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Hemmung der GIucose-6-Ph03phat-Dehydrogenase
durch Dithranol-Ester
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Abb. 1: Dithranol (1), Dithranol-diacetat (2) und Dithranol-triacetat (3)
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Polaritaten von 1,2und 3:
Bestimmung der Verteilungskoeffizienten

Als System wurde Wasser/n-Octanol gewdhit, das dem
physiologischen Verhalten der Lipoprotein-Membran sehr
nahe kommt (6). Nach der Verteilung zwischen den Phasen
unter festgelegten Bedingungen wurden die Extinktionen
bei Ao« der oben genannten Verbindungen gemessen und
die Konzentrationenausgehendvon e berechnet. DaDithra-
nol (1) in Wasser praktisch uniéslich ist, konnten wir fir

diese SubstanzK = 0etanol picht bestimmen. Fiir 2 und 3
W,
fanden wir folgende Waesfs:é (siehe Tab. 1):

Daraus wird ersichtlich, daB 3 eine héhere Affinitat zur
Wasser-Phase besitzt als 2; Dithranol ist noch weniger
polar.

G6P-DH-Aktivitat als Funktion der Konzentratio-
nen von Di-3-ac (3) und Di-2-ac (2)

Unter den fir Dithranol beschriebenen Bedingungen (4)
haben wir Di-3-ac (3) und Di-2-ac (2) untersucht. Die
Enzymhemmungen sind nicht auf freies Dithranol (1)
zurtickzufiihren: In Parallelversuchen wurden 3 und 2 nicht
zu 1 hydrolysiert.

Dithranol-triacetat (3)

Nach 18stiindiger Inkubation bei 0°C mit den in Tab. 2
angegebenen Konzentrationen wurde die verbliebene
Enzymaktivitat bei 25°C gemessen.

"

Tabelle 1: Hemmupg| . Di-3-Ac
Di-2-ac (2) Di-3ac (3) 804 * Di-2-Ac
Octanol H,0 Octanol H,0
Mmax=2611nmM A, =261 nM Ao, =258 N A, =255 nm 601

e , 3,119 10 2,470 - 10* 1,302 - 10° 6,46 - 10° 1

log ¢ 4,494 4,393 5,115 4,810 41 .

K = —Eoet &0 196,0 72,1 21

Er,0 * €oct [ > :
— : _LilMol
Eingegangen am 11.12.1981. 1235 s 10 -1078

*) Herrn Dr. Curt Liesche, Bremen, zum 80. Geburtstag freundlichst ge-
widmet
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Abb. 2: Hemmwirkung von 2 und 3 auf G6P-DH in Abhéingigkeit von den
Inhibitorkonzentrationen
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Tabelle 2:

Di-3-ac (Mol/I)  Enzymaktivitdt *)  Restaktivitit Hemmung
(V7)) % %

—; Kontrolle 309,7 100 0

1-1075 205,5 . 66,3 33,7

5-107° 241,9 78,1 21,9

25-107° 267,8 86,4 13,6

1-1076 2819 91,0 9,0

*) Mittelwerte aus drei Messungen, Streuung +2,3%

Unterhalb 1 - 10~ Mol/I Di-3-ac (3) kann die Hemmwirkung
nicht sicher gemessen und vernachlassigt werden, ober-
halb 1-10~° Mol/I falit 3 aus dem Puffer aus.

Dithranol-diacetat (2)

Da Di-2-ac (2) G6P-DH schwacher hemmt als 3, wurde nur
beidenKonzentrationen1 - 1075Mund5 - 10-5M gemessen
(Tab. 3).

Tabelle 3:

Di-2-ac (Mol/l)  Enzymaktivitat*) Restaktivitdt Hemmung
u/I % %

—; Kontrolle 268,8 100 0

1-107° 193,8 721 27,9

5-1076 2293 85,4 14,6

*) Mittelwerte aus drei Messungen, Streuungen +1,9%

Die gegeniiber 3 kleinere Hemmwirkung von 2 war uner-
wartet: Als gemischtes phenyloges Anhydrid sollte 2 che-
misch reaktiver sein. Andererseits deckt sich dieser Befund
mit den Ergebnissen von Raab (5).

