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so erh~lt man 

v = [R'SH] [RSSR] k R 'SH + [H+] / 

Daraus ergibt sich unmittelbar 

k R S ~  • K D h = k RSH + -  
[He] 
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p H - A b h l i n g i g k e i t  de r  G e s e h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e n  zwei te r  O r d n u n g  
der Reaktion yon SH-Verbindungen mit ELLMANN Reagenz (linke 
Ordinate fiir gestriehelte Graden, reehte Ordinate ftir ausgezogene 
Graden). 

d.h., bei einer Auffragung yon k gegen l / [He]  liefert 
der Ordinatenabschnit t  die Geschwindigkeitskonstante 
zweiter 0rdnung fiir die Reaktion yon R ' S H  mit  ELLMAN- 
Reagenz, und die Neigung erlaubt uns bei Kenntnis des 

pKsH-'Wertes die Berechnung yon k R'se. 
Tabelle I I  enth~It die Gleichungen der Geschwindig- 

keitskonstanten fiir eine Auswahl yon SH-Verbindungen; 
diese erlauben die ]3erechnung der Geschwindigkeits- 
konstanten fiir beliebige pH-Werte.  

Die Gleichungen besagen, dass die undissoziierte Thiol- 
gruppe nicht reagiert, sondern dass Thiolatanion Reak- 
t ionspartner des ELLMAN-ReagenzeS ist. Da Reaktionen 
mit  diesem Reagenz meistens bei pH 8 durchgefiihrt 
werden, sind in der Tabelle auch die errechneten Ge- 
schwindigkeitskonstanten fiir diesen pH-Wert  angegeben. 

Die Gleichungen erlauben bei Kenntnis der Geschwin- 
digkeitskonstanten ftir die Reaktion yon ELLMAN- 
Reagenz mit  SH-Gruppen yon Enzymen auch die Errech- 
hung der pKHs-VVerte der Enzyme le. 

Summary. The rate of reaction of some derivatives 
and peptides of cysteine and a number of imidazole-SH- 
compounds with 5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) 
(DTNB) as well as the dependence of the reaction rate 
upon pH were investigated; for several compounds an 
equation is given, by which the rate constants and half 
reaction times can be estimated for various pH values. 
For some of the imidazole-SH-compounds studied the 
pK of the SH-group is no criterion of their  reactivi ty 
wi th  DTNB. 
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12 Der  D e u t s e h e n  F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a l t  d a n k e n  wi r  ffir die Unte r -  
s t i i t zung  de r  Arbe i t .  

H y d r a t a t i o n  und Sekund~irs truktur  d o p p e l h e l i k a l e r  s y n t h e t i s c h e r  P o l y n u k l e o t i d e  

Die Hydra ta t ion  der Desoxyribonukleinsfiure (DNS) 
ist sowohl fiir die Konformation des DNS-Molekiils als 
auch fiir die Stabilit~it seiner Sekund~irstruktur ein be- 
st immender Faktor  1-3. ~nderungen der Basenlagen rela- 
t iv zur Helixachse sind durch Messungen des linearen 
Dichroismus (LD) in der UV-Absorptionsbande bei 
260 nm nachweisbar ~-5 und an orientierten DNS-Fi lmen 
in AbhXngigkeit yon der relativen Luftfeuchte (RF) 
mehrfaeh beschrieben worden3,6,L Dabei wurde im De- 
hydratat ions-Hydratat ions-Zyklus (94% R F  --~ 0% 
R F  -~ 94% RF) eine Strukturhysterese festgestellt6,% 
und zwar auch bei DNS in situ s. 

tm folgenden wird fiber hydratationsabhXngige Sekun- 
d~rstruktur~nderungen der doppelhelikalen Polynukleo- 
tide Poly ( r A + r U )  9 und Poly ( r A + r A )  9 berichtet, 
deren SekundArstruktur bekannt  ist 1°-~2. 

