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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einflihrung

Die Immunologie ist gemessen an anderen medizinischen Fachern ein noch sehr
junger wissenschatftlicher Fachbereich. Sie begann im spaten 18. Jahrhundert mit
der von Edward Jenner entwickelten ersten erfolgreichen Impfung gegen Pocken
und dem im 19. Jahrhundert von Robert Koch erbrachten Beweis, dass
Infektionskrankheiten auf pathogene Mikroorganismen zurlckzufiihren sind. Bei
der Erforschung der korpereigenen Abwehrmechanismen gegen diese Pathogene
wurden im spaten 19. Jahrhundert mit der Entdeckung der Antikérper durch Emil
von Behring und Shibasaburo Kitasato sowie der Entdeckung der Makrophagen
durch Elie Metchnikoff die ersten grundlegenden Erkenntnisse Uber das
menschliche Immunsystem gewonnen. Dank der intensiven wissenschaftlichen
Forschungen im 20. und 21. Jahrhundert und der Fortschritte auf den Gebieten der
Zellkulturtechnik, der Biochemie und der Gentechnologie wurden gerade in den
letzten Jahrzehnten entscheidende Fortschritte im Verstandnis der korpereigenen
Abwehrmechanismen erzielt. Trotz unseres bereits enormen Wissens um die
komplexe Funktion des Immunsystems, sind noch immer viele Fragen offen, und
die Forschung geht nicht zuletzt auf molekularbiologischer Ebene weiter. ([38] S.1-
3;[1] S. 13)

Als primare Funktion des Immunsystems ist der schnelle und hochspezifische
Schutz des Korpers vor infektiosen Mikroorganismen anzusehen. Daruber hinaus
spielt es jedoch auch eine zentrale Rolle bei vielen nichtinfektiosen Erkrankungen.
So lésen mechanische Verletzungen, verschiedene Giftstoffe und viele Tumore
eine Immunreaktion aus, welche es dem Korper ermdéglicht, sich gegen diese
Einflisse zu wehren und seine Integritat wieder herzustellen.

Neben den schitzenden und lebenswichtigen Funktionen des Immunsystems,
kann dieses den Organismus jedoch auch erheblich schadigen. Die
AbstoRungsreaktion gegeniiber Transplantaten ist ebenso wie die Uber-
empfindlichkeitsreaktion gegeniber an sich harmlosen Fremdantigenen eine
physiologische jedoch unerwinschte Immunantwort. Bei einem gestorten
Unterscheidungsvermégen zwischen Eigen- und Fremdgewebe kommt es zu den
sogenannten Autoimmunerkrankungen bei denen korpereigenes Gewebe
angegriffen wird. Aufgrund des physiologisch erwiinschten schéadigenden und
zerstbrenden Potenzials der immunkompetenten Zellen, kann eine gestorte
Regulierung der einzelnen Immunprozesse mit der Folge einer Uberschiel3enden
Immunantwort zu einer erheblichen Schadigung gesunden korpereigenen
Gewebes fuhren. Auf der anderen Seite kann eine verminderte Immunabwehr
beispielsweise aufgrund angeborener Defekte einzelner immunkompetenter Zellen
zu einer Abwehrschwéache mit chronisch rezidivierenden Entztindungen oder zur
Etablierung chronischer Erkrankungen fuhren. ([38] S. 2, 37-38, 505-507, 537-539,
560-561; [1] S. 405-451, 472-490; [53] S. 1, [22] S. 1-4; [61] S. 589; [2] S. 645,
655-658; [23] S. 864-865)
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1.2 Uberblick Uber die Komponenten des angeborenen
und adaptiven Immunsystems

Um sich gegen pathogene Mikroorganismen zu schitzen, stehen dem Kérper
verschiedene Abwehrmechanismen zur Verfigung, die sich in zwei Kategorien
einteilen lassen: das angeborene oder auch natirliche Immunsystem und das
erworbene spezifische oder adaptive Immunsystem. ([38] S. 12; [1] S. 14)

1.2.1 Die Komponenten der angeborenen Immunitét

Die angeborene Immunitat ist erregerunspezifisch und verhindert entweder das
Eindringen von Mikroorganismen in den Kérper oder I6st bereits in der Frihphase
einer Infektion eine Immunreaktion aus. Zu ihren Bestandteilen zahlen die physiko-
chemischen Barrieren der Haut und Schleimhdute sowie humorale und
zellvermittelte Komponenten. ([38] S. 12-14, 37-47; [1] S. 14)

So kénnen aktivierte Komplementproteine, welche an Mikroorganismen gebunden
sind, diese entweder Uber den Ablauf der Komplementkaskade direkt lysieren oder
die Pathogene Uber eine Opsonierung der Zerstérung durch Makrophagen und
neutrophile  Granulozyten zuganglich machen. Ferner wirken aktivierte
Komplementproteine als Chemoattraktoren, welche weitere Entzindungszellen
anlocken und diese aktivieren. ([53] S. 19-20; [38] S. 46-47)

Makrophagen und neutrophile Granulozyten kdnnen Mikroorganismen entweder
direkt oder Uber eine bereits stattgefundene Opsonierung erkennen, phagozytieren
und zerstoren. Makrophagen sezernieren eine Reihe von ldslichen
Mittlersubstanzen, welche im Rahmen der Infektabwehr aber auch allgemein bei
Entzindungsreaktionen von Bedeutung sind. Hierzu zahlen Zytokine und
Lipidmediatoren, welche vielfaltige lokale und systemische Wirkungen haben.
Ferner produzieren Makrophagen und neutrophile Granulozyten toxische
Sauerstoff- und Stickstoffderivate, denen eine wichtige Funktion im Rahmen der
Zerstbrung von Pathogenen zukommt. ([53] S. 18-19; [33] S. 511-512; [41] S. 541-
542; [61] S. 589; [38] S. 42-46)

Zu den l6slichen Mittlersubstanzen des angeborenen Immunsystems gehoéren auch
die Interferone (IFN). Diese Proteine werden bei einer Virusinfektion von Zellen
produziert und hemmen die Virusreplikation. ([38] S. 86-87; [53] S. 18)

Weitere Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind die natirlichen
Killerzellen und die dendritischen Zellen. Die naturlichen Killerzellen l6sen tber
eine Freisetzung von zytotoxischen Granula den programmierten Zelltod von mit
Viren oder anderen Pathogenen infizierten Zellen und von Tumorzellen aus. Die
dendritischen Zellen bringen phagozytierte Erreger tUber das Lymphsystem zu den
Lymphknoten und I6sen dort durch Antigenpréasentation die adaptive Immunantwort
aus. ([38] S. 7, 22-23, 44, 82, 87-90; [53] S. 2)

All diesen angeborenen nichtadaptiven Abwehrmechanismen ist die unspezifische
Immunantwort auf eine Infektion gemein, die unabhangig vom einzelnen Erreger
nahezu immer gleich verlauft und die Krankheitserreger entweder sofort zu
vernichten vermag oder diese in Schach hélt, bis die erworbene adaptive
Immunantwort einsetzt. Die natirliche Immunitat besitzt kein immunologisches
Gedéchtnis und fuhrt auch nicht zur Ausbildung einer anhaltenden schiitzenden
Immunitat gegen bestimmte Erreger.
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Das angeborene Immunsystem ist jedoch kein fur sich alleinstehender
Abwehrmechanismus in der Friuhphase einer Infektion, sondern greift
beispielsweise via Antigenprasentation und Zytokinausschittung nahtlos Uber in
die erworbene spezifische Immunitat. ([38] S. 2, 12-14, 46, 92-93, 99, 417-419;
[53] S. 2)

1.2.2 Die Komponenten der adaptiven Immunitat

Entgeht eine Infektion den angeborenen Abwehrmechanismen oder kann sie von
diesen nicht vollstdndig unter Kontrolle gebracht werden und ist gleichzeitig eine
bestimmte Antigenmenge Uberschritten, so wird die erworbene Immunitat aktiviert.
Die adaptive Immunantwort verfigt ebenso wie die natirliche Immunitat tber
humorale und zellulare Komponenten. ([38] S.417-419, 99-100; [1] S. 14; [53] S. 2)
Die Antigene von Bakterien, Viren, anderen krankheitserregenden Organismen
oder von Toxinen werden von spezifischen Rezeptoren der B-Lymphozyten erkannt
und gebunden. Die B-Zellen reifen hierdurch zu Plasmazellen, welche speziell
gegen das gebundene Antigen gerichtete Antikdrper, sogenannte Immunglobuline
(Ig), produzieren und sezernieren. Die freigesetzten Antikorper binden an die
jeweiligen Antigene, welche Uber diese Opsonierung nun der Zerstérung durch
Phagozyten oder Komplement zur Verfigung stehen. Immunglobuline kénnen
Viren und Toxine durch Antigen-Antikorper-Bindung jedoch auch direkt
neutralisieren. Im Rahmen der erworbenen Immunitat entwickelt der Koérper gegen
jedes Antigen einen ganz spezifischen Antikorper. ([53] S. 2-6; [38] S. 99-100, 127-
128)

Die T-Lymphozyten besitzen ebenfalls spezifische Rezeptoren, welche Antigene
jedoch nur in Kombination mit einem Molekll des Haupthistokompatibilitats-
komplexes (MHC) erkennen. Diese MHC-Restriktion bedeutet, dass nur auf der
Oberflache von anderen Zellen gebundene Pathogene erkannt werden. Es gibt
zwei Gruppen von T-Zellen, die sich durch die Corezeptoren CD4 und CD8
unterscheiden, welche jeweils an unterschiedliche MHC-Moleklle binden (MHC-II
bzw. MHC-I) und unterschiedliche Funktionen besitzen.

CD8-T-Zellen binden mit Krankheitserregern infizierte Zellen, welche das Antigen
und den MHC-I-Komplex prasentieren und tdten diese ab. Sie heil3en daher auch
zytotoxische T-Zellen.

CDA4-T-Zellen erkennen und binden Antigene, welche zusammen mit MHC-II-
Molekilen von immunkompetenten Zellen prasentiert werden und aktivieren diese.
B-Zellen werden zur Antikdrperproduktion angeregt und Makrophagen zur
Zerstorung des inkorporierten Pathogens. Man nennt die CD4-T-Zellen daher auch
T-Helfer-Zellen.

Lymphozyten kénnen ebenfalls Zytokine freisetzen, welche die Immunantwort
modulieren. ([53] S. 4, 10-18; [38] S. 100, 112, 115-118, 127-128)

Neben der Erregerspezifitat ist die erworbene Immunitdt durch ein
immunologisches Gedéachtnis und eine anhaltende Immunitat gekennzeichnet.
([38] S. 99-100, 127-128; [1] S. 14)
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1.3 Die zentrale Rolle der Makrophagen in der Funktion
des Immunsystems

Wie bereits aus dem kurzen Uberblick in Kapitel 1.2 ersichtlich ist, spielen die
Makrophagen nicht nur eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunitéat,
sondern sind auch als antigenprasentierende Zellen und Effektorzellen fir die
Aktivierung und Funktion der adaptiven Immunitéat unerlalich und nehmen daher
fur ein adaquates Reaktionsvermdgen des Immunsystems eine zentrale Rolle ein.
Makrophagen werden jedoch nicht nur im Rahmen von Infektionen aktiv. Auch bei
Entzindungen und Traumen sind sie fiur einen geregelten Heilungsprozess
unerlasslich, und schliel3lich kommt ihnen auch eine zentrale Rolle bei der
Bekampfung von Tumorzellen und bei der Beseitigung von alten und abge-
storbenen Zellen, sowie von Zellbestandteilen zu. ([22] S. 1; [2] S. 637, 646-650;
[53] S. 18; [29] S. 942; [58] S. 376)

Einige der vielfaltigen Effektormechanismen, die sowohl bei der natirlichen, als
auch bei der erworbenen Immunitat grundsatzlich die gleichen sind, werden im
Folgenden kurz dargestellt.

1.3.1 Die Phagozytose

Neben den polymorphkernigen Leukozyten (neutrophile, eosinophile und basophile
Granulozyten) gehdren auch die Makrophagen und die Monozyten zu den
.professionellen“ phagozytierenden Zellen des menschlichen Immunsystems.
Makrophagen sind ortsstandige ,Fref3zellen®, die von den im Blut zirkulierenden
Monozyten abstammen, welche nach einer gewissen Zeit in die meisten Gewebe
und Organe einwandern und zu Makrophagen reifen. So kleiden Makrophagen die
Sinusoide der Leber und Milz aus und sind beispielsweise in den Alveolen, der
Pleura, dem Peritoneum, der Synovialmembran der Gelenke, dem Bindegewebe
der Haut, der Submukosa des Gastrointestinaltraktes und als Mikroglia im Gehirn
zu finden. ([29] S. 941-942; [24] S. 1015-1017; [38] S. 42; [22] S. 1; [2] S. 637-
638)

Makrophagen nehmen nicht nur Pathogene auf, sondern beseitigen auch téglich
korpereigene alte und tote Zellen und Zellbestandteile. So ,verspeisen® sie
beispielsweise die ausgestol3enen Zellkerne von reifenden roten Blutkorperchen,
beseitigen alte Erythrozyten, neutrophile Granulozyten und Plasmazellen und
kommen somit ihrer ,Reinigungsfunktion” (scavenger function) nach. ([29] S. 941-
942;[2] S. 637)

Mit Hilfe verschiedenener Oberflachenmolekile kdénnen Makrophagen die zu
phagozytierenden Partikel erkennen. Erst die Bindung an spezielle Rezeptoren
aktiviert die Makrophagen, wie auch die anderen Phagozyten, zur Phagozytose.
Von der Vielzahl der Rezeptoren, die auf Makrophagen zu finden sind, konnten
bisher nur einige als fir die Phagozytose relevant identifiziert werden. ([2] S. 638-
641, 645-646; [29] S. 942)

Mit Hilfe des Mannoserezeptors, des Scavenger-Rezeptors und des Rezeptors fur
Lipopolysaccharide kénnen beispielsweise Bestandteile der Oberflachenstruktur
von Mikroorganismen erkannt und gebunden werden. Die so fixierten Pathogene
kénnen dann direkt phagozytiert werden. ([29] S. 942-946; [2] S. 640-641, 645-
646; [38] S. 42-43, 68-73)
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Fresszellen vermdgen aber auch Bakterien die dieser Erkennung entgehen, sowie
Viren und Toxine zu internalisieren, wenn diese von Antikdrpern gebunden wurden.
Die gebundenen Antikdrper kdnnen von Fc-Rezeptoren, vor allem Rezeptoren fir
IgG-Immunglobuline, auf der Makrophagenoberflache erkannt werden. Uber die Fc-
Rezeptoren wird nicht nur die Phagozytose vermittelt, einige von ihnen l6sen auch
die Produktion und Sekretion von Tumornekrosefaktor-o und Superoxidanionen
aus. ([38] S. 367-368; [29] S. 942-946; [2] S. 641, 645-646)

Eine weitere Rezeptorenart der Makrophagen, die Komplementrezeptoren,
vermodgen mit Komplementproteinen opsonierte Pathogene zu erkennen und zu
binden. Komplementrezeptoren werden auch mit weiteren Funktionen in
Zusammenhang gebracht, so etwa mit der Diapedese und mit der Ansammlung
von immunkompetenten Zellen am Entztindungsherd. ([29] S. 942-946; [38] S. 42-
43, 368; [2] S. 641, 645-646)

Der Vorgang der Phagozytose ist durch eine ,reiRverschlussartige* sukzessive
Bindung der Makrophagenrezeptoren an die entsprechenden Liganden
gekennzeichnet (,Zipper - Mechanismus®), wobei die Makrophagenplasma-
membran das aufzunehmende Partikel mit Pseudopodien umfliel3t, welche sich
schlie8lich berihren und miteinander verschmelzen. Das phagozytierte Partikel
befindet sich nun in einem zytoplasmatischen Vesikel, dem sogenannten
Phagosom, dessen Wand von Plasmamembrankomponenten gebildet wird. ([29]
S. 948-949, 953-954; [24] S. 1026; [2] S. 645; [38] S. 43)

Die Phagozytose ist von zwei Komponenten abhéngig. Erstens muissen auf der
Makrophagenoberflache mehrere ungebundene Rezeptoren (zum Beispiel Fcy-
Rezeptoren) vorhanden sein, welche auf die, dem zu phagozytierenden Partikel
hinweisende Membranseite ausgerichtetet sein mussen. Hierzu haben die
ungebundenen Rezeptoren die Fahigkeit entlang der Plasmamembran zu wandern
(,laterale Rezeptormobilitat®), bis sie in Bereiche hoher Ligandendichte gelangen.
Als zweite Voraussetzung, missen die Liganden (beispielsweise 1gG) auf dem zu
phagozytierenden Partikel Uber die gesamte Oberflache verteilt sein. Ist zum
Beispiel nur eine Hemisphare mit Liganden bedeckt, so kann die
Makrophagenplasmamembran das Partikel auch nur zur Halfte umflieBen. ([29] S.
948-949)

