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Untersuchungen zur Hemmung der Glucose-6-phosphat-

Dehydrogenase durch Dithranol

Herrn Dr. Ing. Lutz Wiegrebe sehr herzlich zum 80. Geburtstag gewidmet

Dithranol

HO 0 OH

Bianthron

Abb. 1: Dithranol und seine Oxidationsprodukte.

Stabilitat von Dithranol

Raab (4) benutzte fiir seine Untersuchungen Dithranol-
Lésungen in Dimethylformamid (DMF) (Endkonzentration
an DMF im Versuchsansatz < 1%). Wirstelltenfest, daBsich
Dithranol-DMF-Lésungen nach 1-2 h dunkelbraun farben.
Bei der dc-Untersuchung dieser Dithranoliésungen zer-
setzten sie sich auf dem Kieselgel sofort, und es waren nur
noch die Oxidationsprodukte Chrysazin und Bianthron

nachzuweisen. Daraus kann folglich nicht geschlossen .

werden, daB diese Losungen kein Dithranol mehr enthiel-
ten. Dimethylsulfoxid zeigte den gleichen Effekt. Da bei
Enzymhemmungen langere Inkubationen bei 25°oder37°C
vor dem eigentlichen Test notwendig sind, haben wir nach
geeigneteren Losungsmitteln gesucht: Dithranol, das in
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Wasser praktisch uniéslich ist, wurde jeweils im organi-
schen Losungsmittel gelést und mit Puffersoverdiinnt, daB
die Konzentration an Lésungsmittel im Enzymansatz 1-3%
betrug: Aceton, Chloroform und Tetrahydrofuran sind
ungeeignet, weil das Enzym in den Kontrollen schon zu
mehr als 50% gehemmt wird. Die Methode nach Rassner(5)
zeigte die besten Ergebnisse: Hierwird Dithranolin Ethanol
geldst und mit Puffer verdiinnt, die Ethanolkonzentration
im Ansatz ist < 1%.
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Abb. 2: Zerfall des Dithranols bei pH 7,5 und 37 °C.

Inwieweit ist Dithranol unterden Bedingungenderenzyma-
tischen Analyse stabil? Bekanntlich ist es in alkalischer
Lésung besonders oxidationsempfindlich; im Enzyminku-
bationsansatz ist Dithranol einem schwach basischen Puf-
fer 1-2 h bei 37°C ausgesetzt. Wir haben daher das Verhal-
ten von Dithranol in Triethanolamin (TRA)-Puffer (pH 7,5)
bei 37°C zeitabhéngig untersucht. Dithranol wurde densi-
tometrisch (6) bestimmt (Abb. 2): die Dithranolkonzentra-
tionistbereits nach 10 min.umca.'/sgesunken. Graphische
Darstellungen zeigten, daBsich Dithranol nichtnach 1.oder
2. Ordnung zersetzt. — Nach 18 h Inkubation bei pH7,5 und
0°C fanden wir 95% der eingesetzten Konzentration. Aus
Stabilitatsgriinden inkubierten wir das Reinenzym daher
bei 0°C, da hier nur Dithranol in bekannter Konzentration
und nicht seine schwacher wirkenden Oxidationsprodukte
hemmen. Nachteilig ist, daB die Ergebnisse nicht auf in-
vivo-Verhéltnisse libertragbar sind.

EinfluB von Dithranol und Chrysazin auf die
G-6-PDH-Aktivitét in Abhéngigkeit von der
Konzentration

Nach 18 h Inkubationszeit werden Dithranol bzw. Chrysazin
in Endkonzentrationen von 2 - 107 bis 2- 104 M unter-
sucht. Aus konzentrierteren Lésungen in Ethanol/Puffer

flockt Dithranol aus. Um unspezifische Enzyminaktivierun-
gen bericksichtigen zu kdénnen, werden Kontrollansétze
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(Reinenzym-Ethanol-Puffer) mitgefiihrt. Die Hemmung
wird in % der Kontrolle angegeben (Tab. 1, 2)*).

Tab. 1: Hemmung der G-6-PDH durch Dithranol.

Konzentration Aktivitat Hemmung
[Mol/1] [u/n1 %

1-10-5 163,8 8,7 +57
2:10°5 108,2 39,7 £ 3.3
1-1074 30,3 83,1 + 4,0
2-1074 0 100
Kontrolle 179,4 0

Tab. 2: Hemmung der G-6-PDH durch Chrysazin.

