a s  t h a t  s e e n  w i t h  

c u l t u r e d  c e l l s  o c c u r s  a t  0 . 1  ~M h e m i n .  B o t h  s e t s  o f  d a t a  t a k e n  

t o g e t h e r  s u g g e s t  t h a t  h e m i n  a c t i v a t e s  a r o m a t a s e  b y  a n  i n s e r t i o n  

m e c h a n i s m .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  e x t e n t  o f  a c t i v a t i o n  ( 1 5 0  t o  200% o f  

v a l u e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  h e m i n )  s u g g e s t s  t h a t  a b o u t  30  t o  50% o f  t h e  

a r o m a t a s e  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  i n  t h e s e  c e l l s  i s  i n  t h e  a p o c y t o c h z o m e  

f o r m .  

200 o 

§ 
"5 150 
g 

~ 100, 

~ 50 

o 

o 
o 

, I , I , I , I , I 

200 400 600 800 1000 

[Heroin] (nM) 

F i g .  2. A r o m a t a s e  s t i m u l a t i o n  b y  h e m i n  i n  c e l l u l a r  h o m o g e n a t e s .  
C o n t r o l  c h o r i o c a r c i n o m a  c e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  
h e m i n  a s  i n d i c a t e d  a n d  1 . 5  mM EDTA f o r  45 m i n  a t  3 7 ° C  i n  f l a s k s  
p r o t e c t e d  f r o m  l i g h t .  The  a r o m a t a s e  e s s a y  w a s  i n i t i a t e d  b y  a d d i n g  
s u b s t r a t e  a n d  NADPH f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° C  f o r  32 m i n .  The  
c o n t r o l  ( 1 0 0 % )  a r o m a t a s e  a c t i v i t y  w a s  0 . 0 5 5  p m o l / m i n / m g  p r o t e i n .  
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F i g .  3 .  Time c o u r s e  o f  h e m i n  - and d b T -  s t i m u l a t i o n  o f  a r o m a t a s e  
i n  c u l t u r e .  C e l l s  we re  g rown  i n  med ium a l o n e  ( c o n t r o l ) ,  m e d i u m  w i t h  
25 ~M h e m i n  ( . ) ,  o r  m e d i u m  w i t h  dbT ( [] ) .  A r o m a t a s e  s p e c i f i c  
a c t i v i t i e s  i n  h e m i n  - and  dbT - c o n t a i n i n g  m e d i u m  w e r e  d i v i d e d  by  t h e  
s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  c o n t r o l  c e l l s  a t  e a c h  t i m e  p o i n t .  The a v e r a g e  
N A D P H - c y t o c h r o m e  c r e d u c t a s e  a c t i v i t y  o r  p r o t e i n  c o n t e n t  t h r o u g h o u t  
t h e  24 h were  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  c o n t r o l  o r  t r e a t e d  
c e l l s .  The c o n t r o l  a r o m a t a s e  a c t i v i t i e s  ( p m o l / m i n / m g  p r o t e i n )  a t  
z e r o  t i m e  a v e r a g e d  0 . 2 5 - +  0 . 0 1 2  ( n = 1 0 ) ,  i n c r e a s i n g  t o  0 . 4 6  + 0 . 0 0 6  
( n = 4 )  a t  6 h b e f o r e  d e c l i n i n g  to  0 . 3 + 0 . 0 0 5  ( n = 4 )  a t  24 h .  

To d e t e r m i n e  i f  h e m e  p l a y s  a r o l e  i n  t h e  w e l l - d o c u m e n t e d  

s t i m u l a t i o n  o f  a r o m a t a s e  b y  d b T ,  we c o m p a r e d  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  

a r o m a t a s e  s t i m u l a t i o n  b y  25 FM h e m i n  a n d  b y  d b T  i n  c u l t u r e d  c e l l s  

( F i g .  3 ) .  A t  4 a n d  6 h ,  a r o m a t a s e  a c t i v i t y  i n  h e m i n - g r o w n  c e l l s ,  

b u t  n o t  i n  d b T - g r o w n  c e l l s ,  w a s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h e  

a c t i v i t y  i n  c o n t r o l  c e l l s  ( p < 0 . 0 0 $ ) ,  r e a c h i n g  a m a x i m u m  v a l u e  f r o m  24 

t o  48 h .  By 24 h t h e  a r o m a t a s e  a c t i v i t y  i n  d b T - g r o w u  c e l l s  e x c e e d e d  

t h e  v a l u e  i n  c o n t r o l  a n d  24 pM h e m i n - g r o w n  c e l l s .  

F u r t h e r m o r e ,  we s o u g h t  t o  d e t e r m i n e  i f  i n t r a c e l l u l a r  h e m e  a n d  

p o r p h y r i n  l e v e l s  a r e  r e s p o n s i v e  t o  d b T  b y  c o m p a r i n g  t h e s e  l e v e l s  i n  

c e l l s  g r o w n  f o r  v a r i o u s  p e r i o d s  o f  t i m e  w i t h o u t  ( c o n t r o l )  o r  w i t h  

d b T .  T h e  d a t a  i n  T a b l e  I s u g g e s t  t h a t  o n l y  a f t e r  96  h g r o w t h  w i t h  

d b T ,  w h e n  a r o m a t a s e  a c t i v i t y  i s  s t i m u l a t e d  b y  8 - t o  1 0 - f o l d  ( 5 ) ,  w e r e  

h i g h e r  l e v e l s  o f  h e m e  a n d  p o r p h y r i n  o b s e r v e d  i n  d b T - g r o w n  c e l l s  

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l  c e l l s .  
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T a b l e  1. P o r p h y r i n  and  heme c o n t e n t  o f  c h o r i o c a r c i n o m a  c e l l s  

P o r p h y r i n  Heme 

t i m e  c o n t r o l  d b T - g r o w n  c o n t r o l  d b T - g r o w n  

p m o l / m g  p r o t .  