G6P-DH-Aktivitét als Funktion der Substrat-
Konzentration

Mit Ausnahme der Substrat-Konzentration wurden alle
Parameter (NADP*, G6P-DH, Hemmstoffe) konstant gehal-
ten. Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden bei finf G6P-
Konzentrationen zwischen 100 K, und 0,5 K, bestimmt. im
Lineweaver-Burk-Diagramm schneiden sich die Geraden
auf der x-Achse: Diese Tatsache entspricht entweder einer
(reversiblen) nicht-kompetitiven oder einer irreversiblen
Hemmung. Die Versuche zur Bestimmung des Hemmtyps
(s.u.) unterscheiden zwischen diesen Moglichkeiten.

1/v-103[U 7Y
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Abb. 3: Enzymatische Aktivitit als Funktion der Substratkonzentration
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Abb. 4: Enzymatische Aktivitdt als Funktion der Substratkonzentration

Di-3-ac (3)

Zur Bestimung des Hemmtyps wurde G6P-DH mit 3 in den
Konzentrationen 1-107%> M bzw. 5-107% M inkubiert
(Abb. 3).

Di-2-ac (2)

2 wurde in 1-107° M und 2 - 10~5 M Konzentration einge-
setzt (Abb. 4).

Bestimmung des Hemmtyps

Nach Segel (7) bzw. Whitaker (8) I1aBt sich eine reversible,
nichtkompetitive Hemmung von einer irreversiblen unter-
scheiden, wenn man in einem Diagramm v,,,,, als Funktion
der Enzymkonzentration auftragt: Bei einer nicht-kompeti-
tiven Hemmung gehen die Geraden der Kontrolle und der
gehemmten Reaktion durch den Koordinaten-Nullpunkt
und haben folglich verschiedene Steigungen; bei einer
irreversiblen Hemmung sind die entsprechenden Geraden
auf der x-Achse verschoben und parallel. Die Kontrolige-
rade lauft durch den Nullpunkt, die Inhibitorgerade ist um
einen Wert x verschoben, der von der Menge des Hemm-
stoffes abhangt. Mit anderen Worten: Diese Verschiebung
entspricht derirreversibel gehemmten Menge des Enzyms.

Unsere entsprechenden Versuche zeigen fiir Di-3-ac (3)
und Di-2-ac (2) die charakteristischen Diagramme einer
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- Di-2-Ac 141075 M
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Abb. 5: Enzymatische Aktivitat als Funktion der Enzymkonzentration
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irreversiblen Hemmung (Abb. 5). Die Konzentrationen an
G6P und NADP* waren konstant, die G6P-DH-Konzentra-
tion wurde variiert, 3 wurde 5 - 10~ molar eingesetzt, 2 in
den Konzentrationen 5- 107® M/l und 1 - 1075 M/I.

Elektrophorese

Aliquote Teile der Inkubationsanséatze von G6P-DH mit Di-
2-ac (2) bzw. Di-3-ac (3) in Tris-Puffer pH 7,5 sowie entspre-
chende Volumina des ungehemmten Enzyms in gleicher
Verdiinnung lieB man auf einer Cellogel-Platte wandern. —
Zur Detektion haben wir die Methoden von Sparkes (9, 10)
bzw. Rattazzi (11) abgewandelt und die Wanderungs-
strecke des Enzyms festgelegt, indem wir die Elektropho-

rese-Platte in Kontakt mit einer zweiten Cellogel-Platte
brachten, die mit G6P und NADP™* getrankt war, und aufder
nach der Reaktion:
Glucose-6-phosphat+NADP* ﬁfﬂ'_"_
6-Phosphogluconolacton+NADPH+H*

die Fluoreszenz des NADPH bei 366 nm lokalisiert wurde.

Diese Experimente flihrten zu dem SchiuB, daB wir es mit
einer irreversiblen Hemmung zu tun haben. Tatsdchlich
fanden wir bei Konzentrationen an Enzym und Inhibitor, die
zu einer volistandigen Hemmung fiihren, daB das Enzym
nicht freigesetzt wird: Nur in der ungehemmten Enzym-
probe trat Fluoreszenz auf.

Experimenteller Teil

Bestimmung der Verteilungskoeffizienten

PHASEN: Frisch destilliertes Wasser bzw. n-Octanol, mit Wasser
gesittigt.