Konzentration Aktivitat Hemmung
[Mol/1} [un %

2-10-6 256,7 19,6 + 4,6
1-10-5 2438 23,6 + 4,9
2:10°5 238,7 252 + 3,1
1-1074 233,0 27,0 + 3,6
Kontrolle 319,3 0

Im Bereich 10~°-10~* M steigt die Hemmung durch Dithra-
nol steil von 8% auf Giber 80% an. Chrysazin, das nicht

+ antipsoriatisch wirkt, hemmt nur schwach (20-27%). Die
G-6-PDH-Hemmung ist nicht mit der antipsoriatischen
Wirksamkeit korreliert: Auch antipsoriatisch unwirksame
Substanzen (7, 8, 9) inaktivieren G-6-PDH. Glucocorticoide
(10) sind ebenfalls G-6-PDH-Hemmer, doch kann ihre
antipsoratische Wirksamkeit auBerdem auf dem Eingriff in
RNS-Synthese und Transkription und damit in die Protein-
Biosynthese beruhen.

EinfluB von Dithranol auf die G-6-PDH-Aktivitat
in Abhéangigkeit von der Zeit

Inkubation bei 0°C

Nach den in Tab. 3 angegebenen Zeiten wird die Aktivitét
des dithranolhaltigen Ansatzes (Konzentration 3 - 10=5 M)
bestimmt. Innerhalb der ersten 6 h sinkt die G-6-PDH-
Aktivitdt um fast 30%. Der weitere Verlauf der Kurve ist
hauptséchlich auf eine dithranolunabhangige Inaktivie-
rung zuriickzufiihren. Da aber die Kurven nicht parallel
laufen, muB ein weiterer uns unbekannter Effekt hinzu-
kommen.

Tab. 3: Hemmung der G-6-PDH durch Inkubation bei 0°C.

Zeit Enzymaktivitat [U/I] Hemmung
[h] Kontrolle Dithranol %
0 246 225 8,5
6 249 177 28,9
18 245 173 29,4
31 233 166 28,8
115 217 106 51,1
210 189 70 63,0
307 170 25 85,3

*) Aus Griinden der Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von Raab (4)
behalten wirdiese Darstellungbei; tiblich ist—:—‘- 100% = Restaktivitat.

c
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Inkubation bei 37°C

Tab. 4 zeigt die zeitabhdngige Hemmung durch Dithranol
bei 37 °CInkubationstemp. Hier sinkt die G-6-PDH-Aktivitat
in den ersten 30 min. um ca. 60%. Nachteilig ist die starke
Spontaninaktivierung der Kontrolle. Nach 2 h ist dort die
Aktivitat auf ca. 50% gesunken. Zum anderen (s. 0.) ist die
Hemmwirkung nicht allein dem Dithranol zuzuschreiben,
daesssich wahrend der Inkubation zersetzt. Diese Nachteile
werden durch Inkubieren bei 0°C ausgeschlossen. Dort
werden auch, zumindest in den ersten 30 h, die Kontrollan-
sdtze nicht inaktiviert.

Tab. 4: Hemmung der G-6-PDH durch Inkubation bei.37°C.

Zeit Enzymaktivitdt [U/IJHem-  Enzymaktivitat [U/I] Hem-
mung mung
[min] Kontrolle 3,3-10% % Kontrolle 3,3-10°¢ %
0 500 440 12 250 222 1
30 435 112 74 205 132 36
60 345 53 85 160 95 41
90 315 30 91
120 265 20 92
150 240 15 94

Kinetische Untersuchungen zur Reaktion voh
Dithranol mit G-6-PDH

Inhibitoren kénnen Enzyme reversibel oder irreversibel
hemmen. Bei einer reversiblen Hemmung handelt es sich
um eine Gleichgewichtsreaktion nach folgender Glei-
chung:

Bei reversibler Hemmung kann infolge der Dissoziationvon
El der Inhibitor, z. B. durch Dialyse, entfernt werden. Kom-
petitive, nichtkompetitive und unkompetitive reversible
Hemmungen werden durch die Wirkung des Inhibitors auf
die Reaktionskinetiken nach der Michaelis-Menten-Glei-
chung (11) unterschieden. — Bei einer irreversiblen Hem-
mung bleibt der Inhibitor an das Enzym gebunden: Die
Enzymaktivitat 148t sich nicht regenerieren.

