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pH-Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung
der Reaktion von SH-Verbindungen mit ELLMANN Reagenz (linke
Ordinate fiir gestrichelte Graden, rechte Ordinate fiir ausgezogene
Graden).
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d.h., bel einer Auftragung von Ak gegen 1/[H®] liefert
der Ordinatenabschnitt dic Geschwindigkeitskonstante
zweiter Ordnung fiir die Reaktion von R'SH mit ELLMAN-
Reagenz, und die Neigung erlaubt uns bei Kenntnis des

K- Wertes die Berechnung von BRSO,

Tabelle IT enthdlt die Gleichungen der Geschwindig-
keitskonstanten fiir eine Auswahl von SH-Verbindungen;
diese erlauben die Berechnung der Geschwindigkeits-
konstanten fiir beliebige pH-Werte.

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

Die Gleichungen erlauben bei Kenntnis der Geschwin-
digkeitskonstanten fiir die Reaktion von ELLMAN-
Reagenz mit SH-Gruppen von Enzymen auch die Errech-
nung der pKus-Werte der Enzymel2,

Summary. The rate of reaction of some derivatives
and peptides of cysteine and a number of imidazole-SH-
compounds with 35, 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
XK of the SH-group is no criterion of their reactivity
with DTNB.

H. WeNck und Fr. SCHNEIDER

Physiologisch-chemisches Institut dev Univeysitit,
D-74 Tiibingen (Deutschland), 3. August 1970.

12 Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unter-
stiitzung der Arbeit.

Hydratation und Sekundiirstruktur doppelhelikaler synthetischer Polynukleotide

Die Hydratation der Desoxyribonukleinsiure (DNS)
ist sowohl fiir die Konformation des DNS-Molekiils als
auch fiir die Stabilitat seiner Sekundérstruktur ein be-
stimmender Faktor1-3. Anderungen der Basenlagen rela-
tiv zur Helixachse sind durch Messungen des linearen
Dichroismus (LD} in der UV-Absorptionsbande bei
260 nm nachweisbar®-% und an orientierten DNS-Filmen
in Abhingigkeit von der relativen Luftfeuchte (RF)
mehrfach beschrieben worden?®:%7. Dabei wurde im De-
hydratations-Hydratations-Zyklus (949, RF -> 09
RF — 949 RF) eine Strukturhysterese festgestellt®:?,
und zwar auch bei DNS in situ®.

Im folgenden wird iiber hydratationsabhingige Sekun-
dirstrukturinderungen der doppelhelikalen Polynukleo-
tide Poly (rA+rU)® und Poly (rA-rA)? berichtet,
deren Sekundirstruktur bekannt ist10-12,

Material und Methode. Verwendet wurden Kalbsthy-
mus-DNS eigner Priparation?, Polyriboadenylsiure X
K-Salz und Polyribouridylsiure x NH,-Salz (SERVA).
Aus den synthetischen Polynukleotiden wurden unter
geeigneten Bedingungen!?-1? Gele doppelhelikaler Mole-
kiile Poly (rA +rU) und Poly (rA 4 rA) hergestellt. An
orientierten Filmen aus DNS und den doppelhelikalen

Polynukleotiden wurde das dichroitische Verhiltnis
D =EJE | {(E}j; EL sind die Extinktionen parallel
und senkrecht zur Vorzugsrichtung der Helixachsen
linear polarisierter Strahlung) als Funktion der RF18
bestimmt, Eine Anderung von D == f (RF) zeigt eine
Verdnderung der Bascnorientierung relativ zur Helix-
achse an. Messmethodik und Kontrolle des Gleich-
gewichts zwischen RF und Hydratation der Messproben
wurden bereits beschricben?.

Evrgebnisse und Diskussion. Bei der Dehydratation der
DNS (Figur 1) tritt eine zunehmende Desorientierung
der Basen zwischen 65% und 0% RF auf. Bei Hydrata-
tion bleibt D bis etwa 50%, RF konstant und verringert
sich dann stark innerhalb cines engen RF-Bereiches
(Wiederaufbau der geordneten DNS-Sekundarstruktur).
Eine Deutung der Strukturhysterese als Funktion der
RF erfolgte bereits?. Grundlage hierfiir war die Annahme,
dass zwischen den im DNS-Molekiil vorhandenen H-Do-
nator- und -Akzeptorgruppen Wasserbriicken unterschied-
licher Bindungsstiarke auftreten®. Bei der Hydratation
werden zunichst die Phosphatgruppen hydratisiert und
dann die Ringsauerstoffe der Desoxyribose3. Bedingt
durch den bereits erreichten Hydratationsgrad setzt bei
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etwa 509, RF ein kooperativer Prozess der Basenriick-
orientierung ein, in dessen Verlauf sich durch Aufnahme
weiterer Wassermolektile zwischen den im DNS-Molekiil
vorhandenen H-Donator- und -Akzeptorstellen Wasser-
briicken bilden.