Material und Methode. Verwendet wurden Kalbsthy- 
mus-DNS eigner PrXparation ~, Polyriboadenyls~ure × 
K-Salz und Polyribouridyls~iure × NH~-Salz (SERVA). 
Aus den svmthetischen Polynukleotiden wurden unter 
geeigneten Bedingungenla-17 Gele doppelhelikaler Mole- 
kfile Poly (rA + rU) und Poly (rA + rA) hergestellt. An 
orientierten Filmen aus DNS und den doppelhelikalen 

Polynukleotiden wurde das dichroitische Verh~ltnis 
D = EI I /E~  (El1; E L  sind die Extinkt ionen parallel 
und senkrecht zur Vorzugsrichtung der Helixachsen 
linear polarisierter Strahlung) als Funktion der R F  18 
bestimmt,  Eine Anderung von D = f (RF) zeigt eine 
Ver~nderung der Basenorientierung relativ zur Helix- 
achse an. Messmethodik und I~ontrolle des Gleich- 
gewichts zwischen R F  und Hydra ta t ion  der Messproben 
wurden bereits beschriebenL 

Ergebnisse und Diskussion. Bei der Dehydratat ion der 
DNS (Figur 1) t r i t t  eine zunehmende Desorientierung 
der Basen zwischen 65% und 0% R F  auf. Bei Hydrata-  
tion bleibt D bis etwa 50% R F  konstant und verringert  
sich dann stark innerhalb eines engen RF-Bereiches 
(Wiederaufbau der geordneten DNS-Sekund~irstruktur). 
Eine Deutung der Strukturhysterese als Funktion der 
R F  erfolgte bereits L Grundlage hierfiir war die Annahme, 
dass zwischen den im DNS-Molekiil vorhandenen H-Do- 
nator- und -Akzeptorgruppen VCasserbrficken unterschied- 
licher Bindungsst~rke au f t r e t en l t  Bei der Hydra ta t ion  
werden zun~chst die Phosphatgruppen hydratisiert  und 
dann die Ringsauerstoffe der Desoxyribose ~. /3edingt 
durch den bereits erreichten Hydratat ionsgrad setzt bei 
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e twa  50% tZF ein koopera t ive r  Prozess  der  Basenrt ick-  
o r ien t ie rung  ein, in dessert Ver lauf  sich du rch  A u f n a h m e  
wei te re r  \X/assermolektite zwischen  den  im DNS-Moleki i l  
v o r h a n d e n e n  H - D o n a t o r -  und -Akzeptors te l l en  Wasser -  
br i icken bi lden.  

Die P o l y - ( r A  + r U ) - S e k u n d / i r s t r u k t u r  zeigt  auch  die 
erw/~hnte H y s t e r e s e  (Figur  1). E i n  charak te r i s t i scher  
U n t e r s c h i e d  zur  D N S  bei  der  H y d r a t a t i o n  ist, dass  D 
bere i t s  zwischen 0 und  50% R F  a b n i m m t ,  d .h .  die 
R t ickor ien t i e rung  der  Basen  b e g i n n t  Fo lgende  D e u t u n g  
ist  rn6glich: Po ly  ( r A + r U )  enthi i l t  Ribofuranose ,  D N S  
h ingegen  Desoxyr ibofuranose .  

N a c h  I~IAURIZOT, BRAHMS und  ECKSTEIN ~0 ist zwischen 
der  2 ' - H y d r o x y l g r u p p e  der  R ibofuranose  und der  Phos-  
p h a t g r u p p e  bei D inuk leos idphospha t en  v o m  Typ  rAprA 
und  r A p d A  eine s tabi l i s ierende "~Vasserbriicke m6glich 
(Figur 2). 
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Fig. 1. D = f (RF) ffir einen DNS-, einen Poly-(rA+rU)- und 
einen Poly-(rA+rA}-Film. (O) Dehydratation; (©) Hydratation. 
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Fig. 2. Stabilisierung yon Dinukleosidphosphaten des Typs rAprA 
und rApdA (b} dutch eine Wasserbrticke. Dicse Wasserbrticke ist 
bei Dinukleosidphosphaten des Typs dAprA (a) und dApdA nicht 
m/Sglieh (MAURIZOT, BRAHMS und ECKSTEIN~0). 

FALK ~1'22 l and ,  dass  auch  bei s y n t h e t i s c h e n  Poly-  
nuk leo t iden  die P h o s p h a t g r u p p e n  bei  de r  H y d r a t a t i o n  
zuers t  h y d r a t i s i e r t  werden .  Man k a n n  also a n n e h m e n ,  
dass  s ich zwischen  den  P h o s p h a t g r u p p e n  u n d  den  2"- 
H y d r o x y l g r u p p e n  der  R ibofu ranose  der  e inzelnen l~ru - 
k leot ide  y o n  P o l y  rA  und  Po ly  rU  derar t ige  ~Vasser- 
br i icken ausbi lden ,  die  eine Rt ickor ien t i e rung  der  Basen  
zur geo rdne t en  Sekund / i r s t ruk tu r  der  Po ly  ( r A + r U )  
schon  zwischen 0 und  50% R F  bewirken.  