G-6-PDH reagiert in einer Zwei-Substrat-Reaktion mit G-6-
P und NADP* als Cosubstrat und zeigt eine komplexe
Kinetik. Halt man eine Substratkonzentration im Sétti-
gungsbereich konstant und dndert die Konzentration des
zweiten Substrates, so 4Bt sich die Reaktionskinetik nach
einer Pseudo-Ein-Substrat-Reaktion ermitteln.

Reaktionsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von der
G-6-P-Konzentration

Bei konstanter NADP*-Konzentration wurde die Wirkung
variabler G-6-P-Konzentrationen auf die Reaktionsge-
schwindigkeit gemessen. Zur Bestimmung des Hemmtyps
wurden Enzymlésungen mit1- 10-%oder2 - 10~*M Dithra-
nol inkubiert. '

Die graphische Darstellung nach Lineweaver-Burk (1/v
gegen 1/[s]) ergab eine Gerade, aus der sich v,, und K
ablesen lassen (Abb. 3). In der Abbildung nach Dixon (12)
(1/v_gegen Inhibitorkonzentration[i]) kann man K; direkt
ablesen (Abb. 4).

Den Darstellungen nach Lineweaver-Burk bzw. Dixon
zufolge scheint es sich um einen nicht-kompetitiven
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Abb. 3: Lineweaver-Burk-Diagramm.

Hemmtyp zu handeln. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird
durch Dithranol verringert und kann auch durch hohe
Substratkonzentrationen nicht wieder erh6ht werden.

Der K,-Wert fiir G-6-P |48t sich aus der ungehemmten
. Reaktion im Lineweaver-Burk-Diagramm mit 6,8-10-5 M
(Lit. 13: 6,9-107° M) berechnen. Als K;-Wert folgt aus der
Darstellung nach Dixon 1,4-10~* M. Cotton und van Ros-
sum (14) geben einen »wahren« Ki-Wertvon2-10~* M an:
Dieser Wert ist nicht vergleichbar, da diese Autoren als K;-

1/v-1073 [u)
40t

/.

200 [illuMol]

-200  -100 100

Abb. 4: Dixon-Diagramm.

Wert diejenige Hemmstoffkonzentration bezeichnen, die
bei Substratkonzentrationen im Bereich des K -Wertes
50%ige Hemmungen hervorruft.

Reaktionsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von der
NADP™*-Konzentration

Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden bei konstanter
G-6-P-Konzentration und variablen NADP*-Konzentratio-
nen nach Inkubation mit 1-10=* und 2-10~* M Dithranol
gemessen,

Die Reaktionsgeschwindigkeitsmessungen flihren in der
doppelt reziproken Darstellung nach Lineweaver-Burk und
im Dixon-Diagramm zu Parallelen. Das wére charakteri-
stisch fur unkompetitive Hemmungen, bei denen die Stei-
gungen der Geraden mit zunehmenden Inhibitorkonzen-

2152

trationen konstant bleiben, die Reaktionsgeschwindigkei-
ten dagegen abnehmen. Dieser Hemmtyp ist bei Zwei-
Substrat-Reaktionen verbreitet.

Untersuchungen zur Reversibilitat der
G-6-PDH-Hemmung durch Dithranol

Den zuvor genannten Hemmtypen liegt die Theorie von
Michaelis und Menten (11) zugrunde, die eine reversible
Enzymhemmung voraussetzt. Die Reversibilitdt 148t sich
durch Verdiinnen prifen: Ist die Hemmung reversibel, so
darf die Aktivitat nicht auf die Halfte sinken (hervorgerufen
durch die Verdlinnung auf das doppelte Volumen),sondern
muB dariiber liegen, da der Enzym-Inhibitor-Komplex zur
Erhaltung des Gleichgewichtes dissoziiert. Dieses Verhal-
ten zeigt der G-6-PDH-Dithranol-Inkubationsansatz nicht.
Weiter kann durch Dissoziation freigesetzterinhibitor—hier
Dithrano! — durch Ausschitteln mit einem organischen
Losungsmittel oder durch Adsorption an Kohle entfernt
werden: Ausschitteln mit Ether oder Methylenchiorid
schéadigt die G-6-PDH. - Durch die Behandlungdesinkuba-
tionsansatzes mit Kohlesuspension sollen niedermoleku-
lare Stoffe adsorbiert werden. Nach Zentrifugieren wird im
Uberstand die Aktivitdt gemessen. In unserem Fall war die
Aktivitdt auf 0 gesunken, d.h., G-6-PDH wurde ebenfalls
adsorbiert. —Die Reversibilitat |aBt sich auch durch Zugabe
von Rinderserumalbumin (RSA) oder HiihnereiweiB testen,
wenn diese eine starke Affinitdt zum Hemmstoff haben.
Wang und Buhler (8) finden nach RSA-Zugabe eine Aktivi-
tatserhbhung von 20-30% der durch Hexachlorophen
gehemmten G-6-PDH.