Die Poly—{rA + rU)-Sekundédrstruktur zeigt auch die
erwihnte Hysterese (Figur 1). Ein charakteristischer
Unterschied zur DNS bei der Hydratation ist, dass D
bereits zwischen 0 und 50% RF abnimmt, d.h. die
Riickorientierung der Basen beginnt. Folgende Deutung
ist moglich: Poly (rA -+ rU) enthilt Ribofuranose, DNS
hingegen Desoxyribofuranose.

Nach Mavurizor, Braums und EcksTEIN 2 ist zwischen
der 2’-Hydroxylgruppe der Ribofuranose und der Phos-
phatgruppe bei Dinukleosidphosphaten vom Typ rAprA
und rApdA eine stabilisierende Wasserbriicke moglich
{Figur 2).

051 DNS

07F

06}

Poly(rA+r i)
06

b5k

Yoo w W oW W W W W

Relative Luftfeuchte

Fig. 1. D = f (RF) fiir einen DNS-, einen Poly-(rA 4 rU)- und
einen Poly-{rA + rA}-Film. (@) Dehydratation; (O) Hydratation.
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Fig. 2. Stabilisierung von Dinukleosidphosphaten des Typs rAprA
und rApdA (b} durch eine Wasserbriicke. Diese Wasserbriicke ist
bei Dinukleosidphosphaten des Typs dAprA {a) und dApdA nicht
moglich {Mavrizor, Braums und EcksTEIN®),
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FarLx® 2 fand, dass auch bei synthetischen Poly-
nukleotiden die Phosphatgruppen bei der Hydratation
zuerst hydratisiert werden. Man kann also annehmen,
dass sich zwischen den Phosphatgruppen und den 2-
Hydroxylgruppen der Ribofuranose der einzelnen Nu-
kleotide von Poly rA und Poly rU derartige Wasser-
briicken ausbilden, die eine Riickorientierung der Basen
zur geordneten Sekundirstruktur der Poly (rA 4 rUj
schon zwischen 0 und 50% RF bewirken.

Fig. 3. Bindungsverhiltnisse zwischen den Adeninbasen und dem
Zucker-Phosphatgeriist bei Poly (rA 4+ rA)} (Ricn, Davies, Cricx
und Warson1ty,
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Bei Poly (rA +1A) (Figur 1) bleibt D in den Grenzen
der Messgenauigkeit (4- 29%) bei der Dehydratation kon-
stant. Anderungen der Basenorientierungen relativ zur
Helixachse treten also nicht auf, wie auch aus Réntgen-
beugungsuntersuchungen an Poly (rA +41A} hervor-
geht!l. Dieses Verhalten wird auf die Bindungsverhilt-
nisse zwischen den Adeninbasen und dem Zucker-
Phosphatgeriist zuriickgefiihrt (Figur 3).

Die Adeninbasen sind durch 2 Wasserstoffbriicken mit-
einander verbunden. Zusidtzlich bildet jede Adeninbase
mit einem Sauerstoffatom einer Phosphatgruppe des
gegeniiberliegenden Strangs eine dritte Wasserstoff-
briicke (N,,—H...Oq in Figur 3). Ausserdem sind die
N,-Atome der Adeninbasen protoniert. Durch die elek-
trostatische Wechselwirkung der Protonen mit den nega-
tiv geladenen Phosphatgruppen der Geriiststringe wird
der Molekiilkomplex in hohem Masse stabilisiert. Daher
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bleibt die geordnete Sekundirstruktur von Poly (rA +rA)
auch bei vollstindiger Dehydratation der Proben er-
halten.

Summary. LD measurements on poly (rA 4+ rU) show
a hysteresis of conformational changes within the
dehydration-hydration cycle. The different conforma-
tional changes of poly {rA <+ rU) and DNA during hydra-
tion are discussed. With poly (rA -+ rA) no conformational
changes could be detected during dehydration.