+ i 

o . ' ~  + 

Fig. 3. Bindungsverhfiltnisse zwischen den Adeninbasen und dem 
Zucker-Phosphatgerfist bei Poly (rA+rA) (RICH, D.~.WES, CRICK 
und WATSON lt). 
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Bei  Po ly  (rA + r_A) (Figur  1) ble ibt  D in den Grenzen 
der  Messgenauigkei t  ( ±  2%) bei der  D e h y d r a t a t i o n  kon- 
s tant .  ~ n d e r u n g e n  der  Basenor ien t ie rungen re la t iv  zur 
He l ixachse  t r e t en  also n icht  auf, wie auch  aus R6ntgen-  
beugungsun te r suchungen  an Po ly  ( r A + r A )  hervor -  
geht  n. Dieses Verha l ten  wird auf  die BindungsverhAIt-  
nisse zwischen den Adeninbasen  nnd  dem Zncker-  
Phospha tger t i s t  zuri ickgetf ihrt  (Figur  3). 

Die  Adeninbasen  sind du tch  2 Wassers toffbr i icken mi t -  
e inander  verbunden.  Zus~tzl ich b i lde t  jede Adeninbase  
mi t  e inem Sauers tof fa tom einer  Phospha tg ruppe  des 
gegeni iber l iegenden St rangs  eine d r i t t e  Wassers toff-  
bri icke ( N I o - H . . . O  6 in F igur  3). Ausserdem sind die 
N1-Atome der  Adeninbasen  protonier t .  D u t c h  die elek- 
t ros ta t i sche  Wechse lwi rkung  der  P ro tonen  mi t  den  nega- 
t i v  geladenen Phospha tg ruppen  der  Gerfiststri inge wird 
der  Moleki i lkomplex in hohem Masse stabilisiert .  Dahe r  

b le ib t  die geordnete  Sekund~rs t ruk tu r  von  Po ly  (rA + r A )  
aueh bei vollstSmdiger D e h y d r a t a t i o n  der  Proben  er- 
hal ten .  

Summary. L D  measu remen t s  on poly  (rA + rU) show 
a hysteresis  of conformat iona l  changes wi th in  the  
dehydra t i on -hydra t i on  cycle. The  d i f ferent  conforma-  
t iona l  changes of poly  (rA + rU) and  D N A  dur ing hydra -  
t ion  are  discussed. W i t h  poly (rA + rA) no conformat iona l  
changes could be de tec ted  dur ing  dehydra t ion .  
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lO. Juni  1970. 

Ethanol  Increases  Liver U r i d i n e - D i p h o s p h a t e - G l u c u r o n y l t r a n s f e r a s e  

The chronic  admin i s t r a t ion  of e thano l  to  humans  and 
animals  has been shown to  induce prol i fera t ion of the  
smooth  endoplasmic  re t icu lum of the  l iver  pa r enchyma l  
cell~-% and to  enhance  some l iver  microsomal  drug- 
metabo l iz ing  enzymes  s-~o. WALTS~AI~ et  al. i t  have  la te ly  
repor ted  a s ta t i s t ica l ly  s ignif icant  reduc t ion  of serum 
bi l i rubin levels  in new-born babies  whose mothe r s  had  
been g iven  e thanol  before del ivery.  

A possible exp lana t ion  is t ha t  e thano l  induces l iver  
ur id ine-d iphosphate-g lucuronyl t ransferase  (UDPG- t rans -  
ferase, E.C. 2.4.1.17), which  is a microsomal  enzyme  
necessary for t h e  con juga t ion  of free bi l i rubin.  I n  order  
to tes t  th is  hypothesis ,  the  behav iour  of U D P G - t r a n s -  
ferase was s tud ied  in the  l iver  of rats  chronica l ly  t r ea ted  
w i t h  ethanol .  Ani l ine  hydroxylase  (E.C. 1.14.1.1) and  
n i t roreductase  (E.C. 1.6.6.2), microsomal  enzymes,  which 
are  well  known to  be induced by  e thanol  ~, were also 
s tudied  to  provide  a compar i son  wi th  UDPG- t r ans fe ra se  
var ia t ions .  