Das gebildete Phagosom kann nun mit einem oder mehreren Lysosomen zum
Phagolysosom verschmelzen, welches nun die lysosomalen Enzyme enthalt und
das aufgenommene Partikel verdauen kann. Zu den toxischen Agentien der
Makrophagen zahlen neben den lysosomalen Enzymen (Lysozym, saure
Hydrolasen) auch antimikrobielle Peptide (Defensine, kationische Proteine), eine
intravesikuldare Ansduerung und die Produktion von Sauerstoffderivaten
(Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid, Singulettsauerstoff, Hydroxylradikale),
Stickstoffoxiden und Peroxynitriten. Dieselben toxischen Abwehrmechanismen
kénnen Phagozyten auch dann einsetzen, wenn die zu vernichtenden Partikel (z.B.
parasitische Wirmer oder Tumorzellen) zu grof3 sind, um aufgenommen werden zu
kénnen. In diesem Fall verschmelzen die Lysosomen mit der Phagozytenplasma-
membran auf der, dem Pathogen zugewandten Seite im Sinne einer Sekretion. Die
toxischen Substanzen kommen somit fast unverdinnt mit der Oberflache des zu
vernichtenden Objektes in Kontakt und konnen ihre Wirkung voll entfalten. Auch
dieser Vorgang ist rezeptorvermittelt und wird durch die Bindung des zu
zerstérenden Pathogens an die Oberflachenrezeptoren der Phagozyten ausgeldst.
([38] S. 43, 360-361; [29] S. 948-949; [24] S. 1026; [40] S. 1257-1259; [33] S. 511-
517,521-527; [41] S. 541-569; [2] S. 641-650)
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1.3.2 Von Makrophagen freigesetzte Zytokine

Neben der direkten Pathogenvernichtung, ist es auch eine wichtige Aufgabe der
Makrophagen, weitere phagozytische Zellen und Effektormolekile zum
Entziindungsherd zu locken und damit die Immunantwort zu verstarken. Zu diesem
Zweck produzieren aktivierte Makrophagen eine Reihe von Zytokinen. Diese sind
eine strukturell sehr inhomogene Gruppe von Molekiilen, die oft auch Monokine
genannt werden, da sie von der Monozyten-Makrophagen-Linie synthetisiert
werden. Zu den wichtigsten Monokinen zahlen eine Reihe von Interleukinen (IL-1,
IL-6, IL-8 und IL-12) und der Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a). Sie l6sen eine
Vielzahl lokaler Effekte aus, zu denen eine Aktivierung der Lymphozyten, die
chemotaktische Anlockung neutrophiler Granulozyten, eine Aktivierung des
GefalRendothels und die Permeabilitatssteigerung der Gefaldwand, sowie die lokale
Zerstorung von Gewebe flur einen verbesserten Zugang von Effektorzellen zahlen.
Neben den lokalen Effekten tben die Zytokine auch systemische Wirkungen aus.
So rufen sie Fieber hervor, mobilisieren Metabolite und regen die Leber zur
Produktion von Proteinen der akuten Phase an. ([38] S. 13, 44-45, 74-78, 83-86;
[2] S. 641-643;[24] S. 1019-1021, 1023)

Die hier genannten Monokine machen nur einen kleinen Teil der menschlichen
Zytokine aus und stellen auch nur einen Bruchteil der proinflammatorischen
Faktoren dar, die auf vielfaltige Weise miteinander interagieren und sich zum Teil
auch selbst regulieren. Die Zytokinwirkungen sind unspezifische Abwehr-
mechanismen, die nicht nur der Kontrolle einer Infektion dienen, sondern generell
bei Entziindungen freigesetzt werden. ([22] S. 1; [10] S. 532)

Die Wirkung, Wechselwirkung und Regulierung der proinflammatorischen Faktoren
sind noch immer Gegenstand der Forschung. Auf all diese Faktoren hier naher
einzugehen, wirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Als Beispiel der komlexen
Wirkungsweise der Zytokine sei jedoch die Funktion des Tumornekrosefaktors-o
kurz dargestellt, insbesondere auch wegen seiner Bedeutung bei der spater noch
dargestellten Plasmadestabilisierung.

1.3.3 Der Tumornekrosefaktor-a

Eine der wichtigsten lokalen Wirkungen des Tumornekrosefaktors-a (TNF-a) stellt
wohl die Auslosung einer Entziindungsreaktion mit ihren klassischen Symptomen
dar.

Durch eine Aktivierung des GefalRendothels mit folgender Gefalerweiterung kommt
es zu einer gesteigerten Durchblutung und somit zu einer R6tung und Erwéarmung
des Gewebes (Rubor und Calor). Eine Erhdhung der Gefal3permeabilitat
verbunden mit dem Austreten von Flussigkeit, Plasmaproteinen, Antikdrpern und
Komplementproteinen, fihren zu einer Gewebeschwellung und zu Schmerzen
(Tumor und Dolor) und damit zu einer eingeschrankten Funktion (Functio laesa).
([38] S. 13-14, 45, 82; [22] S.1)

Daruiberhinaus induziert TNF-o in Endothelzellen die Expression sogenannter
Adhasionsmolekile, so dass sich im Blut zirkulierende Entziindungszellen an das
Endothel anheften kdnnen und deren Extravasation ermdglicht wird. Far die
Adhésion, die Diapedese und die Wanderung der Zellen durch das Gewebe zum
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Infektionsherd sind auch bestimmte chemotaktische Zytokine, die sogenannten
Chemokine erforderlich, welche aul3er von Makrophagen auch von anderen Zellen
gebildet werden. ([38] S 74-78; [10] S. 532-533, 535-536)

TNF-a leitet, ebenfalls Uber molekulare Veranderungen auf der Oberflache von
Endothelzellen, die Anheftung von Thrombozyten an der Gefalwand und die
Auslésung einer lokalen Gerinnung ein. Durch den Verschluss der kleinen
BlutgefalRe wird verhindert, dass Erreger in den Blutstrom gelangen und zu einer
Sepsis fuhren. Statt dessen werden die Pathogene via Lymphdrainage der sich im
Gewebe angesammelten Flussigkeit zu den regionalen Lymphknoten transportiert,
wo sie die adaptive Immunitat aktivieren kénnen. ([38] S. 82-83; [10] S. 532-533;
[42] S. 1093)

Die eben ausgefuhrten TNF-a-vermittelten Wirkungen sind nur ein Teil des
Wirkspektrums und entstehen meist durch das Zusammenwirken mit anderen
Zytokinen, vor allem dem Interleukin-1 (IL-1). TNF-o und IL-1 sind dabei zumeist
Synergisten.

Diese beiden Zytokine sind beispielsweise auch fir die Induktion pro-
inflammatorischer Faktoren wie zum Beispiel Prostaglandine, Thromboxane,
Leukotriene und des platelet activating factor (PAF), die im Zuge einer Entziindung
gebildet werden, und fur die Induktion von Hitzeschockproteinen verantwortlich.
TNF-oo und IL-1 tragen durch Stimulierung von Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten und nicht phagozytischen Zellen, auch zur Produktion freier Radikale
und reaktiver Sauerstoffmolekile bei. ([10] S. 532-534; [58] S. 378-379; [20]
S.297)

1.3.4 Von Makrophagen freigesetzte reaktive
Sauerstoffmolekile und Stickstoffoxide

Neben immunmodulierenden Substanzen wie den Zytokinen produzieren
Makrophagen auch Substanzen, welche der direkten Pathogenabwehr dienen. Zu
diesen Stoffen zahlen die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffderivate. Es hat sich
gezeigt, dass diese Oxidantien nicht nur im Rahmen der Infektabwehr einen
wichtigen Beitrag zur Keimabtétung leisten, sondern ebenso eine wesentliche Rolle
bei der Bekampfung von Tumorzellen besitzen. Sie sind in der Lage Proteine,
Lipide, Lipoproteine, Polysaccharide und Nukleinsduren zu oxidieren. Ferner
werden ihnen chemotaktische und permeabilitatssteigernde und somit
proinflammatorische Wirkungen sowie prokoagulatorische und fibrinolytische
Eigenschaften zugesprochen. ([33] S. 511-512, 530-531; [61] S. 589; [2] S. 646-
650; [30] S. 290, 292-293; [64] S. 208-211; [48] S. 253)

Sauerstoff ist thermodynamisch gesehen ein sehr reaktives Molekul und kann mit
vielen Elementen und organischen Molekilen reagieren. Molekularer Sauerstoff ist
jedoch sehr inert und bedarf zur Reaktion mit anderen Substanzen eines
Katalysators. Wird Sauerstoff allerdings chemisch angeregt oder reduziert,
entstehen hoch reaktive und toxische Produkte. Zu diesen zd&hlen
Singulettsauerstoff, Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale.
([41] S. 541, [58] S. 376)
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Von Singulettsauerstoff wird eine toxische Wirkung auf Mikroben angenommen.
Superoxidanionen sind nukleophil, wirken reduzierend und kdnnen direkt toxisch
wirken. Andererseits kdnnen sie Uber eine Reduktion zu den im Folgenden
aufgefuhrten Oxidantien generieren. Die protonierte Form des Superoxidanions,
das Perhydroxylradikal, ist ein vermutlich noch starkeres Oxidans als das
Superoxidanion. Das Perhydroxylradikal liegt bei niedrigeren pH-Werten vor, wie
sie beispielsweise in den Phagosomen und an der Makrophagenmembran
vorkommen, und kann dort direkt schadigen. Wasserstoffperoxid, dessen
keimschadigende Wirkung bekannt ist, entfaltet seine toxische Wirkung
hauptsachlich Uber das Enzym Peroxidase. Unter Verbrauch von Wasserstoffionen
entstehen hierbei aus Halogenanionen, wie beispielsweise Chlorid, Sduren wie die
hypochlorige Saure. Diese kénnen sowohl tber eine Halogenierung als auch tber
eine Oxidierung von Zielzellen bzw. Teilstrukturen des Pathogens ihre toxische
Wirkung entfalten. Ferner kann Wasserstoffperoxid im Sinne eines Synergismus
mit verschiedenen Proteasen zusammenwirken und deren Effektivitat steigern.
Hydroxylradikale gehdren zu den starksten Oxidantien. Sie sind hoch reaktiv,
haben eine kurze Halbwertszeit und wirken daher in der direkten Umgebung des
Entstehungsortes. ([41] S. 542-543, 545-549, 557, 562-563, 569; [2] S. 643, 646-
650; [64] S. 206-208, 211-213)

Aktivierte  Makrophagen produzieren auch Nitrit, Nitrat und reaktive
Stickstoffmolekile.  Stickstoffmonoxid agiert im Rahmen verschiedener
physiologischer Funktionen als Botenstoff. Als potenter Vasodilatator nimmt es
einen wichtigen Platz in der Blutdruckregulation ein . Ferner fuhrt es zu einer
Thrombozytenaggregations- und Thrombozytenadh&sionshemmung, fungiert als
Neurotransmitter und fuhrt zu einer Relaxation und Dilatation des Gastrointestinal-
traktes. ([48] S. 254, 256; [52] S. 75)

Wenn Stickstoffoxid im Uberfluss vorhanden ist, kann es zytotoxische und
mutagene Effekte entwickeln. Stickstoffmonoxid ist ein kurzlebiges Gas mit
Eigenschaften eines freien Radikals. Stickstoffmonoxid reagiert leicht mit
Superoxidanionen und wird zu Peroxynitrit. Peroxynitrit kann selbst zytotoxisch
wirken oder zu den hoch reaktiven und toxischen Hydoxylradikalen und
Stickstoffdioxid zerfallen. Stickstoffmonoxid kann auch direkt zu Stickstoffdioxid
oxidiert werden. Stickstoffmonxoid kann zudem mit Wasserstoffperoxid reagieren
und zytotoxischen Singulettsauerstoff produzieren. ([52] S. 75; [48] S. 255-256;
[58] S. 376)

Reaktive Stickstoffmolekile koénnen ihre fungistatische, antibiotische, anti-
parasitéare und antineoplastische Wirkung durch eine Hemmung mitochondrialer
respiratorischer Enzyme entfalten, wahrscheinlich tGber ein Zusammenspiel mit
TNF-a zytotoxisch wirken und Nitrosamine bilden. Ferner kann Stickstoffoxid zur
Apoptose aktivierter Makrophagen fuhren. ([41] S. 569; [2] S. 643, 646-650; [48]
S. 253-257; [52] S. 75)

1.3.5 Regulationsmechanismen der Makrophagenfunktion

Makrophagen spielen in der Wundheilung, Keimabwehr und Tumorbek&ampfung
eine zentrale Rolle. Mit ihren Sekretionsprodukten wie beispielsweise Zytokinen,
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffmolekilen, Proteasen und Lipiden, um nur
einige zu nennen, kénnen Makrophagen neben den gewinschten protektiven
Effekten jedoch auch schadigend auf gesundes korpereigenes Gewebe wirken. So
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wird am Entzindungsherd sehr oft auch eine deutliche Zellschadigung gesunder
Zellen, eine starke Fibrose, eine UberschieRende Gewebsneubildung oder ganz
generell eine massive Zerstdérung und Nekrose beobachtet. ([33] S. 511-512, 524;
[2] S. 637, 643, 645, 656; [10] S. 532; [43] 59-61)

Die Bildung, Ausschuttung und Wirkung der zerstorerischen Makrophagen-
produkte wird auf verschiedenen Ebenen reguliert.

Erstens bedarf es zur Ausschittung und auch zur vermehrten Bildung der
Sekretionsprodukte einer adaquaten Stimulierung der Makrophagen Uber ganz
spezielle Signale. Zweitens erfolgt die Sekretion selbst entweder in die
Phagosomen oder in den dem Pathogen zugewandten Extrazellularraum und ist
somit oOrtlich begrenzt. Drittens wird die Produktion von immunstimulierenden
Substanzen von der Produktion immunsuppressiver Substanzen im Sinne einer
Gegenregulierung begleitet. Und viertens wird die Aktivitat der Makrophagen-
sekretionsprodukte durch das Vorhandensein naturlicher Inhibitoren reguliert. Zu
diesen zahlen auch die Antioxidantien. ([33] S. 514, 520; [2] S. 648, 651-656; [10]
S. 536-539; [36] S. 1100-1101; [64] S. 220-222)

Dies bedeutet, dass eine Selbstschadigung durch vielfaltige Mechanismen
entstehen kann. Bei gestorter Selbsterkennung kénnen Makrophagen ganz gezielt
korpereigenes Gewebe angreifen, wenn dieses beispielsweise durch Antikérper
markiert ist. Beim Zelluntergang von Makrophagen werden die Sekretionsprodukte
nicht mehr zielgerichtet freigesetzt und kdnnen so umliegendes Gewebe
schadigen. Ebenso kann ein Ungleichgewicht von immunstimulierenden und
immunsupprimierenden Faktoren zur korpereigenen Schadigung fuhren. ([2] S.
656; [10] S. 532, 536-540; [36] S. 1100-1103; [43] S. 59-61)

Zu den immunstimulierenden Makrophagensekretionsprodukten zéhlen unter
anderen die Interleukine IL-1, IL-6 und IL-8, der Tumornekrosefaktor-o. sowie die
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffderivate. ([10] S. 531-535; [36] S. 1100; [2] S.
649)

Zu den immunsuppressiven Substanzen und natirlichen Inhibitoren zahlen
beispielsweise die Interleukine IL-4, IL-10 und IL-13, Glukokortikoide, das
Antithrombin, die Proteine der akuten Phase sowie der IL-1-Rezeptorantagonist
und l6sliche TNF-a-Rezeptoren. ([10] S. 536-539; [8] S. 1087-1091; [42] S.1095)
Zudem stellen die Hitzeschockproteine, auf die noch im Kapitel 2.3 eingegangen
wird, einen Schutzmechanismus koérpereigenen Gewebes am Entzindungsherd
dar. Sie kdnnen Proteine vor einer Denaturierung schitzen und bereits geschadigte
Proteine wieder reparieren oder teilweise direkt mit Zytokinen interagieren. ([58] S.
375-387;[20] S. 303)

Eine prazise Regulierung der jeweiligen Effektormechanismen ist nicht nur fur eine
reibungslose Funktion, sondern auch fur eine Minimierung der selbstschadigenden
Wirkungen von Bedeutung. Im Rahmen der Regulierung ist auch die Individualitat
eines jeden Menschen von Bedeutung. So ist die Intensitat einer Immunantwort
von personlichen pradisponierenden Faktoren abhangig und kann daher flr
verschiedene Personen auf den gleichen Reiz sehr unterschiedlich ausfallen. ([10]
S. 539-540; [2] S. 653-655)
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1.4 Der Einfluss der Makrophagensekretionsprodukte
auf die Plasmadestabilisierung

Anhand von Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) und Interleukin-1 (IL-1) sowie den
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffmolekilen sollen nun noch ein paar Beispiele
fur eine madgliche Selbstschadigung und Plasmadestabilisierung durch
Makrophagensekretionsprodukte gegeben werden.