v [U/i]

300

v
2001 Y *
\ +RSA

100

4b

40 S0 60 70 80 90 100
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Abb. 5: G-6-PDH-AKtivitét im System Dithranol/RSA.

Wir untersuchten das System Dithranol/G-6-PDH, indem
wir RSA vor oder nach der Inkubation zusetzten und
zeitabhangig die Aktivitat bestimmten (Abb. 5).

Bei den Versuchen 1 (Kontrolle) und 2 (Dithranol) wird RSA
vor der Inkubation zugesetzt. Weder in der Kontrollésung
noch im Dithranol-Inkubationsgemisch sank die Aktivitatin
der gemessenen Zeit. Unter den vorher beschriebenen
Bedingungen fiel selbst in den Kontrollansétzen die Aktivi-
tat: RSA scheint das Enzym zu stabilisieren, auBerdem wird
eine Wechselwirkung des Dithranols mit dem Enzym ver-
hindert. Vermutlich bindet der RSA-UberschuB Dithranol.
In den Ansétzen 3 (Kontrolle) und 4 (Dithranol) wurde die
Aktivitdt zunachst ohne RSA gemessen: Bei der Kontrolle
und der mit Hemmstoffversetzten Probe sank die Enzymak-

Pharmazeutische Zeitung, 126. Jahrgang Nr.42 - 15. Oktober 1981



tivitat. Nach 24 h wurde jeweils einem Teil der Inkubations-
gemische RSA zugesetzt und die Aktivitat der Proben mit
und ohne RSA zu bestimmten Zeiten gemessen. In den
Proben 3 b (Kontrolle) und 4b (Dithranol)ohne RSAsankdie
Aktivitat weiter gleichméaBig ab. Die Inkubationsgemische
mit RSA 3a und 4a zeigen selbst nach 4d noch die gleiche
Aktivitat wie zum Zeitpunkt der Albuminzugabe. Da die
Aktivitat im Ansatz 4a nicht wieder ansteigt, 1aBt sich mit
dieser Methode Dithranol nicht vom Enzym entfernen. Das
spricht fur eine irreversible Hemmung.

Irreversible Hemmstoffe, die bei verschiedenen Inhibitor-
konzentrationen nach Lineweaver-Burkanalysiert werden,
geben das Bild eines nicht-kompetitiven Inhibitors (15):
Jede Verringerung der Enzymkonzentration wird die Reak-
tionsgeschwindigkeit v vermindern, ohne jedoch K, zu
beeinflussen. Man kann eine irreversible Hemmung von
einer nicht-kompetitiven durch Bestimmung der Reak-
tionsgeschwindigkeit v bei variabler Enzymkonzentration
unterscheiden (16). Bei reversibler, nicht kompetitiver
Hemmung hat die Gerade mit Inhibitorzusatz eine kleinere
Steigung als die Kontrolle. Beide Kurven gehen durch den
Nullpunkt. Bei Zusatz eines irreversiblen Hemmstoffs zeigt
die Gerade die gleiche Steigung wie die Kontrolle; der
Schnittpunkt mit der x-Achse liegt in diesem Fall nicht im
Nullpunkt, sondern bei derjenigen Enzymkonzentration,
die irreversibel gehemmt wird. Entsprechende Versuche
bestatigten, daB G-6-PDH durch Dithranol irreversibel
gehemmt wird (Abb. 6).

