Notizen 481

Eine fluorometrische Bestimmungsmethode fiir
mikrosomale Monooxygenase-Aktivitit der
Rattenleber mit Scoparon als Substrat

A Fluorometric Test for Microsomal Monooxygenase
Activity in the Rat Liver with Scoparone as Substrate

Dieter Miiller-Enoch, Helmut Thomas und
Heinrich Ockenfels

Abteilung Biochemie I der Universitit Ulm, Oberer Esels-
berg, D-7900 Ulm

Z. Naturforsch. 34 ¢, 481 —482 (1979) ;
eingegangen am 27. Februar 1979

Fluorometric Test, Monooxygenases, Liver Microsomes, Rats

A sensitive fluorometric test for the determination of
monooxygenase activity in liver microsomes from rats is
described. The assay is based on the O-demethylation of
6,7-dimethoxycoumarin (scoparone) to 7-hydroxy-6-methoxy-
coumarin and 6-hydroxy-7-methoxycoumarin. Pretreatment
of rats with phenobarbital or polycyclic hydrocarbons
(benzo[a]pyrene, 3-methylcholanthrene) causes a significant
increase in the amount of microsomal dealkylation activity.

Das mikrosomale Hydroxylierungssystem der Le-
ber katalysiert nicht nur den Umsatz von endogenen
Substraten wie Steroiden und Fettsiuren, sondern
metabolisiert auch eine Vielzahl exogener Substanzen
einschlieBlich Arzneimitteln, Insektiziden und Carci-
nogenen [1, 2]. Fir die Untersuchung von Mono-
oxygenase-Systemen sind empfindliche Verfahren zur
Aktivitatsbestimmung erforderlich. Von den beschrie-
benen fluorometrischen Bestimmungsmethoden be-
ruht eine auf der Umwandlung des Carcinogens
Benz[a]pyren in 3-Hydroxybenz[a]pyren [3], eine
zweite auf der Uberfilhrung von Cumarin zu 7-
Hydroxycumarin (Umbelliferon) [4]. Bei beiden
Monooxygenase-Reaktionen scheinen jedoch spezi-
fische Cytochrom-P-450-abhéingige Enzymsysteme be-
teiligt zu sein: Die Benz[a]pyren hydroxylierende
Aryl-Hydroxylase ist durch polycyclische aroma-
tische Kohlenwasserstoffe, nicht jedoch durch Corti-
costeroide oder Phenobarbital induzierbar [5]; die
Cumarin-7-Hydroxylase, die weder durch Benz[a]-
pyren noch durch Phenobarbital induziert werden
kann, zeigt bei verschiedenen Tierspezies starke Akti-
vitdtsunterschiede und ist im iibrigen in der Ratten-
leber nicht nachweisbar [4, 6]. Ein von Ullrich und

Weber [7] unter Verwendung von Méuselebermikro-
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somen ausgearbeiteter fluorometrischer Test fiir die
Barbiturat-induzierbare Monooxygenase-Aktivitét be-
ruht auf der O-Desalkylierung von 7-Athoxycumarin
zu Umbelliferon; in Lebermikrosomen unbehandelter
Ratten konnten die Autoren keine O-Desalkylierung
des Substrates feststellen [8].

Zum Aufbau einer empfindlichen Methode zur
Aktivitdatsbestimmung von O-desalkylierenden En-
zymsystemen in Lebermikrosomen unbehandelter Rat-
ten wurde von uns das intensiv fluoreszierende 6.7-
Dimethoxycumarin (Scoparon) auf seine Verwend-
barkeit als Substrat gepriift: Nach Inkubation von
Rattenlebermikrosomen mit einem 1 : 1-Gemisch von
[6-O-Methyl-14*C]6.7-Dimethoxycumarin und [7-O-
Methyl-1*C]6.7-Dimethoxycumarin (gleicher spezifi-
scher Aktivitat) sowie reduziertem NADP lielen sich
nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung
zweil radioaktive Produkte isolieren, die mit Hilfe der
umgekehrten Isotopenverdiinnungstechnik als die bei-
den Demethylierungsprodukte 7-Hydroxy-6-methoxy-
cumarin (Scopoletin) und 6-Hydroxy-7-methoxycu-
marin (Isoscopoletin) identifiziert werden konnten
(Abb. 1). (Das Verhaltnis von radioaktivem Scopo-
letin zu radioaktivem Isoscopoletin betrug bei 8 An-
sitzen, die den unten angegebenen Testbedingungen
entsprachen- im Mittel 1: 1,8 £0,1.)