1.4.1 Der Einfluss von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
Interleukin-1 (IL-1) auf die Plasmadestabilisierung

Wie bereits beschrieben fiihrt TNF-a,, vornehmlich im Zusammenspiel mit IL-1, im
Rahmen einer Infektion zu einer Gefal3dilatation, einer Erhéhung der Gefal3-
permeabilitdt und einer lokalen Gerinnung. Dies ist fur die Gewahrleistung einer
ausreichenden Anzahl immunkompetenter Zellen am Infektionsort und eine lokale
Infektbekampfung wichtig. Kommt es zu einer Ausbreitung der Infektion im Sinne
einer Sepsis, wird TNF-a systemisch aus den Makrophagen der Leber, Milz und
aus anderen Geweben freigesetzt. Diese systemische Freisetzung bewirkt Uber
eine generalisierte Gefaldilatation und einen generalisierten Verlust von
Blutplasma aufgrund der erhtéhten GefaBpermeabilitdt einen systemischen
Blutdruckabfall und fuhrt daher zum Schock. Zudem entsteht durch die vielerorts
einsetzende lokale Gerinnung ein Verbrauch an Gerinnungsfaktoren, was im Sinne
einer disseminierten intravasalen Gerinnung zu einer lebensbedrohlichen
Komplikation des septischen Schocks fuhrt. ([38] S. 82, [8] S. 1087; [42] S. 1093)
Uber das Auslésen einer lokalen Gerinnung und eine Interaktion mit der Fibrinolyse
kommt es ferner zur Reduzierung der Gewebeoxygenierung. ([10] S. 533)

TNF-oo und IL-1 leiten ferner Uber eine Stimulierung weiterer Entzindungs-
mediatoren eine Potenzierung der Entziindungsreaktion ein.

Zu den systemischen Wirkungen zahlen das Entstehen von Fieber, das Umstellen
der Stoffwechselsituation auf einen katabolen Stoffwechsel bei gleichzeitiger
Appetitminderung und das schnellere Ausreifen der Abwehrzellen im Knochen-
mark. Bei einer Ausweitung der Entztindungsreaktion kann es zum sogenannten
systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS) kommen. ([43] S. 59-
60; [10] S. 533;[36] S. 1101-1102)

Uber Gegenregulationsmechanismen kann ein hyperinflammatorischer Zustand
unter anderem Uber eine durch TNF-a und IL-1 vermittelte Stressreaktion im
Zentralen Nervensystem zur Hemmung proinflammatorischer Prozesse mit
Ausbildung eines kompensatorischen antiinflammatorischen Response-Syndroms
(CARS) fuhren. Die entzundlichen Abwehrreaktionen konnen hierbei so stark
gehemmt sein, dass man von einer ,Immunparalyse” spricht und es zu
unkontrollierten Infektionen mit Gewebeschaden und Todesfolge kommen kann.
([36] S. 1102-1103)

TNF-o und IL-1 kdnnen als stark proinflammatorische Zytokine auch direkt zu
destruierenden Prozessen fiulhren. Durch eine Aktivierung der Osteoklasten wird die
Osteolyse gefordert. Uber einen gesteigerten Proteoglykanabbau induziert IL-1
Knorpelerosionen wie sie bei einer entziindlichen Arthritis vorkommen, und eine
Knorpelerweichung. TNF-a kann eine Muskelproteolyse und gleichzeitig eine
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verminderte Proteinsynthese des Myosins induzieren und daher zum Muskelabbau
fuhren. ([10] S. 533-535)

Ferner induzieren TNF-a und IL-1 in zahlreichen Zellen die Produktion freier
Sauerstoff- und Stickstoffradikale und kdnnen so indirekt gewebeschadigend
wirken. Dies zeigt sich anhand einer Hemmung des zytolytischen Effekts von TNF-
o durch Antioxidantien. ([10] S. 534-535; [8] S. 1087; [20] S. 300-302, 304)

TNF-o. und IL-1 spielen auch im Rahmen von Autoimmunerkrankungen eine
wesentliche Rolle. So sind die Konzentrationen dieser beiden Zytokine
beispielsweise bei der rheumatoiden Arthritis stark erhoht. ([43] S. 58-61)

1.4.2 Der Einfluss der reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffmolekiile auf die Plasmadestabilisierung

Die reaktiven Sauerstoffmolekile kdénnen im Rahmen von entzindlichen und
ischamischen Prozessen von verschiedensten Zellen, vor allem auch von
Makrophagen, gebildet werden. lhre Produktion erfolgt aufgrund einer Stimulierung
der Zellen durch Pathogene oder Zytokine. Jede Entzindungsreaktion fuhrt zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffmolekuilen und umgekehrt. ([20] S. 297; [30] S.
286-288)

Die reaktiven Sauerstoffmolekiile kénnen durch ihre stark oxidierende Wirkung
nicht nur Pathogene, sondern auch umliegendes Gewebe schadigen, indem sie
Proteine, Lipide, Lipoproteine, Polysaccharide und Nukleinsauren oxidieren. Sie
kdnnen somit nicht nur zu Gewebeschéden fuhren, sondern auch Mutationen, eine
Karzinogenese, eine Immunabwehrschwéche, verschiedene Erkrankungen und
den Zelltod einleiten. Aufl3erdem spielen sie im Rahmen von Autoimmun-
erkrankungen eine Rolle. ([2] S. 646, 656-657; [64] S. 208-209; [30] S. 290, 293;
[43] S. 59-61)

Reaktive Sauerstoffderivate konnen zu Einzel- und Doppelstrangbriichen der DNA
und zu Quervernetzungen (cross-linkages) fuhren. Die DNA-Schadigung kann nicht
nur zu Chromosomenaberrationen, sondern auch zu onkogenen Transformationen
oder direkt zum Zelltod fuhren. ([64] S. 209; [48] S. 253)

Reaktive Sauerstoffderivate spielen auch bei Mutationen und der Entstehung
bosartiger Tumore eine Rolle. Die chronische Aufnahme groRRerer Mengen
oxidierter Lipide wurde beispielsweise mit einer gesteigerten Tumorrate in
Verbindung gebracht. Ferner kdnnen Makrophagen, welche im Rahmen der
Phagozytose unter anderem auch chemische Karzinogene aufnehmen, tiber deren
Metabolisierung zur Tumorentstehung beitragen.([64] S. 207, 210, 213, 217; [48]
S. 253; [2] S. 657)

Uber eine Oxidierung ungeséttigter Fettsauren in Membranen konnen reaktive
Sauerstoffmolekiile zu einer Permeabilitatssteigerung und Membranverfliissigung
und somit zu einer Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile bzw. zu einer
Zytolyse fuhren. ([10] S. 534-535)

Die Oxidierung von Aminosduren ruft Proteinveranderungen hervor. Zu ihnen
zahlen auch eine erhéhte Aggregations-, Fragmentations- und Lysebereitschaft der
Proteine. Enzyme kénnen durch reaktive Sauerstoffmolekile sowohl inaktiviert als
auch aktiviert werden. So verstarken sie zum Beispiel die Wirkung der im Rahmen
der Entziindung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen freigesetzten
Elastase und kdonnen so zu einem Lungenemphysem, einer Glomerulonephritis,
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einer rheumatoiden Arthritis oder einem akuten Lungenversagen beitragen. Bei
einer Oxidierung von Proteinen des Zytoskeletts kommt es zu einer Zerstérung der
Organisation und des Zusammenhaltes der Filamente. ([10] S. 534-535; [64] S.
209-210; [30] S. 293-294; [2] S. 656)

Makrophagen spielen eine bedeutende Rolle in der Entwicklung einer Arterio-
sklerose. Eine Oxidierung von Lipoproteinen, wie Low-Density-Lipoproteinen (LDL),
kann diesen eine immunogene Eigenschaft verleihen. Uber eine Produktion von
anti-LDL Autoantikérpern bilden sich Immunkomplexe mit oxidiertem und mit nicht
oxidiertem LDL. Diese Immunkomplexe lagern sich sowohl in Endothelzellen als
auch in subendothelialen Makrophagen ab. Makrophagen nehmen die oxidierten
LDL-Molekule unkontrolliert auf und werden zu den sogenannten Schaumzellen.
Die Schaumzellen sezernieren wiederum Zytokine, fuhren zu einer chronischen
Entzindung und tragen somit zur Entstehung atheromatdser Plaques bei. ([30] S.
293; [2] S. 656-657)

Auch an den negativen Folgen einer Ischdmie und postisch&dmischen Reperfusion
sind reaktive Sauerstoffderivate beteiligt. Im Rahmen der Ischdmie kommt es zu
Enzymveranderungen, welche bei einer Gewebereoxigenierung zu einer massiven
Produktion von Sauerstoffradikalen fiihren. Das bereits ischdmisch vorgeschadigte
Gewebe wird hierdurch zusatzlich angegriffen. ([30] S. 287, 290-291; [64] S. 208,
217)

Reaktive Sauerstoffmolekiile sind auch am Prozess der Alterung beteiligt. Die
mitochondriale Produktion von Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid nimmt
mit dem Alter zu und korrespondiert mit den alterungbedingten oxidativen
Zellschaden. ([64] S. 205, 208, 219-220; [30] S. 287)

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Produktion reaktiver Sauerstoffmolektle
auch durch ionisierende Strahlung, Rontgenstrahlung und UV-Strahlung, und auch
durch einige Medikamente provoziert wird und diese Strahlen und Medikamente so
ihre schadigende Wirkung bzw. Nebenwirkung entfalten kénnen. Ebenso kénnen
einige Luftschadstoffe wie zum Beispiel Ozon, Stickstoffdioxid, Zigarettenrauch und
Asbest durch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffmolekiile pathogen wirken. Uber
die Beziehung von Zigarettenrauch und Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffprodukten lassen sich auch die bekannten Folgeerkrankungen des
Zigarettenkonsums wie etwa Lungenerkrankungen, Lungenkrebs, koronare
Herzerkrankung und periphere Arteriosklerose erklaren. ([30] S. 290-291; [64] S.
208, 218)

Bei neurologischen Erkrankungen wie zum Beispiel Demenz, Alzheimer- oder
Parkinson-Erkrankung wird eine Beteiligung reaktiver Sauerstoffmolekile diskutiert.
Auch beim Diabetes mellitus gibt es Hinweise fiir eine durch Sauerstoffradikale
vermittelte Zerstérung der Inselzellen aufgrund immunologischer Prozesse. ([64] S.
218-219; [58] S. 383)

Neben den reaktiven Sauerstoffmolekilen kommen auch den reaktiven
Stickstoffmolekilen wirtsschadigende Wirkungen zu. So kann Peroxynitrit
Sulthydrylgruppen und Membranlipide oxidieren, wahrend Stickstoffdioxid zu DNA-
Schaden fuhren kann. ([48] S. 253, 256)

Stickstoffoxidbildung wurde mit der Neurotoxizitat von Glutamat, der Pankreas-B-
Zell-Zerstorung durch IL-1, dem Hypotonus von mit TNF oder Interleukin
behandelten Patienten und dem Hypotonus von Patienten mit Endotoxinschock in
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Zusammenhang gebracht. Ferner kann Stickstoffoxid zur Apoptose aktivierter
Makrophagen fuihren. ([48] S. 254, 256)

Mit Lipopolysacchariden und Zytokinen aktivierte Makrophagen produzieren Nitrit,
Nitrat und reaktive Stickstoffmolekile. Aminosduren kénnen durch reaktive
Stickstoffderivate unter Sauerstoffverbrauch zu Nitrosaminen umgewandelt
werden. Hierbei wird zuerst Stickstoffmonoxid zu Stickstoffdioxid umgewandelt,
welches mit den stark nitrierenden Distickstofftrioxid und Distickstofftetroxid im
Gleichgewicht steht. Diese wiederum kdnnen Aminosauren unter physiologischen
Bedingungen zu Nitrosaminen umwandeln. Die karzinogene Wirkung von
Nitrosaminen ist bekannt. ([48] S. 253, 256-257)

Im Rahmen bakterieller, parasitarer und viraler Infektionen wurde bei Patienten
eine erhohte Ausscheidung von Nitrat und Nitrosaminosduren im Urin gefunden,
was auf eine erhdhte Produktion von reaktiven Stickstoffderivaten und
Nitrosaminen zurtickzufuhren ist. Aufgrund der bekannten karzinogenen Wirkung
der Nitrosamine konnte dies den Zusammenhang zwischen chronischen
Infektionen und einer Tumorentstehung darstellen. So sind unter anderen bei einer
chronischen Virushepatitis ein erhohtes Risiko eines hepatozellularen Karzinoms,
bei einer Helicobacter pylori-Infektion ein erhohtes Risiko fur ein Magenkarzinom
und bei einer humanen Papilloma-Virus-Infektion ein erhohtes Risiko eines
Zervixkarzinoms bekannt. Ebenso ist das Karzinomrisiko bei Leberzirrhose-
Patienten erhoht, was sich durch eine chronische Leberentziindung erklaren laRt.
([48] S. 254, 257-260)

Stickstoffoxide konnen die DNA durch Strangbriiche und Deaminierungen
schadigen und haben eine mutagene und genozide Wirkung. ([48] S. 260)

Eine UbermaRige Produktion von Stickstoffoxiden fuhrt ferner Gber eine Hemmung
der Lymphozytenproliferation zu einer Immunsuppression. ([48] S. 260)

Aufgrund der starken Wirkung auf den Blutdruck wird ein Mangel an
Stickstoffmonoxid mit dem essentiellen Hypertonus in Verbindung gebracht,
wahrend die gesteigerte Stickstoffmonoxid-Produktion im Rahmen einer Sepsis zu
dem fatalen Blutdruckabfall fuhren kénnte. ([52] S. 75-76)
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2 Problemstellung

In dem vorangehenden Kapitel sollte anhand von Beispielen dargestellt werden,
wie immunologische Abwehrmechanismen nicht nur zu einer wichtigen und
sinnvollen Bekampfung und Zerstérung von Bakterien, Viren, Parasiten,
neoplastischen Zellen oder Toxinen beitragen, sondern mit denselben
Mechanismen auch zu einer, zum Teil erheblichen, Wirtsschadigung fiihren
konnen.

Es wurde bereits mehrfach versucht Uber eine gezielte Hemmung einzelner
toxischer Substanzen die selbstschadigende Wirkung einzugrenzen oder
aufzuheben. So konnte (iber eine Enzymhemmung (Zyanid/ Peroxidase; N°-
Monomethyl-L-Arginin/NO-Synthase) die Generierung reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffmolekile gehemmt werden oder die Wirkung aggressiver Molekile durch
Antioxidantien oder ,Substrat-Fanger® (anti-TNF-o. Antikorper/TNF-o;; Superoxid-
Dismutase/Superoxidanion; Katalase/Wasserstoffperoxid; L-Ascorbat/NO)
neutralisiert werden.

Zumeist musste jedoch erkannt werden, dass mit einer Hemmung aggressiver
Molekile zwar die durch sie ausgeltdste Zerstdrung eingegrenzt oder verhindert
werden konnte, dass aber im Gegenzug eine Immunsuppression resultierte. Je
nach Auspragung der Immunsuppression und je nach primar vorhandenem
Pathogen konnte es daher trotzdem zu einer Wirtsschadigung (Superinfektion,
Immunparalyse, Karzinomentstehung) kommen. ([41] S. 542-543, 549; [64] S. 220;
[48] S. 256-257, 260; [52] S. 75; [36] S. 1102-1103)

Thema dieser Arbeit ist die Frage, inwieweit koérpereigenes Gewebe oder
korpereigene Strukturen vor schadigenden Einflissen mittels protektiver
Substanzen geschuitzt werden kdénnen.

Als zu schadigende Struktur wurde ein Enzym (Lactatdehydrogenase) gewahlt, da
Proteine leicht zu denaturieren sind und bei Enzymen eine Denaturierung des
aktiven Zentrums Uber eine Messung der zu katalysierenden Reaktion gut
nachweisbar ist. ([45] S. 173)

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber biochemische Besonderheiten von
Proteinen und insbesondere Enzymen gegeben werden.