Untersuchungen zur proteindenaturierenden
Wirkung von Dithranol mit Elimann’s Reagenz

Meiers, Kiihling und Ippen (3) wiesen immunelektrophore-
tisch nach, daB Dithranol Serumproteine nicht denaturiert
und nehmen eine unspezifische, lockere Bindung an das
Enzymprotein an. - Denaturierende Wirkungen zeigen sich
in Strukturanderungen eines Proteinmolekiils, durch die
gegebenenfalls die enzymatische Aktivitat verloren geht.
Eine solche Anderung |48t sich durch die Bestimmung der
SH-Gruppen mit Ellmann’s Reagenz nachweisen (17).
Thiole reagieren quantitativ mit5,5'-Dithio-bis-2-nitroben-
zoesaure (Ellmann’s Reagenz) in schwach alkalischem
Milieu zu einem Thiophenolat (Abb. 7), (Amax 412nm, € (18)
= 14500). So lassen sich Thiolgruppen photometrisch

bestimmen. Wéahrend niedermolekulare Thiole sehr rasch
reagieren, ist bei Proteinen eine schnelle Reaktion nur fir
freiliegende SH-Gruppen zu erwarten. SH-Gruppen, die
durch die Tertidr- und Quartarstruktur von der umgeben-
den Losung abgeschirmt sind, reagieren nur langsam.
Durch Zerstorung der nativen Konformation mit Harnstoff
oder SDS (Sodiumdodecylsulphate) lassen sich alle Thiol-
gruppen erfassen, wie Domschke etal. (19) fiir G-6-PDHaus
Candida utilis nachgewiesen haben. Dabei reagieren zwei
Cysteinmolekile sofort, zwei nach Zerstérung der nativen
Konformation mit SDS, zwei erst nach Reduktion.

H-
R—=SH + OzN@-S—SQNOZ ——>O

HOOC COOH

R—S—S—QNOZ + .SQ_NOZ + H0

COOH COOH

Abb. 7: Prinzip der Elimann-Bestimmung.

Abb. 8 zeigt die Reaktionskinetiken fiir natives, denaturier-
tes und mit Dithranol behandeltes Enzym.

E412nm
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Abb. 8: SDS- und Dithranol-Einwirkung auf G-6-PDH.

A beschreibt die Reaktion in SDS-Lésung: Nach 3 min. ist
das Enzym bereits denaturiert und die maximale Extinktion

v[u/t]
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Abb. 6: Irreversible Hemmung der G-6-PDH

— Kontrolle
.. Di 610°5M
. Di 15.10"5 M

durch Dithranol.
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erreicht. B zeigt die Reaktion des nativen, C die des mit
Dithranol inkubierten Enzyms: Diese beiden Proben unter-
scheiden sich nicht signifikant. Die Extinktionen nehmen
langsam zu und erreichen in der gemessenen Zeitnichtden
Wert des denaturierten Enzyms. Bei der anschlieBenden
Aktivitatsbestimmung zeigt das mit Dithranol inkubierte
Enzym gegeniiber der Kontrolle eine Hemmung von 25%.

Experimenteller Teil

1.

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5

1.6.

2.1.

2.2.

23.

Densitometrische Gehaltsbestimmung von Dithranol in
TRA-Puffer (50 mMol, pH 7,5)

PUFFER: 0,93 g Triethanolamin-Hydrochlorid und 0,2 g
EDTA-Na,H, - 2H,0 werden in ca. 50 ml H,0 gelést, mit 0,1 N
NaOH auf pH 7,5 eingestellt und mit H,O auf 100,0 ml
aufgefullt.

PROBELOSUNG: 2 mg Dithranol, genau gewogen, werden in
5,00 ml Ethanol p.a. unter N, und LichtausschluB geldst. 1,00
ml dieser Stammldésung wird jeweils mit 30,0 ml Puffer
verdiinnt und im Eisbad bei 0 °C unter N, und LichtausschiuB
10 min. gerihrt.

EICHLOSUNG: 1 mg Dithranol, genau gewogen, wird in
5,00 ml CH,CI, gelost.

VERSUCH: Die Probelésungen werden a) sofort, b) nach
Inkubationen von jeweils 10, 20, 30, 60, 90 und 120 min. bei
37 °C und c) nach Inkubation von 18 h bei 0 °C mit 2 N HCI
angesauert und 3 X mit je 10 ml CH,Cl, ausgeschiittelt. Die
vereinigten organischen Auszilige werden tber Na,SO, sicc.
getrocknet, eingeengt und in einen 5-ml-MeBkolben uber-
fihrt (= MeBldsung).