UNTERSUCHUNGSBEDINGUNGEN: Je 25 ml Octanol- und Was-
serphase wurden bei 25+ 1° 5h unter N, in braunen SchliffgefaBen
geschiittelt. Dann lieB man 15 h absetzen.

BERECHNUNG VON ¢:

In Octanol: 2 mg Dithranol-diacetat (2) bzw. Dithranol-triacetat (3)
;wurden genau gewogen und in 100min-Octanol gelést (6,45 - 10~°
imolare Lésung 2; 5,68 - 10~% molare Lésung 3). Die Extinktionen
wurden bei 22°C in 3ml Quarzkiivetten beim jeweili-

'gen A, der Substanz bestimmt und € berechnet: ¢ = ——; E =

c .
abgelesene Extinktion, ¢ = Konzentration (Mol/I), d = Schicht-
dicke (1,00 cm).

iln Wasser:e = E/c - d;Ermittlungvonc:c = Ei-E

; By = Ex-
I, . . . ,£Octanpl k
tinktion der liphophilen Phase vor Extraktion mit Wasser, E, =
|[Extinktion der lipophilen Phase nach Extraktion.—2 und 3 lassen
'sich nicht direkt in Wasser l6sen. E = Extinktion der durch
\Ausschiitteln erhaltenen Wasserphase.

'VERSUCHE: 25 ml der Lésungen von 2 oder 3 in Octanol (drei
}verschiedene Konzentrationen) wurden mit 25 ml Wasser 5 h
\geschittelt. Nach der Gleichgewichtseinstellung (15 h) zentrifu-
}giert man 15 min und liestdie Extinktionin jeder Phase wie obenab.
iBerechnung von K: Tab. 1.

}Enzymaktivitét als Funktion der Konzentration des
Hemmstoffes

METHODE: Man miBt die Absorptionszunahme bei 340 nm, die auf
die Bildung von NADPH zuriickgeht.

LOSUNGEN:

TRA-Puffer pH 7,5, 50 mmolar (4).
iEnzymverdﬁnnung: G6P-DH aus Hefe, Reinheitsgrad|, spezifische
/Aktivitat ca. 350 U/mg, wird 1:1000 mit TRA-Puffer verdiinnt. Diese
\Verdiinnung fiihrt zu AE/At zwischen 0,02 und 0,04/min fir das
ungehemmte Enzym.

/Glucose-6-Phosphat- und NADP*-Lésungen: (4).
1Di-3-ac-Lésung: 2,64 mg 3 in 5,0 ml Ethanol (Stammldsung,
1,5-1073M).

Di-2-ac-Lésung: 2,32 mg 2 in 5,0 ml Ethanol (Stammidsung,
1,5-1073M).

INKUBATIONSANSATZ: 0,20 ml der jeweiligen Stammidsungen
‘wurden mit Puffer zu 5,00 ml verdiinnt. 4,30 ml TRA-Puffer, 0,50 mi
‘G6P-DH-Verdiinnung und 0,2 ml der jeweiligen Stamml&sung-
Verdiinnungen wurden 18 h bei 0°C unter Schiitteln inkubiert.
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BESTIMMUNGSANSATZ: MeBstrahlung: 340 nm; Schichtdicke:
1 cm; Temp.: 25°C; MeBvolumen: 3,0 ml

TRA-Puffer 2,40 mi
Inkubationsansatz 0,50 ml
NADP*-Lésung 0,05 mi

mischen, 5 min bei 25°C halten
G6P-Losung 0,05 ml

mischen, nach 1 min Wartezeit 5 min lang jede min Extinktion
‘ablesen.

BERECHNUNG DER AKTIVITAT:
V- 1000

Volumenaktivitit = — - AE/At (U/))

€340 = 6,22 Cm2/uM0|

\' = 3,00 ml

v = 0,05 ml

d =1cm

|AE/At = Extinktionsdifferenz pro Zeiteinheit. — Alle Tabellen-

‘ angaben sind Mittelwerte aus drei Messungen.
|
fEnzym-Aktivitﬁt in Abhéngigkeit von der Substrat-
‘ Konzentration

G6P-Losungen: 75,6 mg G6P-Na, wurden in 0,60 ml Wasser gel6st
(100 K,,). Durch Verdiinnen mit Wasser (vgl. (4)) wurden Losungen
von 50 K, 10 K,,, 1 K,, und 0,5 K, hergestelit. — Die molaren
Verhiltnisse sind auf den Bestimmungsansatz bezogen.