2.1 Biochemische Besonderheiten von Enzymen

Ein Enzym wirkt als Katalysator bei einer chemischen Reaktion in biologischen
Systemen und beschleunigt die Substratumsetzung. Hierzu werden die
Substratmolekiile an das sogenannte aktive Zentrum gebunden. Das aktive
Zentrum befindet sich haufig in einer Vertiefung an der Enzymoberflache und
besitzt funktionelle Gruppen, welche mit dem Substrat interagieren, indem eine
Kombination aus Wasserstoffbindungen, ionischen Bindungen und van der Waals-
Kraften gebildet wird. Enzyme sind reaktions- und gruppenspezifisch, das heifl3t, ein
Enzym katalysiert nur sehr wenige Reaktionen, oft nur eine Reaktion, und reagiert
mit bestimmten chemischen Gruppierungen eines Molekuils. Die Spezifitdt eines
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Enzyms wird Uber die Gro3e und Form des aktiven Zentrums bestimmt, sprich von
den dort angesiedelten Aminosaureresten. Abbildung 1 zeigt das aktive Zentrum
des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Enzyms Lactatdehydrogenase. Die
Katalyse entsteht Uber eine Beeinflussung der Loslichkeit und des elektrostatischen
Umfelds sowie Uber eine Erleichterung der Neuordnung kovalenter Bindungen und
des Protonentransfers im Bereich des reaktiven Zentrums. ([45] S. 160,163,167-
168; [56] S. 91, 93-94; [39] S. 219; [21] S. 8031;[27] S. 1079; [34] S. 6278; [63] S.
905; [13] S. 892; [55] S. 1-3)

Arg-171

NH AI‘Q-'I 09
2‘§| 0O NH 2 77/
=/ A .

=c
\ +& - /7 N His195
C —'0 = HN +

Hsc/ \\_—NH .
%02(’;
\

Abbildung 1: Das aktive Zentrum von LDH ([15] S. 187)

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins entsteht tber Faltungsprozesse und
wird von seiner Aminosauresequenz bestimmt. Da das Enzym trotz potentiell vieler
verschiedener Madglichkeiten in seiner nativen Form immer in der gleichen
Konformation vorliegt und diese auch bei Renaturierungsversuchen immer wieder
einnimmt ist davon auszugehen, dass die native Form die thermodynamisch
stabilste Form ist. ([68] S. 189-195; [47] S. 200-202, 207; [65] S. 32-34; [59] S. 19;
[4] S. 1309; [19] S. 439; [5] S. 223; [55] S. 1-3)

Die Uber die Aminosauresequenz festgelegte Proteinstruktur wird durch die

jeweiligen Aminosaurereste tber intermolekulare Wechselwirkungen realisiert. Die
Funktion eines Enzyms wird jedoch nicht nur von der Konfiguration des aktiven
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Zentrums, sondern indirekt auch von der Gesamtkonfiguration des Proteins
bestimmt. So kdnnen elektrostatische Kréafte tber eine langere Distanz wirken oder
mobile Enzymschlingen mit dem aktiven Zentrum interagieren. ([68] S. 192; [47] S.
207-208; [17] S. 6235; [16] S. 12228; [57] S. 25334, [44] S. 7826; [49] S. 24758;
[46] S. 1168; [3] S. 7801, [9] S. 864; [55] S. 1-11)

Die Aktivitat von Enzymen kann durch die Temperatur und den pH-Wert verandert
und zum Teil gesteigert werden. Enzyme besitzen jeweils ein Temperatur- und pH-
Optimum, welches meist im Bereich des physiologischen Vorkommens liegt. ([45]
S. 172-173; [55] S. 1-3)

2.2 Proteindenaturierung

Proteine kénnen durch Einwirken von Hitze, Saure, organischen Lésungsmitteln,
hohen Salzkonzentrationen, reduzierenden Agentien und Schwermetallionen
denaturiert werden. Hierfur ist nicht die Aufspaltung kovalenter Bindungen, sondern
eine Neuanordnung der Sekundar- und Tertiarstruktur verantwortlich. Uber einen
Verlust der Sekundéar- und Tertiarstruktur geht auch die Katalysefahigkeit des
Enzyms verloren. Bei einem Enzym kann es zudem durch eine Beeinflussung des
aktiven Zentrums zu einer Funktionsédnderung kommen. ([45] S. 172-173; [69] S.
841; [47] S. 200; [13] S. 892; [14] S. 7997; [12] S. 699; [11] S. 249, 251)

2.3 Molekulare Chaperone als physiologische
Proteinschutzmechanismen

Bei einer Reihe von Erkrankungen konnte als Krankheitsausloser ein verandertes
Protein gefunden werden. So ist beispielsweise bekannt, dass bei Prionen-
erkrankungen ein fehlgefaltetes Protein urséchlich ist, oder dass die zystische
Fibrose durch Defekte an einem membrangebundenen Protein verursacht wird.
([47] S. 203-204)

Um eine regelrechte Proteinfaltung zu gewahrleisten gibt es spezialisierte Proteine,
sogenannte molekulare Chaperone. Sie konnen mit teilweise gefalteten oder falsch
gefalteten Proteinen interagieren und richtige Faltungswege ebnen oder eine
Mikroumgebung bereitstellen, in welcher die Proteinfaltung ablaufen kann. ([47] S.
203-206; [31] S. 330-334; [69] S. 845-846)

Chaperone stabilisieren nicht nur Peptide die gerade synthetisiert werden, um ihre
korrekte Faltung zu gewahrleisten, sie sind auch fur die Faltung einer Reihe von
zellularen Proteinen noétig, die sich nicht spontan falten kénnen. Proteine, die
ungefaltet durch Membrane geschleust werden muissen, werden durch eine
Bindung an Chaperone geschitzt und in ungefaltetem Zustand zur Membran
transportiert. ([47] S. 203-206; [60] S. 591-601; [7] S. 850-854; [51] S. 34; [31] S.
330; [18] S. 321;[28] S. 33; [26] S. 601; [37] S. 313; [32] S. 349; [25] S. 469; [66]
S. 22411, [67] S. 5371, [50] S. 1033-1035)

Molekulare Chaperone oder Hitzeschockproteine sind auch in die Regulierung von
Proteinen, beispielsweise von Steroidhormonrezeptoren, involviert. ([6] S. 335-344;
[51] S. 34; [58] S. 382)

Den molekularen Chaperonen kommt jedoch noch eine weitere sehr wichtige
Aufgabe zu. Sie sind an der Beseitigung schadhafter Proteine, an der Entwirrung
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denaturierter Proteinaggregate und an der erneuten Faltung hitzegeschadigter
Proteine beteiligt. Zudem kdnnen sie die Bildung unpassender Proteinaggregate
verhindern, indem sie sich an Bereiche ungefalteter Polypeptide binden die reich
an hydrophoben Resten sind. ([51] S. 34; [47] S. 203-206; [66] S. 22411; [67] S.
5371)

Da molekulare Chaperone bei Hitzeeinwirkung, beziehungsweise allgemein
Stresseinwirkung auf Zellen vermehrt produziert werden, werden sie auch als
Hitzeschockproteine oder Stressproteine bezeichnet. Ihre Produktion wird wohl
durch das Vorhandensein denaturierter Proteine gesteigert. In Stresssituationen, in
denen sich Proteine nicht richtig falten und aneinander lagern kdnnen, werden die
Proteine an Stressproteine gebunden und hierdurch geschitzt. ([69] S. 845-846;
[35] S. 407-424; [54] S. 959-961; [51] S. 34-35)

Eine Entziindung geht mit einer erhéhten Produktion von Stressproteinen einher.
Diese wird Uber Entzindungsmediatoren wie beispielsweise reaktive
Sauerstoffderivate, Lipidmediatoren oder Zytokine vermittelt. Die Hitzeschock-
proteine konnen den Koérper vor den toxischen Effekten dieser Entziindungs-
mediatoren schitzen. ([58] S. 375-387; [51] S. 35)

Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft der Hitzeschockproteine mit bakteriellen
Hitzeschockproteinen kommt ihnen eine erhebliche Rolle im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen zu. Uber eine gestorte Selbst-Fremd-Erkennung kann
sich die Immunreaktion gegen korpereigene Hitzeschockproteine richten. So wird
ihnen beispielsweise eine Rolle bei der autoimmunen Arthritis, dem autoimmunen
Diabetes mellitus, den autoimmunen Schilddriisenerkrankungen und dem
systemischen Lupus erythematodes zugesprochen. ([51] S. 34-36; [69] S. 848-
852; [62] S. 1061)

2.4 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu testen, ob das Enzym Lactatdehydrogenase
kiinstlich vor einer Denaturierung geschutzt werden kann. Hierzu wurde das Enzym
vor der Denaturierung mit einer sogenannten protektiven Substanz inkubiert und
erst danach der Denaturierung zugefuhrt.

Sollte ein Schutz mdéglich sein, so war die Idee, kdnnten eventuell auch andere
physiologische Strukturen oder zum Beispiel Zellen vor schadigenden Einflissen
bewahrt werden, wie sie auch beispielsweise im Rahmen einer Makrophagen-
hyperaktivierung vorkommen kénnen.

Unter dem Ziel der Zellprotektion wurde davon ausgegangen, dass Enzyme zu den
empfindlichsten Zellbestandteilen zahlen. So wollten wir fur den Fall einer
moglichen Zellprotektion zuerst einmal herausfinden, ob es méglich ist, die Enzyme
vor schéadigenden Einflissen zu schitzen. Sollte es gelingen Enzyme zu
protegieren, ware auch eine Zellprotektion diskutabel.

Fur die Teildenaturierung bzw. Enzymhemmung sollten verschiedene
Mechanismen getestet werden. Da sich Proteine sowohl durch Hitze als auch
durch Saure leicht denaturieren lassen, wurden diese beiden Varianten gewahlt.
Wir entschieden uns fur eine Zielhemmung von ca. 30% bis 35% der normalen
Enzymaktivitat, entsprechend einer Rest-Enzymaktivitat von ca. 65% bis 70%. Wie
in den Vorversuchen im Kapitel 3.2.3 beschrieben, konnte eine Erwadrmung bei
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60°C uber 60 Minuten die gewlinschte Enzymhemmung um etwa 35% erbringen.
Fur die Teildenaturierung mit einer Saure wahlten wir Perchlorsaure aus. Die
Konzentration einer 0,046 M Perchlorsaure wurde ebenfalls Uber Vorversuche
ermittelt und fiihrte zu einer Enzymhemmung von ungeféahr 32%.

Die Wahl der zu testenden protektiven Substanzen (Substanz P) wurde einerseits
nach physikalisch-chemischen Gesichtspunkten getroffen, andererseits wurden
Substanzen gewahlt, die sich bei frGheren Untersuchungen als potent erwiesen
hatten. Eine genaue Auflistung der getesteten Substanzen findet sich im Kapitel
3.1.1 in alphabetischer Reihenfolge. Die Substanzen wurden nicht nur einzeln
verwendet, sondern zum Teil auch in Kombination getestet. Insgesamt wurden
dreiBig Substanzen oder Substanz-Kombinationen ausgewertet. Fur die zu
verwendende Konzentration der Substanz P zeigte sich, die Verdinnung
betreffend, ein breites Wirkspektrum, so dass wir uns nicht auf eine einzige
Konzentration beschréankten. Vielmehr wollten wir den verschiedenen wirksamen
Verdinnungen Rechnung tragen und entschieden uns fir ein feststehendes
Verdiinnungsspektrum von vier Verdinnungen (V1 = 1:10; V2 = 1:10% V3 = 1: 10°;
V4 = 1:10°. Die zugrunde liegende Ausgangskonzentration der Substanz P ist in
den Ergebnistabellen im Anhang jeweils angefuhrt.

Jede zu testende Substanz P wurde sowohl im Erwdrmungsversuch als auch im
Perchlorsaureversuch und jeweils in den oben genannten Verdinnungen V1-V4
verwendet.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien
Reaktionslosung:

Zur Herstellung der Reaktionsléosung (RL) wurde das ,LDH opt.- in vitro
Diagnostikum“ der Firma Kone (Best.-Nr. 681LD) verwendet. Gemal3 der
Arbeitsanleitung wurde der Inhalt einer Flasche des Enzymgemisches (Flasche 2)
mit 10 ml der Pufferlosung (Flasche 1) gelost. Die Reaktionsldsung wurde
entsprechend der Vorgaben uber die Haltbarkeit bei einer Temperatur von +2°C bis
+8°C nicht langer als 36 Stunden gelagert.

Kontrollserum:

Als Kontrollserum (KS) wurde ,Kontrollogen L* der Firma Behring (Best.-Nr.
OTRL20) verwendet und eine Flasche ,Kontrollogen L“ mit 5 ml zweifach-
destilliertem Wasser geltst. Das Kontrollserum wurde bei einer Temperatur von
+2°C bis +8°C gelagert und bis zu sieben Tage verwendet.

Phosphatgepufferte Natriumchlorid - L6sung:

Die phosphatgepufferte Natriumchlorid - Losung (PBS) wurde unter Verwendung
des Mischgeréates durch Lésen einer Tablette der ,phosphatgepufferten Natrium-
chlorid — Tabletten® der Firma Sigma (Best.-Nr. P-4417) in 200 ml zweifach-
destilliertem Wasser hergestellt. Dabei ergab sich eine 0,01 M Natrium- und
Kalium-Phosphat-Pufferlésung mit einem pH von 7,4 (7,2-7,6), welche 0,0027 M
Kaliumchlorid und 0,137 M Natriumchlorid enthielt.

Perchlorsaure:

Gemall den Verdunnungsversuchen zur optimalen Hemmwirkung der Perchlor-
saure wurde 1 ml der ,0,33 M Perchlorsdure” der Firma Boehringer Mannheim
(Best.-Nr. 125369) mit 6,2 ml zweifachdestilliertem Wasser 1:7,2 verdinnt und
somit eine 0,046 M Perchlorsdure hergestellt.
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Protektive Substanz P:

Die zur Enzymprotektion verwendeten Substanzen (P) wurden zum Grof3teil in
Reinform, zum Teil auch in Kombination getestet. Die jeweilige Substanz-
konzentration ist in den jeweiligen Ergebnistabellen im Anhang mit angegeben.
Dabei wurden Feststoffe mit zweifachdestilliertem Wasser gelést und Lésungen mit
zweifachdestilliertem Wasser verdinnt. Die Substanzen sind im Folgenden
alphabetisch aufgelistet.

Acetamid
Sigma (Best. Nr. A-0500), Fw 59.07

0,0’-Bis(2 aminopropyl)polypropylenglykol 130
Fluka (Best.-Nr. 14531), Mr ~ 230

Dextran
Sigma (Best.-Nr. D-5251), Av.Mol.Wt.Approx. 500.000

Dextran
Sigma (Best.-Nr. D-5376), Av.Mol.Wt.Approx. 2.000.000

Dextransulfat
Sigma (Best.-Nr. D-6001), Av.Mol.Wt. 500.000

Diethanolamin (bis(2-Hydroxyethyl)amine)
Sigma (Best.-Nr. D-8885), Approx. 98%, Fw 105.1

N,N’-Dimethylacetamid
Sigma (Best.-Nr. D-5511), Fw 87.12, 99+%

1,3-Dimethylharnstoff
Sigma (Best.-Nr. D-6254), Approx. 98%, Fw 88.11

Dimethylsulfoxid
Sigma (Best.-Nr. D-5879), Fw 78.13, Minimum 99,5% (GC)

Ethanolamin
Sigma (Best.-Nr. E-6133), Fw 97.54

Ethylendiamin
Sigma (Best.-Nr. E-2126), Fw 133

Glycerin
Merck (Best.-Nr. 104094), ca. 87%

Harnstoff
Sigma (Best.-Nr. U-1250), Fw 60.06

Hexamethylentetramin
Sigma (Best.-Nr. H-9642), Fw 292.3

D-Mannit
Sigma (Best.-Nr. M-4125), Fw 182.2

Methoxypolyethylenglykol
Sigma (Best.-Nr. M-7143), Av.Mol.Wt. 2.000

3-Methylpiperidin
Sigma (Best.-Nr. M-0270), Fw 99.18
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1-Methyl-2-pyrrolidinon
Sigma (Best.-Nr. M-6762), Fw 99.13

Polyethylenglykol
Merck (Best.-Nr. 819003), Av.Mol.Wt. ~ 15.000

Polyethylenglykol
Merck (Best.-Nr. 818892), Av.Mol.Wt. ~ 35.000

Polyethylenglykol-Dimethylether 500
Merck (Best.-Nr. 814171)

Polyethylenglykol-Dimethylether 2000
Merck (Best.-Nr. 814172)

Polyethylenglykol-Monobutylether
Roth (Best.-Nr. 5663.1), M ~ 300 g/mol

Polypropylenglykol 2020
Roth (Best.-Nr. 8426.1), M 1950-2050 g/mol

Polyvinylalkohol 72000
Merck (Best.-Nr. 821038)

Polyvinylpyrrolidon

Fluka (Best.-Nr. 81420), Mr 40.000
Pyridin

Sigma (Best.-Nr. P-3776), Fw 79.1, 99+%

D-Sorbit
Sigma (Best.-Nr. S-1876), Fw 182.2

1,1,3,3-Tetramethylharnstoff
Sigma (Best.Nr. T-3875), Fw 116.2

Triethanolamin
Sigma (Best.-Nr. T-1377), Fw 149.2

Triethylamin
Sigma (Best.-Nr. T-8521), Fw 137.7
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3.1.2 Gerate

Mischgerat
Bender&Hobein, Vortex Genie 2

Photometer
Beckman, DU-64 Spectrophotometer (UV/VIS)

Pipetten
Eppendorf, 0,5 - 10 ul
Eppendorf, 10 - 100 pl
Eppendorf, 100 - 1000 pl
Labsystem, Finnpipette Digital, 200 - 1000 pl

Waagen
Sartorius, 0-1000 g

Sartorius, 0-200 g
Mettler, AT 250, 0-200¢g

Wasserbad
Memmert, temperierbar von 0 - 100°C

3.1.3 Sonstige Materialien

Eppendorfcups
Eppendorfcups 1,5 ml

Klvetten
Sarstedt, Plastikklvetten Nr. 67742

Pipettenspitzen
Eppendorf, Standardtips, 100 pl
Eppendorf, Standardtips, 1000 pl

Reagenzgléser
Greiner, 5 ml Plastikrohrchen
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3.2 Methoden

3.2.1 Grundprinzip der verwendeten Reaktionsldsung

Das im LDH opt.- in vitro Diagnostikum enthaltene Pyruvat reagiert zusammen mit
NADH und Wasserstoffionen unter Vorhandensein von LDH (Lactat-
dehydrogenase) zu Lactat und NAD".