Moreover ,  the  effect of e thanol  admin i s t r a t ion  on 
b i l i rub inaemia  and l iver  UDPG- t rans fe rase  values  was 
s tudied in a young  m a n  wi th  congeni ta l  Gi lber t ' s  t y p e  
jaundice,  which was found to be associated wi th  low 
levels of l iver  UDPG- t r ans fe ra se  a c t i v i t y  12, ~3. 

Materials and methods. 20 male  Wis ta r  rats,  weighing 
abou t  250 g, and fed wi th  s tandard  l abora to ry  diet,  were 
s tudied.  10 ra ts  were  t r ea ted  daffy for 15 days w i t h  
e thanol  (3 g/kg of body  wt.). E t h a n o l  was d i lu ted  40% 
v / v  wi th  physiological  saline and adminis te red  by  gastr ic 
in tuba t ion .  E a c h  r a t  fed e thanol  was  m a t c h e d  w i t h  a 
cont ro l  r a t  t h a t  received an isocaloric a m o u n t  of glucose. 

Af te r  the  t r ea tmen t ,  the  animals  were fast ing for 12 h 
before being kil led by exsanguinat ion .  Por t ions  of the  
l ivers  were homogenized  in 0 .25M sucrose + 1 m M  
E D T A ,  20% w/v.  Microsomes were isolated according to  
STRITTMATTI~R 14. E n z y m e  assays were carr ied ou t  on 
whole  homogena tes  as well  as on washed microsomes.  

Ani l ine  hydroxy lase  was assayed according to  IMAt 
e t  al. 15. Ni t ro reduc tase  was de te rmined  as described by  
FouTs  and BRODIE 16. UDPG- t r ans fe r a se  was assayed 
according to  VAN RoY and H~IRWEGI~ t~ and HEIRWEGH 
and  MEUWISSEN 18, using uncon juga ted  b i l i rubin  as sub- 
s t ra te .  To t a l  p ro te in  in whole  homogena tes  and in washed  
microsomes was measured  according to  LOWRY et  al. ~9. 

As far  as the  expe r imen t  in man  is concerned,  e thano l  
(1 .5g /kg  body wt . /day)  was d i lu ted  wi th  9 0 0 m l  of 
physiological  saline, and adminis te red  i.v. a t  a ra te  of 
2 ml /min .  The  e thanol  admin is t ra t ion  was repea ted  dai ly 
for a week. L ive r  needle biopsies were t aken  before and 
af ter  the  t r ea tmen t ,  and the  specimens were used for 
UDPG- t r ans fe ra se  assays and l ight  microscopy s tudy.  
The  specimens were homogenized  8% -weight per  volume,  
as described for ra t  livers. E n z y m e  assays were carr ied 
ou t  on the  homogena tes  by  the  same me thod  used for 
ra t  livers. B i l i rub inaemia  was assayed eve ry  o ther  day.  

Results and discussion, The  mean  anil ine hydroxy lase  
ac t i v i t y  was s t r ik ingly  increased in ra t  l ivers af ter  e thanol  
admin i s t r a t ion ;  t h a t  of n i t roreductase  was s ignif icant ly  
increased in washed  microsomes only (Table). These d a t a  
are in ag reemen t  wi th  those  of I{UBIN et  al. 7. 

L ive r  UDPG- t r ans fe r a se  ac t i v i t y  was m a r k e d l y  en- 
hanced  in ra t s  g iven e thanol :  s ignif icant  increases were  

Mean hepatic activity (:t= S.E.) of aniline hydroxylase, nitroreduetase and UDPG-transferase in control rats and in rats given 3 g/kg of ethanol• 
day for 15 days 

Samples Rats Aniline hydroxylase Nitroreduetase UDPG transferase 

~¥hole homogenate TreatedC°ntr°ls 123.357'3 i'4- 11.95"3 } p < 0.001 

Washed microsomes Controls 219.6 =1= 21 } 
Treated 495.9 ~ 83 P < 0.005 

1764- 25 } 
2444- 31 P >  0.05 

46-t- 7 / 
1604- 33 P <~ 0.005 

246 ~ 16 } 
4394- 41 P <0'001 

590 -t- 69 / 
1337i230 ] P <0"02 

Enzyme activities expressed as nmoles of p-aminophenol, p-aminobenzoic acid and conjugated bilirubin respectively formed per g of liver 
protein or mierosomal protein per rain at 37 °C, 