D. Zirwrr und M. BECKER
Deutsche Akademie dev Wissenschaften zu Bevlin,

Institut fitv Biophysik, Bevlin-Buch (DDR-1715),
70. Juni 1970.

Ethanol Increases Liver Uridine~-Diphosphate-Glucuronyltransferase

The chronic administration of ethanol to humans and
animals has been shown to induce proliferation of the
smooth endoplasmic reticulum of the liver parenchymal
cell'=4, and to enhance some liver microsomal drug-
metabolizing enzymes3-19, Wartman et al.*! have lately
reported a statistically significant reduction of serum
bilirubin levels in new-born babies whose mothers had
been given ethanol before delivery.

A possible explanation is that ethanol induces liver
uridine-diphosphate-glucuronyltransferase (UDPG-trans-
ferase, E.C.2.4.1.17), which is a microsomal enzyme
necessary for the conjugation of free bilirubin. In order
to test this hypothesis, the behaviour of UDPG-trans-
ferase was studied in the liver of rats chronically treated
with ethanol. Aniline hydroxylase (E.C.1.14.1.1) and
nitroreductase (E.C. 1.6.6.2), microsomal enzymes, which
are well known to be induced by ethanol?, were also
studied to provide a comparison with UDPG-transferase
variations.

Moreover, the effect of ethanol administration on
bilirubinaemia and liver UDPG-transferase values was
studied in a young man with congenital Gilbert’s type
jaundice, which was found to be associated with low
levels of liver UDPG-transferase activity 1213,

Matevials and methods. 20 male Wistar rats, weighing
about 250 g, and fed with standard laboratory diet, were
studied. 10 rats were treated daily for 15 days with
ethanol (3 g/kg of body wt.). Ethanol was diluted 409,
v/v with physiological saline and administered by gastric
intubation. Each rat fed ethanol was matched with a
control rat that received an isocaloric amount of glucose.

After the treatment, the animals were fasting for 12h
before being killed by exsanguination. Portions of the
livers were homogenized in 0.250 sucrose + 1 mM
EDTA, 209% w/v. Microsomes were isolated according to
STRITTMATTERY. Enzyme assays were carried out on
whole homogenates as well as on washed microsomes.
Aniline hydroxylase was assayed according to Imar
et al.’®. Nitroreductase was determined as described by
Fours and Brobpiel, UDPG-transferase was assayed
according to Van Roy and HeirweGE?Y and HEIRWEGH
and MEUwISSEN 8, using unconjugated bilirubin as sub-
strate. Total protein in whole homogenates and in washed
microsomes was measured according to Lowry ef al.l%,
As far as the experiment in man is concerned, ethanol
(1.5 g/kg body wt./day) was diluted with 900 ml of
physiological saline, and administered i.v. at a rate of
2 ml/min. The ethanol administration was repeated daily
for a week. Liver needle biopsics were taken before and
after the treatment, and the specimens were used for
UDPG-transferase assays and light microscopy study.
The specimens were homogenized 8%, weight per volume,
as described for rat livers. Enzyme assays were carried
out on the homogenates by the same method used for
rat livers. Bilirubinaemia was assayed every other day.
Results and discussion. The mean aniline hydroxylase
activity was strikingly increased in rat livers after ethanol
administration; that of nitroreductase was significantly
increased in washed microsomes only (Table). These data
are in agreement with those of RuBIN et al.”.
Liver UDPG-transferase activity was markedly en-
hanced in rats given ethanol: significant increases were

Mean hepatic activity {4 S.E.} of aniline hydroxylase, nitrorcductase and UDPG-transferase in control rats and in rats given 3 g/kg of ethanol/

day for 15 days

Samples Rats Aniline hydroxylase Nitroreductase UDPG transferase
Whole homogenate Controls 5734 5.3 176 4+ 25 246 4+ 16

Treated 1233 119 | £ <000 244431 | F>005 4391 4 | D<0.00
Washed microsomes Controls 219.6 4 21 464 7 590 4 69

Treated 495.9 & 83 } £<0.005 160 & 33 } P<0.005 1337 3 230 | £<002

Enzyme activities expressed as nmoles of p-aminophenol, p-aminobenzoic acid and conjugated bilirubin respectively formed per g of liver

protein or microsomal protein per min at 37°C.