Pyruvat + NADH + H' ;4 Lactat + NAD'

Die Reaktionslosung dient somit dem Nachweis des Enzyms Lactat-
dehydrogenase in der getesteten Probe. Als Probe wurde das Kontrollserum (KS)
verwendet, welches Lactatdehydrogenase enthalt. Zu diesem Zweck wurden 10pl
Probe mit 500ul Reaktionslosung vermischt. Die Loésung wurde in eine
vortemperierte Kovette Uberfuhrt und die Extinktion im Photometer bei einer
Wellenlange von 340 nm gegen Luft Gber sechs Minuten abgelesen. Die
Extinktions&nderung pro Minute (AE/min) ist direkt proportional zur Enzymaktivitat
(U/), welche sich aus dem Produkt aus Extinktionsanderung pro Minute und einer
wellenlangenabhéngigen Konstanten F (bei 340 nm = 4127) berechnet.

Enzymaktivitat (U/l) = (AE/min) = F

3.2.2 Versuchsaufbau

In der vorliegenden Arbeit ging es nicht um den Nachweis des Enzyms Lactat-
dehydrogenase, sondern um dessen Teildenaturierung und Reaktivierung. Das
Substrat Pyruvat war in der verwendeten Reaktionslosung (RL) vorhanden, das
Enzym Lactatdehydrogenase fand sich im verwendeten Kontrollserum (KS). Als
Denaturans (D) wurde gemal3 den Vorversuchen einerseits die Hitzedenaturierung
durch Erwdrmung 60 Minuten lang bei 60°C wund andererseits die
Sauredenaturierung durch 0,046M Perchlorsaure gewahlt. Ziel war es, das Enzym
Lactatdehydrogenase vor den schadigenden Einflissen mit Hilfe einer zu
testenden protektiven Substanz (P) zu schitzen. Die Substanz P wurde jeweils in
verschiedenen Verdiinnungen (V1 = 1:10, V2 = 1:10°, V3 = 1:10°, V4 = 1:10°
getestet.

Unter der Annahme der Vvielleicht verbesserten Interaktion zwischen der
Lactatdehydrogenase und der protektiven Substanz wurden zu 10 pl Kontroll-
serum zunachst 10 pl Substanz P pipettiert und vermischt. Erst dann wurde das
Denaturans in Form von 10 pl Perchlorsdure bzw. Hitzeschadigung zugegeben.
Um ein konstantes Endvolumen von 530 pl zu erhalten, wurde als Fullmaterial
phosphatgepufferte Natriumchloridlosung (PBS) verwendet. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von 500 pl Reaktionslosung (RL) gestartet. Die Probe wurde
kraftig mit einer Pipette vermischt und anschliel3end die Extinktionsanderung pro
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Minute (AE/min) in einer Plastikkivette im Spectralphotometer bei einer
Wellenlange von 340 nm gegen Luft gemessen.

Die Enzymaktivitat, gemessen als Extinktions&dnderung pro Minute, war dabei der
ausschlaggebende Wert fur die Enzymhemmung und die Enzymreaktivierung. Die
Extinktionsdnderung wurde Uber sechs Minuten verfolgt und jeweils der Wert sofort
nach Einbringung der Probe in das Photometer und der Wert nach sechs Minuten
notiert. Aus den beiden gemessenen Werten wurde die Extinktionséanderung pro
Minute (AE/min) berechnet.

Anzumerken ist, dass die Sofortmessung aus Grinden der Mischung und
Einbringung in die Kivette und in das Photometer mit einer Verzégerung von ca.
20 Sekunden behaftet ist.

Die Anséatze der verschiedenen Proben sind in den Pipettierschemen erlautert. Zur
Eigenkontrolle wurden, soweit nicht anders gekennzeichnet, bei den Proben ,a*
und ,b* jeweils drei identische Ansétze und bei den Proben ,c“ und ,d" jeweils vier
identische Ansatze hergestellt. Aus den jeweiligen Werten der Extinktionsanderung
pro Minute dieser Parallelproben wurde anschlieBend ein Mittelwert gebildet. Bei
den im Ergebnisteil und im Anhang angegebenen Werten handelt es sich jeweils
um die errechneten Mittelwerte.

Verwendete Pipettierschemen:

Fur alle Versuche wurden die folgenden Pipettierschemen verwendet. Die
Bezeichnung der Proben mit ,a“ — ,d" entspricht der Benennung im Ergebnisteil und
im Anhang.

Pipettierschema fiir die Kontrollproben:

10 yl KS 10 yl KS

10 ul P

10 ul PBS 20 ul PBS
500 ul RL 500 pl RL
530 pl Probeb 530 pl Probed

(KS = Kontrollserum; P = protektive Substanz; PBS = phosphatgepufferte Natriumchloridldsung;
RL = Reaktionslésung)

Die Probe ,b“ sollte den alleinigen Effekt der Substanz P auf die Lactat-
dehydrogenase demonstrieren. Die Probe ,d“ stellt die Leerprobe mit normaler
Reaktion der Lactatdehydrogenase dar. Die Proben ,b“ und ,d“ dienten jeweils dem
Erwarmungsversuch und dem Séaureversuch als Kontrolle.
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Pipettierschema fiir den Erwarmungsversuch:

10 yl KS 10 yl KS
ou P
10 ul PBS 20 ul PBS
D D
500 ul RL 500 pl RL
530 yul Probe a 530 ul Probec

(KS = Kontrollserum; P = protektive Substanz; PBS = phosphatgepufferte Natriumchloridldsung;
D = Denaturans; RL = Reaktionslésung)

Die Proben ,a“ und ,c“ wurden beide vor Zugabe der Reaktionslosung (RL) 60
Minuten lang bei 60°C erwarmt (=D).

Die Probe ,a“ soll zeigen, ob die protektive Substanz (P) in der Lage ist, die
Lactatdehydrogenase vor dem Denaturans (D) zu schitzen. Die Probe ,c* soll die
alleinige Enzymhemmung durch das Denaturans (D) gegenuberstellen.

Pipettierschema fiir den S&ureversuch:

10 yl KS 10 yl KS
ou P
10ul D 10ul D
10 yl PBS
500 ul RL 500 pl RL
530 yul Probe a 530 ul Probec

(KS = Kontrollserum; P = protektive Substanz; PBS = phosphatgepufferte Natriumchloridldsung;
D = Denaturans; RL = Reaktionslésung)

Als Denaturans (D) wurde im Saureversuch 0,046 M Perchlorsaure verwendet.

Die Probe ,a“ soll wie im Pipettierschema fur den Erwadrmungsversuch beschrieben
den mdglichen Schutz der Lactatdehydrogenase durch die protektive Substanz (P)
vor dem Denaturans (D) zeigen. Ebenso dient die Probe ,c" im S&aureversuch wie
im Erwarmungsversuch der Darstellung der Enzymhemmung durch ,D*.

Aufgrund der gleichen Aussageintention wurde die Bezeichnung Probe ,a“ und
Probe ,c“ sowohl im Erwarmungs-, als auch im Saureversuch verwendet. Um einer
Verwechslung vorzubeugen werden im Ergebnisteil und im Anhang die beiden
Versuche immer getrennt bezeichnet und aufgefihrt.
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3.2.3 Vorversuche

Gemal der Arbeitsanleitung fur ,LDH opt. in vitro Diagnostikum“ wurden die
Extinktionsabnahmen zunachst 3 Minuten lang jede Minute gemessen. Aufgrund
der jedoch geringen Extinktionsabnahme innerhalb der ersten drei Minuten wurde
die Messung auf sechs Minuten ausgedehnt.

Zur Vereinfachung des Versuchsablaufs wurden die Messungen auf die
Sofortmessung und die Messung nach sechs Minuten reduziert. Auf die
einminitige Inkubation vor der ersten Messung wurde verzichtet.

Zur Kostenreduktion wurde anfangs versucht die Reaktion mit 1:10 verdinnter
Reaktionslosung zu starten. Auch hierbei zeigte sich eine nur geringe
Extinktionsabnahme, sodass wieder auf die unverdinnte Reaktionsldsung
umgestiegen wurde.

Ausschluss von Fremdeinflissen auf die Extinktion:

Um Fremdeinflisse auf die Extinktion auszuschlie3en, wurden im Rahmen der
Vorversuche folgende Pipettierschemen ausgetestet.

10u P 10ul D
30 ul PBS 20 ul PBS 20 ul PBS
500 pl RL 500 pl RL 500 pl RL
530 ul 530 ul 530 ul

(PBS = phosphatgepufferte Natriumchloridlésung; RL = Reaktionslésung; P = protektive Substanz;
D = Denaturans)

Wie angenommen konnte gezeigt werden, dass ohne Enzym (Kontrollserum=KS)
keine Extinktions&nderung zu verzeichnen war. Im Rahmen der natirlichen
Schwankungsbreite waren lediglich geringe Extinktionsschwankungen zwischen
0,000 AE/min und 0,005 AE/min zu vermerken.

Ermittlung der Verdiinnungsreihe der protektiven Substanz (P):

Da bei den ersten Versuchen auffiel, dass bei purer Verwendung der Substanz P
oder bei geringer Verdinnung derselben (z.B. 1:5) eine Reaktionshemmung und
bei einer Verdiinnung ab 1:5+10* eine Reaktionsverstarkung auftrat, wurden im
Sinne eines ,Screening — Verfahrens* fir die Wirkung der protektiven Substanz die
Verdiinnungen V1 = 1:10, V2 = 1:10%, V3 = 1:10° und V4 = 1:10° eingefiihrt.

Ermittlung der optimalen Hemmung durch Erwérmuna:

Erste Versuche mit einer Erwarmung bei 80°C 20 Minuten lang zeigten bereits
optisch eine vollstandige Denaturierung mit Eiwei3ausflockung. Ebenso fihrte eine
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Erwadrmung von 5 Minuten bei 80°C zu einer Tribung durch Eiweil3ausflockung.
Wie in Tabelle 1 angefuhrt erfolgte eine Testreihe mit 60°C 30min, 60°C 45min,
60°C 60min,70°C 5min und 70°C 20min. Es war eine zunehmende Hemmung der
Enzymaktivitat (AE/min) von im Mittel 0,031 AE/min; 0,030 AE/min; 0,026 AE/min;
0,009 AE/min und 0,002 AE/min zu verzeichnen. Es wurden jeweils zwei
Parallelansatze fur die ,Kontrollprobe b“ und vier Parallelansatze fur die
.Kontrollprobe d“ durchgefuhrt und jeweils der Mittelwert bestimmt. Die in der
Tabelle 1 angegebenen Werte entsprechen den gemittelten Werten AE/min.

Da von einer ca. 30%-igen bis 35%-igen Enzymhemmung als optimale
Versuchsbedingung ausgegangen wurde, schien bei einer durchschnittlichen
Enzymaktivitat von 0,040 AE/min eine Hemmung auf 0,026 AE/min (= 65% der
normalen Enzymaktivitat) sinnvoll. So wurde als Enzymhemmung mittels
Erwarmung eine Erwarmung von 60 Minuten bei 60°C etabliert.

Tabelle 1: Versuchsreihe zur optimalen Hemmung durch Erwéarmung

Temperatur 60°C 60°C 60°C 70°C 70°C
Zeit 30min 45min 60min 5min 20min
Probe ¢ [AE/min] 0,031 0,030 0,026 0,009 0,002
Probe d [AE/min] 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040

Probe c = Kontrollserum + Denaturans + Reaktionslésung
Probe d = Kontrollserum + Reaktionslosung
Die angegebenen Werte entsprechen den gemittelten Extinktionswerten (AE/min).

Ermittlung der optimalen Hemmung durch Perchlorsaure:

Wie in Tabelle 2 angefuhrt wurde zunachst eine Verdinnungsreihe mit 0,33 M
Perchlorsaure und den Verdinnungen 1:10, 1:10°% 1:10° 1:10* und 1:5%10*
hergestellt. Es konnte jedoch keinerlei Enzymhemmung festgestellt werden. Im
Gegenteil wurde eine Reaktionsbeschleunigung beobachtet, welche mit
zunehmender Verdinnung zunachst zunahm und dann ab einer Verdiinnung von
1: 10* leicht wieder absank. Bei einer ,Kontrollprobe d“ von 0,036 AE/min betrugen
die durchschnittlichen Extinktionsanderungen pro Minute 0,038; 0,043; 0,049;
0,045 und 0,043. Im Folgenden wurde die 0,33 M Perchlorsaure pur; 1:1,5; 1:2; 1:3
und 1:6 verdiunnt verwendet. Bei purer Anwendung und bei der Verdinnung 1:1,5
kam es zu einer kompletten Denaturierung mit optischer Eiweil3ausfallung. Bei den
restlichen Verdunnungen betrugen die durchschnittlichen Extinktions&nderungen
pro Minute 0,006; 0,006 und 0,012.

Auch bei einer Verdinnung 1:7 war die Hemmwirkung noch zu grof3 (AE/min =
0,009). Bei der Verdunnungsreihe 1:8, 1:9 und 1:10 wurden als AE/min die Werte
0,026; 0,031 und 0,031 gemittelt. Bei einer ,Kontrollprobe d“ von AE/min = 0,027
war hier keinerlei Hemmwirkung mehr nachweisbar. Die optimale Hemmung
musste also zwischen den Verdinnungen 1:7 und 1:8 liegen. Bei den
Verdinnungen 1:7,5 und 1:7,3 wurden die Werte 0,018 und 0,019 fir AE/min
gemittelt. Fur die Verdinnung 1:7,2 wurde ebenfalls der Wert AE/min = 0,019
ermittelt. Die ,Kontrollprobe d* ergab fir AE/min = 0,028. Es wurden fur die ,Probe
c" jeweils zwei Parallelansatze und fir die ,Probe d“ jeweils vier Parallelansatze
durchgefihrt. Aus diesen Werten wurden die Mittelwerte berechnet und verwendet.
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Die in Tabelle 2, Tabelle 3, und Tabelle 4 angegebenen Werte entsprechen daher
den gemittelten Werten AE/min.

Mit einer Hemmung von 32,1% bzw. einer Restenzymaktivitat von 67,9% wurde die
Enzymhemmung mittels 1:7,2 verdunnter 0,33 M Perchlorsdure gewahlt. Dies
entspricht einer 0,046 M Perchlorsaure.

Tabelle 2: Versuchsreihe 1 zur optimalen Hemmung durch Perchlorsaure

Verdinnung der 0,033M _ L0 .3 . _ .
Perchlorsiure 1:10 1:10 1:10 1:10 1:5%10

Probe c [AE/min] 0,038 0,043 0,049 0,045 0,043
Probe d [AE/min] 0,036 0,036 0,036 0,036 0,036
Probe c = Kontrollserum + Denaturans + Reaktionslésung

Probe d = Kontrollserum + Reaktionsldsung
Die angegebenen Werte entsprechen den gemittelten Extinktionswerten (AE/min).