GEHALTSBESTIMMUNG: Auf eine DC-Platte (Kieselgel Fys,)
werden mit einer Hamilton-Spritze (stumpfe Nadel) 2X 10 pl
MeBIésung und je 2x 2, 4,6 und 8 ul der Eichlésung aufgetra-
gen und mit Toluol-Eisessig (97 +3) ohne Kammersattigung
entwickelt; die Platten werden im kalten Luftstrom ge-
trocknet.

AUSWERTUNG: Densitometrisch durch Messung des reflek-
tierten Anteils vom eingestrahlten monochromatischen Licht
(A = 360 nm). Mit einem Zweikanalschreiber werden das
Absorptionsprofil und dessen Integration aufgezeichnet,
anhand der jeweiligen Eichkurve wird ausgewertet.

Bestimmung der Enzymaktvitdt der G-6-PDH im
optischen Test

PRINZIP:

,G-6-PDH .
G-6-P + NADP*———— Gluconséaure-6-P + NADPH + H™*
Die Bildungsgeschwindigkeitvon NADPH + H* kannanhand
der Extinktionszunahme bei 340, 334 oder 365 nm pro Zeit-
einheit verfolgt werden.

LOSUNGEN: Alle Lésungen werden mit bidestilliertem Was-
ser frisch hergestellt.

G-6-P-Lésung: 130 mg G-6-P-Na, werden in 10,0 mi H,0
gelost.

NADP*-L6sung: 25 mg NADP*-Na, - 3 H,0 werden in 1,0 ml
1% NaHCO;-Lésung gelost.

TRA-Puffer und Dithranol-Lésung: s.o.

Enzymverdiinnung: G-6-PDH aus Hefe (Reinheitsgrad|, spez.
Aktivitat ca. 350 U/mg) wird 1:1000 mit Puffer verdinnt.

INKUBATIONSANSATZ: Pro MeBwert werden 0,05 mi der
Enzymverdiinnung mit 0,1 ml Dithranol/Pufferlésung bzw.
Ethanol/Puffer versetzt und bei 0°C 18 h inkubiert.

BESTIMMUNGSANSATZ: MeBstrahlung: 334 nm;
Schichtdicke: 1 cm; MeBtemp. 25 °C;
MeBvolumen: 3,0 ml.
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24.

5.2.

5.3.

TRA-Puffer 2,75 ml
Inkubationsansatz 0,15 ml
NADP*-L&sung 0,05 ml
mischen, 5 min. bei 25 °C halten

G-6-P-L6sung 0,05 mi

mischen, danach 5 min. jede min. die Extinkion ablesen.
Pro MeBwert drei Bestimmungsansétze.

BERECHNUNG DER AKTIVITAT MITTELS EXTINKTIONS-
KOEFFIZIENTEN

Volumenaktivitat = i‘gjﬂg - AE/At [U/]
—Td.
£3NADPH + H* = 6,0 cm2/uMol
V = 3,00 ml
v = 0,05 ml
d= 1cm

AE/At = Extinktionsdifferenz pro Zeit

Die in den Tabellen angegebenen Werte sind Mittelwerte aus
drei Messungen.

Reaktionskinetik bei variabler G-6-P-Konzentration

. HERSTELLUNG DER G-6-P-LOSUNGEN:

1) 251 mg G-6-P-Na, werdenin 2,0 mIH,O gelést (< 100K,)
2) 3 Teile Lsg. 1) + 1 Teil H,0 (< 75 K,

3) 1 Teil Lsg. 1) + 1 Teil H,0 (« 50 k)

4) 1 Teil Lsg. 1) + 9 Teile H,0O (« 10 K;))

5) 1 Teil Lsg. 4) + 9 Teile H,0 (« 1 K,,))

6) 1 Teil Lsg. 5) + 1 Teil H,0 (« 0,5 K;))

7) 1 Teil Lsg. 5) + 4 Teile H,0 (< 0,2 K;))

Die molaren Verhéltnisse beziehen sich auf den Bestim-
mungsansatz, in den jeweils 0,05 ml pipettiert werden; wei-
tere Daten s. 2.1. — 2.4.