1Bestimmung des Hemmtyps (bei unterschiedlichen
'Enzymkonzentrationen)

INKUBATIONEN:

A B Cc D

G6P-DH-Verdiinnung (ml) 004 006 0,08 0,10
Di-3-ac- bzw. Di-2-ac-Lésung 0,02 0,02 0,02 0,02
TRA-Puffer (ml) 044 042 040 0,38

MESSUNGEN UND AKTIVITATSBERECHNUNGEN vgl. unter
»Enzymaktivitit als Funktion der Konzentration des Hemm-
stoffes«.

‘Elektrophorese

TRIS-PUFFER pH 7,5 (11): 7,26 g Tris-(hydroxymethyl)-aminome-
than und 1,19 g EDTA-Na, wurden in 900 ml bidestilliertem Wasser
gelést, Zusatz von 3,15 g Citronenséaure gab pH 7,5. Die Lésung
wurde auf 1000 ml aufgefilit.
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ENTWICKLERLOSUNG: 30 mg G6P und 15mgNADP* in 10m| Tris-
Puffer zum Impréagnieren von vorbehandelten Cellogel-Streifen.

FOLIEN: Celluloseacetat-Streifen (»Cellogel« Fa. Chemetron)4 cm
breit, 17 cm lang und 0,25 mm dickwurdenin 40% Methanol bei0°C
gelagert; vor Gebrauch wurde wahrend 1 h dreimal mit Tris-Puffer
gewaschen und 10 min unter Spannung aequilibriert.

VERSUCH: 7,9 mg 3 bzw. 9,3 mg 2 wurden in je 5,00 ml Ethanol
geldst. — Inkubationsmischung: 4,30 ml Tris-Puffer, 0,50 ml G6P-
DH-Verdiinnung und 0,20 mi derobenangegebenen Losungenvon
2 bzw. 3 wurden 18 h bei 0° inkubiert. — 3 ul Inkubationsmischung
wurden auf Cellogelstreifen an der Kathode aufgetragen, man lieB
2h bei 250 V wandern. — Zur Entwicklung der NADPH-Fluoreszenz
wurden Entwicklerplatte und Probenplatte 10 ‘min im Dunkeln
aufeinander gelegt.

Addendum: LPLC-Trennung von 2 und 3 (Kurt Hahn)

4,5 g Dithranol (1) in 50 ml Acetanhydrid wurden 4 h unter N,
gekocht; durch Umkristallisation des Rohprodukts aus Benzol (12)
wurde nichtumgesetztes 1 weitgehend entfernt. Das resultierende
243-Gemisch wurde wie folgt getrennt:

Geréat: Chromatospac Prep 10; Sdule: 35X 500 mm; Fiillung: 200 g
LiChroprep Si 60, 15-25 um, in ca. 500 m| CHCl;aufgeschwemmt. -
Trennung: 2-3 g 2+3-Gemisch in 30-50 mI CHCI;wurden bei9-9,9
bar Saulendruck (Forderdruck am Sdulenkopf 1,4 bar) mit Toluol/
Aceton 95+5 getrennt.

Detektion: UV-Absorption bei 323 nm (Spectrochrom Gilson). Die
Fraktionen wurden dc (13) zugeordnet und vereinigt, die Abdampf-
riickstande aus Benzol umkristallisiert. - Schmp. 2: 195-196° [Lit.
(12) 195-196°]; Schmp. 3: 218-219° [Lit. (14) 208°].
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Zusammenfassung

Kinetische Messungen und Elektrophorese zeigen, daB
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase durch Dithranol-
triacetat (3) und Dithranol-diacetat (2) irreversibel ge-
hemmt wird.

Sumary

Kinetic measurements and electrophoresis reveal an irre-
versible inhibtion of glucose-6-phosphate-dehydrogenase
by dithranol-triacetate (3) and dithranol-diacetate (2), re-
spectively.

*
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