Tabelle 3: Versuchsreihe 2 zur optimalen Hemmung durch Perchlorsaure

Verdinnung

der 0,033M pur [1:15(1:2|1:3[1:6|1:7|1:8| 1:9 |1:10
Perchlorsaure

Probe ¢ denaturiert | 0,006 | 0,006 | 0,012 | 0,009 | 0,026 | 0,031 | 0,031
[AE/min]
Probe d

. 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,027 | 0,027 | 0,027 | 0,027
[AE/min]

Probe c = Kontrollserum + Denaturans + Reaktionslésung
Probe d = Kontrollserum + Reaktionsldsung
Die angegebenen Werte entsprechen den gemittelten Extinktionswerten (AE/min).

Tabelle 4: Versuchsreihe 3 zur optimalen Hemmung durch Perchlorsaure
Verdinnung der 0,033M Perchlorsaure 1:75 1:7,3 1:7,2
Probe c [AE/min] 0,018 0,019 0,019
Probe d [AE/min] 0,028 0,028 0,028

Probe c = Kontrollserum + Denaturans + Reaktionslosung
Probe d = Kontrollserum + Reaktionslosung
Die angegebenen Werte entsprechen den gemittelten Extinktionswerten (AE/min).
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4 Ergebnisse

Bei den im folgenden aufgefiihrten Ergebnissen und Tabellen entsprechen die
Werte ,a“ — ,d* wie bereits im Kapitel ,3.2.2 Versuchsaufbau“ beschrieben, den
gemittelten Extinktionsanderungen pro Minute fur folgende Proben:

In der ,Probe a“ wird das Kontrollserum (KS) mit der protektiven Substanz (P)
inkubiert und danach entweder durch das Denaturans (D) = Erwarmung (60 min bei
60°C) oder durch Zusatz von ,D* = Saure (0,046M Perchlorsaure) teildenaturiert.
Anschliel3end wird die Enzymreaktion durch Zugabe der Reaktionslésung (RL)
gestartet und die Extinktionsdnderung pro Minute Uber sechs Minuten im
Spectralphotometer bei einer Wellenlange von 340 nm gegen Luft gemessen und
notiert.

,La=KS+P+D+RL"

In der ,,Probe b* wird das Kontrollserum (KS) ebenfalls mit der protektiven Substanz
(P) inkubiert, jedoch nicht mit einem Denaturans (D) teildenaturiert. Auch hier wird
die Enzymreaktion durch Zugabe der Reaktionslésung (RL) gestartet und die
Extinktionsdnderung pro Minute im Spectralphotometer (ber sechs Minuten
gemessen und notiert.

.0 =KS + P +RL"

Die ,Probe c* besteht aus dem mit dem Denaturans (D) = Erwarmung (60 min bei
60°C) oder ,D* = 0,046M Perchlorsaure teildenaturierten Kontrollserum (KS). Die
Enzymreaktion wird ebenfalls durch Zugabe der Reaktionslésung (RL) gestartet
und wiederum die Extinktionsanderung pro Minute Uber sechs Minuten protokolliert.

,c=KS+D+RL"
Mit ,Probe d“ ist schlie3lich jene Probe bezeichnet, welche nur aus Kontrollserum
(KS) und Reaktionslosung (RL) besteht, und die die reine Enzymreaktion darstellt.
Auch diese wird als Extinktionsdnderung pro Minute Uber sechs Minuten
dokumentiert.

,d=KS + RL"

Der Begriff Substanz P wird auch fir Substanzkombinationen verwendet, sofern
keine genauere Differenzierung notwendig ist.
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Mit V1 - V4 sind die Verdunnungen der protektiven Substanz bezeichnet. Es
wurden jeweils vier Verdiinnungen mit den Konzentrationen 1:10, 1:10° 1:10° und
1:10° hergestellt.

V1 = Verdinnung 1:10

V2 = Verdinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°

Die Grundkonzentration der Substanz P, welche den Verdinnungen V1 - V4 zu-
grunde liegt, ist bei den Ergebnistabellen im Anhang mit angegeben.

Die im Anhang angefuhrten Ergebnistabellen sind alphabetisch nach den ver-
wendeten protektiven Substanzen geordnet, wobei jeweils die Ergebnisse aus dem
Erwarmungs- und dem Saureversuch parallel dargestellt sind.

In den Ergebnistabellen werden nicht nur die bei den einzelnen Verdinnungen V1 -
V4 gemessenen Extinktionsanderungen pro Minute mit den Werten ,a“ — ,d*
dokumentiert, sondern zugleich auch die fir die Ergebnisauswertung relevanten
Berechnungen aufgefiihrt.

4.1 Der Einfluss der protektiven Substanz auf die
Lactatdehydrogenaseaktivitat

In dem verwendeten Versuchsaufbau reprasentiert die durch die ,Probe d“ (d =
Kontrollserum + Reaktionsldsung) gemessene Extinktionsanderung pro Minute die
normale Lactatdehydrogenaseaktivitat. Mit der ,Probe b* (b = Kontrollserum +
protektive Substanz + Reaktionslésung) wird die Enzymaktivitat unter dem Einfluss
der protektiven Substanz dargestellt.

Mit Hilfe der Formel (d-b) / d * 100 lasst sich eine Reaktionsférderung beziehungs-
weise Reaktionsabschwachung direkt in Prozent der normalen Enzymaktivitat
darstellen.

4.1.1 Steigerung der Lactatdehydrogenaseaktivitat durch die
protektive Substanz

In Abbildung 2 werden all jene Substanzen mit der entsprechenden Verdinnung
aufgefuhrt, die zu einer Steigerung der Lactatdehydrogenaseaktivitdt von mehr als
15% in der Lage waren. Siebzehn Substanzen mit insgesamt funfunddreil3ig
Verdinnungen erfullten mit Werten zwischen 15,8% (Pyridin in V4) und 45,7%
(Polyethylenglykolmonobutylether in V1) diese Bedingung. Dabei sind die
verschiedenen Verdinnungen V1-V4 in etwa gleich gewichtet: V1:V2:V3:V4 =
9:7:11:8 (V1=1:10, V2=1:10° V3=1:10°, V4=1:10°).
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Reaktionsférderung in %

Abbildung 2: Steigerung der Lactatdehydrogenaseaktivitat durch die
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protektive Substanz

Acetamid (V3 = 1:10°)
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V2 = 1:10%)
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V3 = 1:10°%)
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V4 = 1:10°%)
Dextran (V2 = 1:10°%)

Dextran (V3 = 1:10°)

Dextran (V4 = 1:10°%)
N,N'-Dimethylacetamid (V1 = 1:102
N,N'-Dimethylacetamid (V3 = 1:10”)
N,N'-Dimethylacetamid (V4 = 1:10°)
1,3-Dimethylharnstoff (V1 = 1:102
1,3-Dimethylharnstoff (V3 = 1:107)

Ethanolamin (V1 = 1:10)

Ethanolamin (V2 = 1:10°)

Ethanolamin (V3 = 1:10°)

Ethanolamin (V4 = 1:10%)

Ethylendiamin (V1 = 1:10)

Hexamethylentetramin (V3 = 1:10°%)

D-Mannit (V1 = 1:10)

D-Mannit (V2 = 1:10%)

Methoxypolyethylenglykol (V1 = 1:10)
Methoxypolyethylenglykol (V2 = 1:10°)
Methoxypolyethylenglykol (V3 = 1:10°)
Methoxypolyethylenglykol (V4 = 1:10°)
Polyethylenglykol MG15.000 (V2 = 1:10°%)
Polyethylenglykoldimethylether 500 (V3 = 1:10°)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V2 = 1:10%)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V3 = 1:10°%)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V4 = 1:10°%)
Polyethylenglykolmonobutylether (V1 = 1:10%
Polyethylenglykolmonobutylether (V3 = 1:10°)
Polyethylenglykolmonobutylether (V4 = 1:10%)
Pyridin (V4 = 1:10%)

D-Sorbit (V1 = 1:10)

Triethylamin (V1 = 1:10)
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4.1.2 Kein Einflul3 der protektiven Substanz auf die
Lactatdehydrogenaseaktivitat

Tabelle 5 fuhrt jene Substanzen an, welche keinen Einfluss auf die Lactat-
dehydrogenaseaktivitat hatten. Insgesamt konnte nur bei vier Substanzen in jeweils
einer Verdunnung eine Aktivitatsanderung von 0% festgestellt werden. Alle
anderen Verdunnungen derselben Substanzen hatten einen EinfluR auf die
Enzymaktivitat.

Tabelle 5: Die protektive Substanz ohne Einfluss auf die
Lactatdehydrogenaseaktivitat

Protektive Substanz AkthI(t;_t;)&;g ieiggg a
Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1 (V4) 0

Diethanolamin (V1) 0

Ethylendiamin (V3) 0
Hexamethylentetramin (V1) 0

V1= Verdinnung 1:10 Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung
V3= Verdiinnung 1: 10° Probe d = Kontrollserum+Reaktionsldsung

V4= Verdiinnung 1: 10°

4.1.3 Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat durch die
protektive Substanz

In den Versuchen musste festgestellt werden, dass von den drei3ig zur Protektion
verwendeten Substanzen zehn Substanzen mit insgesamt einundzwanzig
Verdinnungen einen hemmenden Einfluss zeigten. Die Hemmung der Enzym-
aktivitat lag zwischen 2,6% (Triethanolamin in V4) und 60% (3-Methylpiperidin in
V1) der normalen Lactatdehydrogenaseaktivitdt. In Abbildung 3 sind samtliche
Substanzen aufgefihrt, die eine Reaktionsabschwachung provozierten. Auch hier
konnte kein Zusammenhang mit der Verdinnung der Substanzen hergestellt
werden: V1:V2:V3:V4 = 6:6:5:4 (V1=1:10, V2=1:10°, V3=1:10°, V4=1:10°).
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Enzymhemmung [%)]
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Abbildung 3: Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat durch die
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protektive Substanz

0,0'"-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V1 = 1:10)
N,N'-Dimethylacetamid (V2 = 1:10°%)
Harnstoff (V1 = 1:10)

Harnstoff (V2 = 1:10%)

Harnstoff (V3 = 1:10°)

Harnstoff (V4 = 1:10°)

3-Methylpiperidin (V1 = 1:10)
3-Methylpiperidin (V2 = 1:10%)
3-Methylpiperidin (V3 = 1:10°)
1-Methyl-2-pyrrolidinon(V1 = 1:10)
1-Methyl-2-pyrrolidinon(V2 = 1:10°)
1-Methyl-2-pyrrolidinon(V3 = 1:10°)
1-Methyl-2-pyrrolidinon(V4 = 1:10°)
Polyethylenglykol MG35.000 (V1 = 1:10)
Polyethylenglykol MG35.000 (V2 = 1:103)
Polypropylenglykol (V3 = 1:10°)

Pyridin (V1 = 1:10)

Triethanolamin (V4 = 1:10°%)

Triethylamin (V2 = 1:10°%)

Triethylamin (V3 = 1:10°)

Triethylamin (V4 = 1:10°)

All jene Substanzen und Verdinnungen die nicht in Abbildung 2, Tabelle 5 und
Abbildung 3 aufgelistet sind, hatten eine positive Wirkung auf die Lactat-
dehydrogenaseaktivitat, welche jedoch gemessen an der normalen Enzymaktivitat
kleiner als 15% war.
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4.2 Der Einfluss der protektiven Substanz auf die durch
ein Denaturans gehemmte Enzymaktivitat

Um Hemmungsschwankungen in der Berechnung zu bertcksichtigen wurden nicht
die Absolutwerte verwendet, sondern die Hemmung durch das Denaturans (D) und
der Einfluss der protektiven Substanz (P) in Relation zueinander gesetzt. Dies
kommt in der Formel (a-c) / (d-c) * 100 zum Ausdruck. Gleichzeitig lasst sich durch
diese Formel die Hemmungsaufhebung bzw. auch - verstarkung durch P direkt in
Prozent der durch D verursachten Enzymhemmung ausdriicken. Die in der ,Probe
d“ (d = Kontrollserum + Reaktionsldsung) gemessene Extinktionsanderung pro
Minute entspricht der normalen Lactatdehydrogenaseaktivitat, wahrend in der
.Probe c* (c = Kontrollserum + Denaturans + Reaktionslésung) die durch D
abgeschwachte Enzymaktivitat dargestellt wird. In der ,Probe a*“ (a = Kontrollserum
+ protektive Substanz + Denaturans + Reaktionslésung) wird schliel3lich jene
Lactatdehydrogenaseaktivitdit gemessen, welche unter dem Einfluss von P und D
vorhanden war. Dabei wurde das Kontrollserum zuerst mit P inkubiert und
anschlie3end mit D teildenaturiert.

4.2.1 Einfluss der protektiven Substanz (P) bei Denaturans (D) =
Erwdrmung 60 Minuten bei 60°C

4.2.1.1 Protektiver Effekt der Substanz ,P* auf die Lactatdehydrogenase

In Abbildung 4 werden alle Substanzen mit der entsprechenden Verdinnung
aufgefuhrt, die eine Hemmungsaufhebung von 25% oder mehr verursachten. Zur
Darstellung der Hemmungsaufhebung wird die Formel (a-c) / (d-c) * 100 verwendet.
Die Prozentangabe bezieht sich auf die durch die Erwarmung verursachte
Hemmung, welche mit 100% angesetzt wird. Achtzehn Substanzen in insgesamt
achtundzwanzig  Verdunnungen erfillten diese Bedingung. Bei der
Hemmungsaufhebung wurden Werte zwischen 25% (Acetamid in V3 und
Triethanolamin in V2) und 77,8% (D-Mannit in V2) erreicht. Drei der Substanzen
konnten mit finf Verdiinnungen eine komplette Hemmungsaufhebung erzielen und
die Enzymaktivitdt z.T. sogar noch beschleunigen. Dabei erreichte N,N’-Dimethyl-
acetamid in einer Verdiinnung von 1:10° (=V4) eine 100%-ige Hemmungs-
aufhebung und konnte somit den Ausgangswert bzw. Kontrollwert .d* wieder-
erlangen. In der Verdiinnung V2 (=1: 10% wurde sogar ein Wert von 150% erzielt.
Die Substanz Methoxypolyethylenglykol war mit den Werten 133,3% in der
Verdinnung V3 und 175% in der Verdiunnung V2 ebenfalls sehr erfolgreich.
Ethylendiamin fihrte immerhin in der Verdinnung V4 zu einer Hemmungs-
aufhebung von 115,8%.Die an den Ergebnissen beteiligten Verdinnungen waren
wie folgt verteilt: V1:V2:V3:V4 = 3:7:11:7 (V1=1:10, V2=1:10°, v3=1:10°, V4=1:10).

-37-



Ergebnisse

Hemmungsaufhebung in %

200—

180—

160—

140

120

100—

80—

60—

40

20

175,0

— [aV) ™ < n o
— — — — -

o o o o o o

Protektive Substanz

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10
1

~N 0 O O d N M
— <4 <= N N AN «
o T o T o o s B

P24
P25
P26
P27
P28

Abbildung 4: Partielle oder komplette Aufhebung der durch Erwérmung

verursachten Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat
mittels der protektiven Substanz

Acetamid (V1 = 1:10)

Acetamid (V3 = 1:10°)

Dextran (V2 = 1:10°)
Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1 (V3 = 1:10°)
Dextransulfat (V3 = 1:10°)
Diethanolamin (V3 = 1:10°)
Diethanolamin (V4 = 1:10°)
N,N'-Dimethylacetamid (V2 = 1:10°%)
N,N'-Dimethylacetamid (V4 = 1:10°%)
N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff = 1:1 (V4 = 1:10°%)
Ethanolamin (V2 = 1:10°)
Ethanolamin (V3 = 1:10°%)
Ethylendiamin (V3 = 1:10°)
Ethylendiamin (V4 = 1:10°)

Glycerin (V3 = 1:10°)
Hexamethylentetramin (V2 = 1:10%)
Hexamethylentetramin (V4 = 1:10°)
D-Mannit (V2 = 1:10%)

D-Mannit (V3 = 1:10°%)
Methoxypolyethylenglykol (V2 = 1:10°%)
Methoxypolyethylenglykol (V3 = 1:10°%)
3-Methylpiperidin (V4 = 1:10°)
1-Methyl-2-pyrrolidinon (V3 = 1:10°)
Polyvinylpyrrolidon (V1 = 1:10)
Polyvinylpyrrolidon (V3 = 1:10°)
Triethanolamin (V1 = 1:10)
Triethanolamin (V2 = 1:10°%)
Triethylamin (V4 = 1:10°%)
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Die zusatzliche Aktivitatsférderung der Lactatdehydrogenase, gemessen an der
normalen Aktivitdt (= Probenwert ,d“), wird mit der Formel (d-a) / d * (-100) in
Prozent dargestellt und in Abbildung 5 angegeben. Bei den drei Substanzen mit
insgesamt vier Verdiinnungen ergaben sich fur die Reaktionsférderung Werte von
3,3% (N,N’-Dimethylacetamid in V2) bis 24,3% (Methoxypolyethylenglykol in V2).
Die einzelnen Verdinnungen waren mit V1:V2:V3:V4 = 0:2:1:1 verteilt (V1=1:10,
V2=1:10%, v3=1:10°, V4=1:10°).