Reaktionskinetik bei variabler NADP *-Konzentration

. HERSTELLUNG DER NADP*-LOSUNG:

1) 126 mg NADP*-Na, - 3 H,0 werden in 1,0 ml einer 1%
NaHCO;-L6sung geldst (« 50 Ki,))

2) 1 Teil Lsg. 1) + 4 Teile NaHCO;-Lésung (< 10 K;))

3) 1 Teil Lsg. 2) + 9 Teile NaHCO;-Losung (« 1 Ky)

4) 1 Teil Lsg. 3) + 1 Teil NaHCO;-Loésung (< 0,5 K,)

5) 1 Teil Lsg. 3) + 2,3 Teile NaHCO;-Lsg. (< 0,3 K,))

6) 1 Teil Lsg. 3) + 4 Teile NaHCO;-Lésung (< 0,2 K;,))

Die molaren Verhéltnisse beziehen sich auf den Bestim-
mungsansatz, in den 0,05 ml pipettiert werden, alle weiteren
Daten s. 2.1-2.4.

Priifung auf Reversibilitdt der G-6-PDH-Hemmung

. HERSTELLUNG DER LOSUNGEN: 0,5 gRSAwerdenin1,0 ml

TRA-Puffer gelost, weitere Daten s. 2.1.

INKUBATIONSANSATZ: Pro MeBwert werden 0,05 ml Enzym-
verdiinnung mit 0,1 ml Dithranol/Pufferlésung bzw. Ethanol/
Puffer versetzt. Dazu gibt man a) sofort,b)nach24 h0,2 mider
RSA-Losung und inkubiert bei 0°C.

Messung und Auswertung wie unter 2.3. und 2.4.

REAKTIONSKINETIK BEI VARIABLER G-6-PDH-KONZEN-
TRATION.

5.3.1. Herstellung der Lésungen: s. 2.1.

53.2.

Inkubationsansatz:

A B C D

Enzymverdiinnung (ml) 0,04 0,06 0,08 0,10
Dithranollésung (ml) 0,02 0,02 002 0,02
TRA-Puffer (ml) 044 042 040 0,38
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5.3.3. Bestimmungsansatz: MeBstrahlung: 334 nm;

Schichtdicke: 1 cm; MeBtemp.: 25 °C; MeBvolumen: 3,0 ml

TRA-Puffer 2,40 mi
Inkubationsansatz 0,50 ml
NADP*-L6sung 0,05 mi
mischen, 5 min. bei 25 °C halten

G-6-P-L6sung 0,05 mi

mischen, danach 5 min. jede min. die Extinkion ablesen.

6. SH-Gruppen-Bestimmung mit Ellmann’s Reagenz

6.1. HERSTELLUNG DER LOSUNGEN:

a) Zur Herstellung einer 1072 M Lésung von Ellmann’s
Reagenz werden 39,6 mg5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoeséure
unter Zusatz von 100 mg NaHCO; in 10,0 ml H,O gelost.

b) 0,3 g SDS werden in 100,0 ml H,O gel6st.

¢) G-6-PDH-Suspension wird unverdiinnt verwendet (5 mg/
ml).

6.2. INKUBATIONSANSATZ: 0,20 ml Enzymsuspension, 0,50 ml
TRA-Puffer und 2,15 ml H,O werden mit 0,05 ml geséttigter
Lésung von Dithranol in Ethanol bzw. mit 0,05 ml Ethanol
versetzt und bei 0 °C 18 h inkubiert.

6.3. BESTIMMUNGSANSATZ: MeBstrahlung: 412 nm; Schicht-
dicke: 1 cm; MeBtemp.: 25 °C; MeBvolumen: 3,0 ml.
Inkubationsansatz 0,20 ml
TRA-Puffer 0,50 ml
H,0 (SDS-Lbésung) 2,20 mi
nach 3 min. Vorinkubation
Reaktion durch Zugabe von
Ellmann’s Reagenz 0,10 ml
starten und 30 min. die Extinktion verfolgen.

Zusammenfassung

Durch kinetische Messungen wurde nachgewiesen, da Dithranol
das Enzym Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase irreversibel
hemmt.

Summary

Kinetic measurements indicate that glucose-6-phosphate dehy-
drogenase is inhibited irreversibly by dithranol.
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