Ausgehend von diesen Befunden wurde eine fluoro-
metrische Bestimmungsmethode ausgearbeitet, bei
der auf die chromatographische Abtrennung von
Scopoletin und Isoscopoletin verzichtet werden kann;
denn unter bestimmten Versuchsbedingungen ist es
moglich, das Substrat Scoparon fluorometrisch zu be-
stimmen, ohne daf} die Fluoreszenz der Demethylie-
rungsprodukte die Messung stort. Dies wird erreicht
durch eine Erhéhung des pH-Wertes im Anschluf} an

die Inkubation, wodurch die Emissionsspektren der
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Abb. 1. Enzymatische O-Demethylierung von Scoparon (6.7-
Dimethoxycumarin) zu Scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxycu-
marin) und Isoscopoletin (6-Hydroxy-7-methoxycumarin)
durch Mikrosomen der Rattenleber.
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Demethylierungsprodukte bathochrom verschoben
werden, so dafl bei geeigneter Wellenlidnge lediglich
die Fluoreszenz des Substrates gemessen wird. Die
Menge des pro Zeiteinheit umgesetzten Scoparons ist
ein Maf fiir die Monooxygenase-Aktivitdt der Mikro-
somen.

Die Verwendung von Scoparon als Substrat er-
moglicht somit die fluorometrische Bestimmung einer
O-desalkylierenden Enzymaktivitat in Lebermikroso-
men unbehandelter Ratten; das mit dieser Methode
erfafite Monooxygenase-System ist sowohl durch
Phenobarbital als auch durch die polycyclischen
Aromaten Benz[a]pyren und 3-Methylcholanthren
induzierbar. Das Verfahren ist von hoher Empfind-
lichkeit und einfach in der Ausfithrung.

Experimentelles

Der Testansatz hat folgende Zusammensetzung (in
wul) : 460 Tris/HCl (10~*m; pH 7,6), 80 NADPH
(1072M), 40 Scoparon (1073M in Tris/HCI),
20 MgCl, (107!'M) sowie 400 Mikrosomensuspen-
sion [9] entsprechend 0,5 — 2,5 mg Mikrosomen-
protein. Man inkubiert 10 min bei 30 °C im Schiittel-
thermostaten und unterbricht die Reaktion durch Er-
hitzen im siedenden Wasserbad. Nach Zugabe von
4,5ml 0,05M Tris/HCl (pH 8,5) und anschlieBen-
der Zentrifugation wird unter Anregung bei 345 nm
die Emission des nicht umgesetzten Scoparons bei
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410 nm gemessen. (Unter Testbedingungen besteht
Linearitat fiir Scoparon im Bereich von 1078 bis
1079 M; die Zeit-Umsatz-Kurve zeigt bei Inkubations-
zeiten bis zu 15 min einen linearen Verlauf, die En-
zym-Umsatz-Kurve erwies sich bis zu 2,5 mg Mikro-
somenprotein als linear.)

Die bei den Voruntersuchungen benétigten radio-
aktiven Substanzen wurden wie folgt hergestellt: Das
Gemisch von 192 mg Scopoletin (1 mmol), 852 mg
Methyljodid (6 mmol), 0,5mCi [!*C]Methyljodid
(spez. Aktivitdt 59 mCi/mmol), 400 mg K,CO; und
6 ml Methyldthylketon wurde 20 Stunden unter Riick-
fluB (Kiihifliissigkeit —5 °C) erhitzt. Man filtrierte
vom K,COg ab, dampfte das Filtrat zur Trockne ein
und nahm den Riickstand in 15 ml Essigsdureathyl-
ester auf. Nach dem Ausschiitteln mit 10ml 0,5 N
Na,COj-Losung wurde die organische Phase einge-
dampft und der Riickstand zweimal aus Benzol/
Petroldather (3 :2) umkristallisiert. Ausbeute an
[7-O-Methyl-#C]6.7-Dimethoxycumarin 124 mg
(60% bez. auf Scopoletin) vom Schmelzpunkt 143
bis 144 °C.

Die Synthese von [6-0O-Methyl-1#C] 6.7-Dimethoxy-
cumarin erfolgte analog mit Isoscopoletin als Aus-
gangsmaterial. Ausbeute: 63%; Schmelzpunkt 143
bis 144 °C (Lit. [10] 143 —143,5°C fiir Scopa-

ron).
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