Reaktionsférderung in %

P1 P2 P3 P4

Protektive Substanz

Abbildung 5: Uber die Hemmungsaufhebung hinausgehende
Lactatdehydrogenaseférderung durch die protektive Substanz
im Erwarmungsversuch

P1= N,N'-Dimethylacetamid (V2 = 1:10%)
P2 = Ethylendiamin (V4 = 1:10°)

P3 = Methoxypolyethylenglykol (V2 = 1:10°%)
P4 = Methoxypolyethylenglykol (V3 = 1:10°%)

4.2.1.2 Kein Einfluss der protektiven Substanz auf die
Lactatdehydrogenasehemmung

Tabelle 6 beinhaltet jene protektive Substanzen ,P“ mit ihren Verdinnungen, mit
denen die durch Erwarmung verursachte Lactatdehydrogenasehemmung nicht
verhindert werden konnte. Die Extinktionsdnderungen pro Minute waren daher fur
die Proben ,a“ und ,c“ identisch. Gemal3 der Formel (a-c) / (d-c) * 100 betragt die
Aktivitatsanderung 0%. Insgesamt zehn Substanzen mit finfzehn Verdinnungen
konnten die Teildenaturierung durch Erwarmung nicht beeinflussen. Die beteiligten
Verdinnungen waren mit V1:V2:V3:V4 = 1:3:6:5 zugunsten der mittel- bis
héhergradigen Verdiinnungen verteilt (V1=1:10, V2=1:10° V3=1:10°, V4=1:10°).
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Tabelle 6: Die protektive Substanz ohne Einfluss auf die durch Erwérmung
verursachte Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat

Aktivitatsanderung [%]

Protektive Substanz (a-c)/(d-c) * 100

N,N'-Dimethylacetamid : Tetramethylharnstoff = 1:1 (V3) 0
Harnstoff (V1)

Harnstoff (V4)

Hexamethylentetramin (V3)
3-Methylpiperidin (V2)

3-Methylpiperidin (V3)

Polyethylenglykol MG15.000 (V2)
Polyethylenglykoldimethylether 500 (V2)
Polyethylenglykoldimethylether 500 (V3)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V3)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V4)
Polyethylenglykolmonobutylether (V4)
Polypropylenglykol (V3)
Polypropylenglykol (V4)

D-Sorbit (V4)

V1=Verdunnung 1:10 Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionsldsung
V2=Verdiinnung 1:10° Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung

V3=Verdiinnung 1:10° Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung
V4=Verdiinnung 1:10°

O OO OO OO0 Oo0OOoOOoO oo

o

4.2.1.3 Hemmungsverstarkung durch Kombination der protektiven
Substanz (P) und der Denaturierung durch Erwarmung (D)

Bei den Versuchen wurde nicht nur ein protektiver oder fehlender Einfluss der
Substanz P auf die Lactatdehydrogenaseaktivitdt beobachtet, sondern ebenso eine
Hemmungsverstarkung beim Zusammenwirken von P und D festgestellt. In
Abbildung 6 wird dies, wiederum bezogen auf die durch das Denaturans ,D“ alleine
verursachte Aktivitatsminderung (= 100%), in Prozent als zusatzliche Hemmung
dargestellt. Dabei wurde die Formel (a-c) / (d-c) * (-100) verwendet.

Siebenundzwanzig Substanzen mit funfundfiinfzig Verdiinnungen fuhrten zu einer
Hemmungsverstarkung. Die Werte lagen zwischen 5% (Triethanolamin in V4) und
312,5% (O,0’-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol in V1) und entsprechen, wie
bereits angemerkt, der zusatzlichen Hemmung. Die an der Hemmungsverstarkung
beteiligten Verdinnungen waren mit V1:V2:V3:V4 = 22:11:12:10 eher zugunsten
der niedriger verdiinnten Proben verteilt (V1=1:10, V2=1:10°, V3=1:10°, V4=1:10°).
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Abbildung 6: Verstéarkung der durch die Erwarmung hervorgerufenen Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat durch die

protektive Substanz

Legende siehe nachste Seite
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0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V1 = 1:10)
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V2 = 1:10°)
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V3 = 1:10°)
0,0"-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V4 = 1:10°)

Dextran (V3 = 1:10°%)
Dextran (V4 = 1:10°%)

Dextran:Dimethylsulfoxid:Tetramethylharnstoff (V1 = 1:10)

Dextransulfat (V1 = 1:10)
Diethanolamin (V1 = 1:10)
Diethanolamin (V2 = 1:10°%)
N.N'-Dimethylacetamid (V1 = 1:10)
N,N'-Dimethylacetamid (V3 = 1:10°)

N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff (V1 = 1:10)

1,3-Dimethylharnstoff (V1 = 1:10)
1,3-Dimethylharnstoff (V2 = 1:10%)
1,3-Dimethylharnstoff (V3 = 1:10°)
1,3-Dimethylharnstoff (V4 = 1:10°)
Ethylendiamin (V1 = 1:10)

Glycerin (V1 = 1:10)

Hexamethylentetramin (V1 = 1:10)

D-Mannit (V1 = 1:10)

D-Mannit (V4 = 1:10%)
Methoxypolyethylenglykol (V4 = 1:10°)
3-Methylpiperidin (V1 = 1:10)
1-Methyl-2-pyrrolidinon (V1 = 1:10)
Polyethylenglykol MG15.000 (V1 = 1:10)
Polyethylenglykol MG15.000 (V3 = 1:105)
Polyethylenglykol MG15.000 (V4 = 1:106)
Polyethylenglykol MG35.000 (V1 = 1:10)
Polyethylenglykol MG35.000 (V2 = 1:10°%)
Polyethylenglykol MG35.000 (V3 = 1:10°%)
Polyethylenglykol MG35.000 (V4 = 1:10°%)
Polyethylenglykoldimethylether 500 (V1 = 1:10)
Polyethylenglykoldimethylether 500 (V4 = 1:10°%)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V1 = 1:10)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V2 = 1:10%)
Polyethylenglykolmonobutylether (V1 = 1:10)
Polyethylenglykolmonobutylether (V2 = 1:10%)
Polyethylenglykolmonobutylether (V3 = 1:10°%)
Polypropylenglykol (V1 = 1:10)
Polypropylenglykol (V2 = 1:10%)
Polyvinylalkohol (V1 = 1:10)

Polyvinylalkohol (V3 = 1:10°%)
Polyvinylpyrrolidon (V2 = 1:10°%)

Pyridin (V1 = 1:10)

Pyridin (V2 = 1:10%)

Pyridin (V3 = 1:10°)

Pyridin (V4 = 1:10°)

D-Sorbit (V2 = 1:10%)

D-Sorbit (V3 = 1:10°)

Triethanolamin (V3 = 1:10°%)

Triethanolamin (V4 = 1:10%)

Triethylamin (V1 = 1:10)

Triethylamin (V2 = 1:10°%)

Triethylamin (V3 = 1:10°)

Die nicht in Abbildung 4, Tabelle 6 und Abbildung 6 aufgefihrten Substanzen und
Verdiinnungen erbrachten eine partielle Hemmungsaufhebung der Lactat-

dehydrogenaseaktivitat von weniger als 25%.
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4.2.2 Einfluss der protektiven Substanz (P) bei Denaturans (D) =
Perchlorsaure 0,046M

4.2.2.1 Protektiver Effekt der Substanz P auf die Lactatdehydrogenase

Abbildung 7 enthélt alle Substanzen mit ihren Verdinnungen, welche die
Enzymhemmung durch Perchlorsdure um 25% oder mehr aufheben konnten. Mit
der Formel (a-c) / (d-c) * 100 wird die Hemmungsaufhebung in Prozent der durch
die Saure verursachten Hemmung (= 100%) berechnet. Sechsundzwanzig
Substanzen erflllten diese Bedingung mit insgesamt vierundsechzig Ver-
dinnungen. Die Hemmungsminderung reichte von 25% (Dextran:Dimethyl-
sulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1 in V3 und Dextransulfat in V2) bis zu 95,7%
(D-Sorbit in V2), bzw. bis zu 128,6% (Polyethylenglykoldimethylether 2000 in V4)
bei jenen Substanzen, die sogar zu einer Aktivitatsbeschleunigung fuhrten. Pyridin
erreichte in der Verdinnung 1:10 (=V1) eine komplette Hemmungsaufhebung (=
100%). Diethanolamin fuhrte in der Verdinnung V1 zu einer 115,4%-igen
Hemmungsaufhebung. Polyethylenglykoldimethylether 2000 konnte in zwei
Verdiinnungen (1:10° = V3 und 1:10° = V4) mit Werten von 114,3% und 128,6%
eine Reaktionsbeschleunigung bewirken. Die einzelnen Verdinnungen waren mit
V1:V2:V3:V4 = 14:13:20:17 etwas zugunsten der hoheren Verdinnungen verteilt
(V1=1:10, V2=1:10° V3=1:10°, V4=1:10°).
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Abbildung 7: Partielle oder komplette Aufhebung der durch Perchlorsaure verursachten Hemmung der
Lactatdehydrogenaseaktivitat mittels der protektiven Substanz

Legende siehe néchste Seite
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Acetamid (V3 = 1:10°)
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V1 = 1:10)
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V2 = 1:10°)
0,0"-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V3 = 1:10°)
0,0"-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V4 = 1:10°)
Dextran (V1 = 1:10)

Dextran (V3 = 1:10°)

Dextran (V4 = 1:10°)

Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff=1:1:1 (V3 = 1:10°)
Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff=1:1:1 (V4 = 1:10°)
Dextransulfat (V2 = 1:10%)

Dextransulfat (V3 = 1:10%)

Dextransulfat (V4 = 1:10°%)

Diethanolamin (V1 = 1:10)

Diethanolamin (V2 = 1:10%)

Diethanolamin (V3 = 1:10°%)

N,N'-Dimethylacetamid (V3 = 1:10°)
N,N'-Dimethylacetamid (V4 = 1:10°)
N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff=1:1 (V1 = 1:10)
N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff=1:1 (V2 = 1:10°%)
N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff=1:1 (V3 = 1:10°)
1,3-Dimethylharnstoff (V3 = 1:10°)

Ethanolamin (V2 = 1:10%)

Ethanolamin (V3 = 1:10)

Ethanolamin (V4 = 1:10°)

Glycerin (V3 = 1:10°)

Harnstoff (V1 = 1:10)

Harnstoff (V3 = 1:10°%)

Harnstoff (V4 = 1:10°%)

Hexamethylentetramin (V1 = 1:10)

D-Mannit (V1 = 1:10)

D-Mannit (V2 = 1:10%)

D-Mannit (V3 = 1:10°%)

D-Mannit (V4 = 1:10%)

Methoxypolyethylenglykol (V1 = 1:10)
Methoxypolyethylenglykol (V2 = 1:10%)
Methoxypolyethylenglykol (V3 = 1:10°)
Methoxypolyethylenglykol (V4 = 1:10°)

3-Methylpiperidin (V4 = 1:10°%)

Polyethylenglykol MG15.000 (V4 = 1:10°)
Polyethylenglykol MG35.000 (V1 = 1:10)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V1 = 1:10)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V2 = 1:10%)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V3 = 1:10°%)
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V4 = 1:10°%)
Polyethylenglykolmonobutylether (V2 = 1:10%)
Polyethylenglykolmonobutylether (V3 = 1:10°)
Polyethylenglykolmonobutylether (V4 = 1:10°%)
Polyvinylalkohol (V1 = 1:10)

Polyvinylalkohol (V2 = 1:10%)

Polyvinylalkohol (V3 = 1:10°%)

Polyvinylalkohol (V4 = 1:10°)

Polyvinylpyrrolidon (V1 = 1:10)

Polyvinylpyrrolidon (V2 = 1:10°%)

Polyvinylpyrrolidon (V4 = 1:10°)

Pyridin (V1 = 1:10)

D-Sorbit (V1 = 1:10)

D-Sorbit (V2 = 1:10%)

D-Sorbit (V3 = 1:10°)

D-Sorbit (V4 = 1:10°)

Triethanolamin (V3 = 1:10°%)

Triethylamin (V2 = 1:10°%)

Triethylamin (V3 = 1:10°)

Triethylamin (V4 = 1:10°)
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Die zusatzliche Reaktionsbeschleunigung der Lactatdehydrogenase wird in
Abbildung 8 dargestellt. Mit der Formel (d-a) / d * (-100) wird die Aktivitatsforderung
in Prozent der normalen Enzymaktivitat angegeben. Die zwei Substanzen, die mit
insgesamt drei Verdinnungen eine Enzymaktivitatsférderung bewirken konnten,
erreichten dabei eine Reaktionsbeschleunigung von 7,7% (Diethanolamin in V1) bis
17,1% (Polyethylenglykoldimethylether 2000 in V4). Die Verdiinnungen waren mit
V1:V2:V§:V4 = 1:0:1:1 relativ gleichméRig verteilt (V1=1:10, V2=1:10° V3=1:10°,
V4=1:10).

Reaktionsférderung in %

P1 P2 P3

Protektive Substanz

Abbildung 8: Uber die Hemmungsaufhebung hinausgehende
Lactatdehydrogenaseférderung durch die protektive Substanz
im Perchlorsaureversuch

P1= Diethanolamin (V1 = 1:10)
P2 = Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V3 = 1:10%)
P3 = Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V4 = 1:10°)

4.2.2.2 Kein Einfluss der protektiven Substanz auf die
Lactatdehydrogenasehemmung

Tabelle 7 gibt die Substanzen wieder, die die durch Perchlorsdure induzierte
Teildenaturierung der Lactatdehydrogenase nicht beeinflussen konnten. Die
Enzymaktivitaten, dargestellt durch die Extinktionsanderung pro Minute, waren fur
die Proben ,a“ und ,c* identisch, die Aktivititsdnderung betréagt gemaf der Formel
(a-c) / (d-c) = 100 gleich 0%. Dies trifft in der Verdinnung V1 sowohl fur die
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Substanzkombination Dextran:Dimethylsulfoxid:Tetramethylharnstoff = 1:1:1 als
auch far Ethanolamin zu.

Tabelle 7: Die protektive Substanz ohne Einfluss auf die durch
Perchlorsaure verursachte Hemmung der
Lactatdehydrogenaseaktivitat

Aktivitatsanderung [%]

Protektive Substanz (a-c)/(d-c) * 100

Dextran: Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff= 1:1:1 (V1) 0
Ethanolamin (V1) 0
V1=Verdinnung 1:10 Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionsldsung

Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslésung
Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

4.2.2.3 Hemmungsverstarkung durch Kombination der protektiven
Substanz (P) und der Denaturierung durch Perchlorsaure (D)

Auch bei den Teildenaturierungsversuchen mit Perchlorsaure wurde durch den
Einsatz der protektiven Substanz ,P* nicht nur ein protektiver Effekt beobachtet. In
Abbildung 9 sind die P-Substanzen mit den entsprechenden Verdinnungen
aufgelistet, welche durch Kombination mit der Perchlorsaure zu einer verstarkten
Enzymhemmung fuhrten. Die zusatzliche Aktivitdtsabnahme der Lactatdehydro-
genase bei Kombination von P und D wird an der Enzymhemmung bei reiner
Verwendung des Denaturans (= 100%) gemessen. Die Formel (a-c) / (d-c) * (-100)
gibt dies in Prozent wieder. Neun Substanzen bewirkten mit insgesamt zehn
Verdinnungen eine Hemmungsverstarkung. Die zusatzliche Enzymhemmung
betrug zwischen 4,8% (Polypropylenglykol in V2) und 36% (3-Methylpiperidin in
V1). Die jeweiligen Verdinnungen waren mit einem Anteil von V1:V2:V3:V4 =
3:4:0:3 beteiligt (V1=1:10, V2=1:10°, V3=1:10°, V4=1:10°).
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Hemmung in %

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10

Protektive Substanz

Abbildung 9: Verstarkung der durch Perchlorsaure hervorgerufenen
Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat durch die
protektive Substanz

P1= Dextransulfat (V1 = 1:10)

P2 = N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff (V4 = 1:10°)
P3 = Ethylendiamin (V4 = 1:10°)

P4 = 3-Methylpiperidin (V1 = 1:10)

P5 = 3-Methylpiperidin (V2 = 1:10%)

P6 = 1-Methyl-2-pyrrolidinon (V4 = 1:10°%)

P7 = Polyethylenglykol MG15.000 (V2 = 1:10%)

P8 = Polyethylenglykol MG35.000 (V2 = 1:10%)

P9 = Polypropylenglykol (V2 = 1:10%)

P10 = Triethanolamin (V1 = 1:10)

Die nicht in Abbildung 8, Tabelle 7 und Abbildung 9 aufgefihrten Substanzen und
Verdinnungen fihrten zu einer partiellen Hemmungsaufhebung der Lactat-
dehydrogenaseaktivitat von weniger als 25%.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auszutesten ob es mdoglich ist das Enzym
Lactatdehydrogenase vor einer Denaturierung teilweise oder ganz zu schitzen.