E x p e r i m e n t  I 96 h 0 . 5 1  +_0.15 0 . 9 4  ± 0 . 4 2  

p m o l / m g  p r o t .  

8 . 1 5  ± 2 . 2 8  13.45+_ 1 . 2 3 *  

E x p e r i m e n t  I I  48 h 1 . 5 5  +_0.31 

72 h 0 . 9 2  ± 0 . 0 7  

96 h 0 . 7 2  +_0.1 

1 . 2 5  -+ 0 . 0 9 8  1 1 . 6  +_ 0 . 7 1  

1 . 2  ± 0 . 0 6 3 *  1 1 . 3  +_ 1 . 3 5  

1 . 3 4  + 0 . 1 1 "  8 . 4 3  _+ 0 . 5 4  

13.3_+ 0 . 4 7 *  

11.9+_ 0 . 9 6  

1 3 . 3  _+ 0 . 7 7 *  

C e l l s  we re  g rown  i n  med ium a l o n e  o r  w i t h  dbT f o r  t h e  i n d i c a t e d  t i m e ,  end  t h e n  
w a s h e d  and  c o l l e c t e d  as  d e s c r i b e d .  A l i q u o t s  o f  h o m o g e n i z e d  c e l l s  w e re  
a s s a y e d  f o r  heme and  p o r p h y r i n  c o n t e n t  end  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  
P o r p h y r i n  was  u n d e t e c t a b l e  i n  b o t h  g r o w t h  med ium and  u n d i l u t e d  s e r u m .  
Eeme l e v e l s  was 1 . 5 7  pM i n  10% s e r u m .  The t o t a l  heme c o n t e n t  o f  t h e  
g r o w t h  med ium p e r  f l a s k  d i v i d e d  by  t h e  t o t a l  c e l l u l a r  p r o t e i n  a t t a c h e d  t o  
t h e  f l a s k  i s  a b o u t  2 . 4  nmol  h e m e / m g  p r o t e i n .  

• v ( 0 . 0 0 5  r e l a t i v e  to  c o n t r o l  c e l l s  a t  same t i m e .  

P r o v i d e d  t h a t  a r o m a t a s e  e y t o c h r o m e  P - 4 5 0  l e v e l s  a r e  l e s s  t h a n  

10  t o  20% o f  t h e  h e m e  i n t r a c e l l u l a r  l e v e l s  I t h e s e  d a t a  a r e  

c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a r o m a t a s e  s t i m u l a t i o n  b y  d b T  m a y  

i n v o l v e  i ~  ~ K ~  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  h e m e  s u p p l y  a n d  

t h e  s u b s e q u e n t  i n s e r t i o n  o f  h e m e  i n t o  a r o m a t a s e  a p o c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  

t o  a c t i v a t e  t h e  e n z y m e .  I m p l i c i t  i n  t h i s  u n i q u e  h y p o t h e s i s  a r e  t h e  

a s s u m p t i o n s  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  h e m e  i s  l i m i t i n g  a n d  t h a t  a r o m a t a s e  

a p o c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  i s  p r e s e n t  - -  a s s u m p t i o n s  s u p p o r t e d  b y  t h e  r a p i d  

a n d  s i g n i f i c a n t  a r o m a t a s e  s t i m u l a t i o n  b y  o p t l m a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

h e m i n  i n  c u l t u r e  a n d  i ~  v i t r o .  S i n c e  d b T  s t i m u l a t e s  a r o m a t a s e  t o  a 

1 
D i r e c t  e s t i m a t e s  o f  t h e  t o t a l  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  i n  h o m o g e n i z e d ,  

s u b c e l l u l a r - f r a e t i o n a t e d  J A r  c e l l s  w e r e  3 a n d  13 p m o l / m g  p r o t e i n  i n  
t h e  l o w - s p e e d  p e l l e t  f r o m  c o n t r o l  a n d  d b T - g r o w n  c e l l s ,  r e s p e c t i v e l y ,  
w i t h  u n d e t e c t a b l e  l e v e l s  ( ( 2  p m o l / m g  p r o t e i n )  i n  t h e  e e l 1  h o m o g e n a t e  
a n d  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s  ( 8 ) .  A r o m a t a s e  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  
c o n s t i t u t e s  o n l y  a f r a c t i o n  o f  t h e  t o t a l  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0 .  By 
e x t r a p o l a t i n g  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  l e v e l s  f r o m  h u m a n  p l a c e n t a l  m i c r o s o m e s  
t o  J A r  c e l l s  b a s e d  on  t h e  r e l a t i v e  a r o m a t a s e  s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  we 
e s t i m a t e  a r o m a t a s e  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  l e v e l s  i n  J A r  c e l l s  a t  a b o u t  0 . 1  
a n d  1 p m o l / m  8 p r o t e i n  i n  c o n t r o l  a n d  d b T - g r o w n  c e l l s ,  r e s p e c t i v e l y .  
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much g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  h e m i n ,  a d d i t i o n a l  f a c t o r s  m u s t  be i n v o l v e d  

i n  t he  m e c h a n i s m  of  dbT a c t i o n .  

A c k n o w l e d g m e n t s :  We t h a n k  Mr. 7 .  K u r t z ,  Ms. A. R u c k e r t ,  Mrs .  M. 
R i n k e  and  Ms. M.McAsey f o r  t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e  and  Mrs .  U . B r u n n  
and  Mr. 7 .  S t a m o s  f o r  a s s i s t a n c e  w i t h  t h e  m a n u s c r i p t .  S u p p o r t e d  by  
U . S . P . H . S . G r a n t  HD 1 6 5 9 3 .  
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