Als ,Enzymmodellschadigung” diente eine Hitze- und Saureteildenaturierung der
Enzymproteine. Dabei wurde fiir die Hitzeteildenaturierung eine Enzymerwarmung
auf 60°C gewahlt, welche tber einen Zeitraum von 60 Minuten einwirkte. Fir die
Teildenaturierung mit Saure wurde eine 0,046M Perchlorsdure verwendet. In der
vorliegenden Arbeit wurde als Versuchsenzym die Lactatdehydrogenase gewahlt.
Fur den Enzymschutz wurden insgesamt dreiBig sogenannte protektive
Substanzen beziehungsweise Substanzkombinationen (Substanz P) gewahlt, die in
verschiedenen Verdinnungen getestet wurden.

Das Augenmerk galt insbesondere zwei Wechselwirkungsmdglichkeiten zwischen
der Lactatdehydrogenase und der Substanz P. Einerseits interessierte der Einfluss,
den die protektive Substanz auf die normale Enzymaktivitdt bewirken konnte,
andererseits sollte gezeigt werden, ob es mdglich ware mit der Substanz P die
Teildenaturierung der Lactatdehydrogenase durch Erwarmung bzw. Perchlorsédure
zu verhindern oder wenigstens zu vermindern. Die entsprechende Wirkung der
protektiven Substanz wurde als erfolgreich angesehen, wenn die Substanz P die
normale Enzymaktivitat um mehr als 15% erhdéhen konnte oder die durch das
Denaturans verursachte Enzymhemmung um mindestens 25% vermindern konnte.

5.1 Der Einfluss der protektiven Substanz auf die
Lactatdehydrogenaseaktivitat

Ein positiver Einfluss der protektiven Substanz (Substanz P) auf die Enzymaktivitat,
sprich eine Reaktionsbeschleunigung, wurde als durchaus winschenswert an-
gesehen. Prinzipiell waren jedoch drei verschiedene Wechselwirkungen mdaglich.
Die Substanz P konnte den erwlnschten reaktionsbeschleunigenden Einfluss
haben, die Enzymaktivitdt vollig unberihrt lassen oder aber sogar zu einer
Reaktionsabschwéchung bzw. Enzymhemmung fihren. Bei den verwendeten
dreiBig Substanzen und Substanzkombinationen mit jeweils vier Verdinnungs-
stufen, wurden alle drei Wirkungsmoglichkeiten beobachtet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 2, Tabelle 5 und Abbildung 3 zusammengefasst. Die Annahme, dass die
unterschiedlichen Wirkungsweisen mit den verschiedenen protektiven Substanzen
in Zusammenhang stehen oder von der jeweiligen Verdiinnung abhangig sind, war
naheliegend.

Bei genauer Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass bei den Proben, die zu der
erwunschten reaktionsbeschleunigenden Wirkung fuhrten, die ,fordernden® P-
Substanzen sehr durchmischt waren. Eine Zuordnung zu chemischen Stoffklassen
fallt schwer. Die Substanzen, die besonders potent waren und eine Reaktions-
forderung von mehr als 15% erreichten, waren meist in mehreren Verdinnungs-
stufen erfolgreich. Die Substanzen 1,3-Dimethylharnstoff (V1,V3), D-Mannit
(V1,V2), sowie O,0O’-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V2,v3,V4), Dextran
(V2,v3,v4), N,N’-Dimethylacetamid (V1,vV3,v4), Polyethylenglykoldimethylether
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2000 (V2,v3,V4) und Polyethylenglykolmonobutylether (V1,V3,V4) waren hier zu
nennen. Ethanolamin und Methoxypolyethylenglykol z&hlten sogar mit jeweils allen
vier Verduinnungsstufen zu den erfolgreichen Substanzen. Ein Zusammenhang
zwischen der reaktionsbeschleunigenden Wirkung und der verwendeten Substanz
P an sich , ist also nicht von der Hand zu weisen. Betrachtet man die zehn besten
Ergebnisse, so zeigen sich auch hier Substanzwiederholungen (siehe Tabelle 8).
Eine Relation zu den verwendeten Verdinnungsstufen lasst sich nicht herstellen
(V1=1:10, V2=1:10°, V3=1:10°, V4=1:10°).

Tabelle 8: Die zehn besten Ergebnisse bei der Steigerung der
Enzymaktivitat durch die protektive Substanz

_ Reaktionsforderung [%]
Protektive Substanz (b-d)/d = 100
Polyethylenglykolmonobutylether (V1) 45,7
Dextran (V4) 40,0
Dextran (V3) 31,4
Dextran (V2) 28,6
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V2) 28,6
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V2) 27,8
Ethanolamin (V1) 27,8
Ethanolamin (V2) 27,8
Methoxypolyethylenglykol (V3) 27,0
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (V3) 25,7
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V3) 25,0
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol (V4) 25,0
Ethanolamin (V3) 25,0
Triethylamin (V1) 25,0
D-Mannit (V2) 24,3
Hexamethylentetramin (V3) 23,5
V1 = Verdiinnung 1:10 Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung
V2 = Verdiinnung 1:10° Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°

Auch bei den Substanzen die zu einer Enzymhemmung fiihrten, wirkten meist
mehrere, wenn nicht sogar alle Verdiinnungsstufen einer Substanz hemmend. Als
Beispiel seien die Substanzen Polyethylenglykol MG35.000 (V1,V2), 3-Methyl-
piperidin (V1,V2,V3) und Triethylamin (V2,V3,V4) sowie Harnstoff und 1-Methyl-2-
pyrrolidinon in jeweils allen Verdinnungen aufgefuhrt. Die hemmende Wirkung
schien also substanzabhéngig zu sein, ein direkter Zusammenhang mit den
chemischen Stoffklassen oder den Verdunnungsstufen konnte hier jedoch nicht
beobachtet werden (V1=1:10, V2=1:10°% V3=1:10°, V4=1:10°).

Ohne Einfluss auf die Lactatdehydrogenaseaktivitait waren nur sehr wenige
Substanzen (siehe Tabelle 5). Die vier in Frage kommenden Proben waren durch
jeweils unterschiedliche protektive Substanzen mit den unterschiedlichsten
Verdinnungen charakterisiert. So konnte auch hier kein Zusammenhang mit
speziellen ,neutralen” Substanzen oder mit bestimmten Verdinnungen hergestellt
werden.
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Die verschiedenen Wirkungsweisen sind demnach wahrscheinlich substanz-
abhangig, jedoch nicht verdiinnungsabhangig.

5.2 Der Einfluss der protektiven Substanz auf die
Lactatdehydrogenasehemmung

Ziel war es, die Teildenaturierung der Lactatdehydrogenase durch Erwarmung bzw.
Perchlorsaure zu verhindern oder wenigstens zu vermindern. Prinzipiell waren vier
verschiedene Wirkungsweisen der protektiven Substanzen (P) mdglich. Die
Substanz P konnte einerseits keinerlei Einfluss auf die Teildenaturierung der
Lactatdehydrogenase haben, oder die Enzymhemmung sogar noch verstarken.
Andererseits konnte die Substanz P zu der gewiinschten Enzymprotektion fiihren
und die Enzymhemmung mindern bzw. die Lactatdehydrogenaseteildenaturierung
vollkommen verhindern. Zusatzlich war bei einer sehr potenten Substanz P auch
an eine zusatzliche Reaktionsbeschleunigung der urspriinglichen Enzymaktivitat zu
denken. Bei insgesamt drei3ig protektiven Substanzen bzw. Substanz-
kombinationen mit jeweils vier verschiedenen Verdinnungsstufen, waren sowohl
bei den Erwadrmungsversuchen als auch bei den Saureversuchen jeweils alle vier
Wirkungsvarianten vertreten.

5.2.1 Der Einfluss der protektiven Substanz auf die
Teildenaturierung durch Erwéarmung

Betrachtet man die erwiinschte Enzymprotektive Wirkung der Substanz P (siehe
auch Abbildung 4) so fallt auf, dass von den achtzehn protektiven Substanzen, die
die Teildenaturierung der Lactatdehydrogenase um 25% oder mehr vermindern
konnten zehn Substanzen mit jeweils zwei Verdinnungen vertreten waren,
wahrend die restlichen acht Substanzen in nur einer Verdiinnung wirksam waren.
Acetamid (V1,v3), Diethanolamin (V3,v4), N,N’-Dimethylacetamid (V2,V4),
Ethanolamin (V2,V3), Ethylendiamin (V3,V4), Hexamethylentetramin (V2,V4), D-
Mannit (V2,V3), Methoxypolyethylenglykol (V2,V3), Polyvinylpyrrolidon (V1,V3) und
Triethanolamin (V1,V2) sind die jeweils doppelt vertretenen P-Substanzen. Ein
Zusammenhang zwischen der verwendeten Substanz P an sich und der
protektiven Wirkung scheint somit gegeben. Bei den zehn oben genannten
Substanzen die in zwei Verdinnungen protektiv waren, waren die beteiligten Ver-
dinnungen mit V1:V2:V3:V4 = 3.6:7:4 eher zugunsten der mittleren Verdinnungen
(1:10° und 1:10° verteilt. Bei Betrachtung der Verdinnungsverteilung aller in
Abbildung 4 aufgefihrten protektiven Substanzen sind die mittleren bis hdher-
gradigen Verdunnungsstufen bevorzugt: V1:V2:V3:v4 = 3:7:11:7 (V1=1:10, V2=
1:10°%, Vv3=1:10°, V4=1:10°).

Bei vier Versuchen konnte die Lactatdehydrogenaseteildenaturierung nicht nur
komplett verhindert werden, sondern zusatzlich auch noch eine Enzym-
aktivitatssteigerung erreicht werden (siehe Abbildung 5). Auch hier war
Methoxypolyethylenglykol mit den Verdinnungen V2 und V3 doppelt vertreten.
N,N’-Dimethylacetamid (V2) und Ethylendiamin (V4) waren mit jeweils einer
Verdinnung an den guten Ergebnissen beteiligt. Ein direkter Zusammenhang mit
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einer Stoffklasse oder einer Verdinnung kann bei diesen Ergebnissen nicht
festgestellt werden (V1=1:10, V2=1:10°% V3=1:10°, V4=1:10°).

Sieht man sich jene protektive Substanzen an, die keinerlei Einfluss auf die
Lactatdehydrogenaseteildenaturierung hatten, so fallt wiederum auf, dass viele
Substanzen mit zwei Verdinnungen vertreten sind. Harnstoff (V1,V4), 3-Methyl-
piperidin  (V2,V3), Polyethylenglykoldimethylether 500 (V2,V3), Polyethylen-
glykoldimethylether 2000 (V3,V4) und Polypropylenglykol (V3,V4) zahlen hierzu
(siehe Tabelle 6). Ein direkter Zusammenhang mit einer Stoffklasse kann nicht
hergestellt werden. Auffallend ist jedoch, dass in den fiinfzehn Versuchen, in denen
die Enzymaktivitaitshemmung durch die protektive Substanz nicht beeinflusst
wurde, funfmal eine Polyethylenglykol-Ether-Verbindung beteiligt war. Auffallend ist
auch, dass die Verdiunnungen mit V1:V2:V3:V4 = 1:3:6:5 eher zugunsten der
ht‘)h%rgradigen Verdinnungen verteilt sind (V1=1:10, V2=1:10° V3=1:10°, V4=
1:10°).

Bei den Substanzen, die zu einer zusatzlichen Hemmungsverstarkung der
Lactatdehydrogenaseaktivitat fuhrten, imponiert wiederum der Zusammenhang zu
der jeweiligen Substanz, da diese meistens mit mehreren Verdiinnungen hemmend
wirkte. Wie in Abbildung 6 sichtbar, sind die P-Substanzen Dextran (V3,V4),
Diethanolamin (V1,v2), N,N’-Dimethylacetamid (V1,v3), D-Mannit (V1,V4),
Polyethylenglykoldimethylether 500 (V1,V4), Polyethylenglykoldimethylether 2000
(V1,v2), Polypropylenglykol (V1,V2), Polyvinylalkohol (V1,V3), D-Sorbit (V2,V3)
und Triethanolamin (V3,V4) mit jeweils zwei Verdinnungsstufen vertreten.
Polyethylenglykol ~ MG15.000 (V1,v3,v4), Polyethylenglykolmonobutylether
(V1,v2,V3) und Triethylamin (V1,V2,V3) sind mit jeweils drei Verdlinnungsstufen
beteiligt. O,0’-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol, 1,3-Dimethylharnstoff, Poly-
ethylenglykol MG35.000 und Pyridin fuhrten in allen vier Verdinnungen zu einer
zusatzlichen Enzymhemmung. Ein direkter Zusammenhang der Enzymhemmung
mit den einzelnen Substanzen ist also durchaus gegeben, ein Zusammenhang zu
bestimmten Stoffklassen lasst sich allerdings nicht herleiten. Mit einer
Verdinnungsverteilung von insgesamt V1:V2:v3:v4 = 22:11:12:10 und
V1:v2:V3:V4 = 10:6:8:5 bei den mehrfach genannten Substanzen, sind die
Verdinnungen bis auf eine deutliche Betonung von V1 (=1:10) ansonsten eher
homogen verteilt (V1=1:10, V2=1:10°, v3=1:10°, V4=1:10°).

5.2.2 Der Einfluss der protektiven Substanz auf die
Teildenaturierung durch Perchlorsaure

Betrachtet man die protektiven Substanzen (P), die zu einer Hemmungsminderung
von 25% oder mehr fuhrten (siehe Abbildung 7), so fallt auf, dass sechsundzwanzig
P-Substanzen diese Pramisse erfillen und zumeist in mehreren Verdinnungs-
stufen erfolgreich waren. Eine Wirkungsabhangigkeit von der jeweils verwendeten
Substanz liegt gerade im Hinblick auf die Mehrfachnennungen nahe. Als Beispiel
fur Doppelnennungen seien Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1
(V3,v4) und N,N’-Dimethylacetamid (V3,v4) aufgefuhrt. Bei den Dreifach-
nennungen sind Dextran (V1,V3,V4), Dextransulfat (V2,V3,V4), Diethanolamin
(V1,v2,V3), N,N-Dimethylacetamid:Tetramethylharnstoff = 1:1 (V1,V2,V3),
Ethanolamin (V2,V3,V4), Harnstoff (V1,V3,V4), Polyethylenglykolmonobutylether
(V2,v3,v4), Polyvinylpyrrolidon (V1,V2,V4) und Triethylamin (V2,V3,V4) zu
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erwdhnen. O,0’-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol, D-Mannit, Methoxy-
polyethylenglykol, Polyethylenglykoldimethylether 2000, Polyvinylalkohol und D-
Sorbit erfillten mit allen vier Verdinnungen die oben genannte Pramisse. Bei
Betrachtung der beteiligten Verdinnungen (V1:V2:V3:V4 = 14:13:20:17) sind die
hohergradigen Verdiinnungen eher bevorzugt (V1=1:10, V2=1:10° V3=1:10°,
V4=1:10°).

Es gibt zwei protektive Substanzen mit insgesamt drei Verdiinnungen, die nicht nur
die Teildenaturierung der Lactatdehydrogenase durch Perchlorsaure verhinderten,
sondern zugleich zu einer Reaktionsbeschleunigung des Enzyms fuhrten. Dies sind
Diethanolamin in V1 und Polyethylenglykoldimethylether 2000 in den Ver-
dinnungen V3 und V4 (siehe auch Abbildung 8). Eine Zugehoérigkeit zu
chemischen Stoffklassen oder eine Verdinnungsabhangigkeit ist bei diesen guten
Ergebnissen nicht zu sehen (V1=1:10, V2=1:10° V3=1:10", V4=1:10°).

Nur zwei Substanzen bzw. Substanzkombinationen waren ohne Einfluss auf die
Teildenaturierung der Lactatdehydrogenase durch Perchlorséure.
Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1 und Ethanolamin waren
jeweils in der Verdinnung V1 wirkungslos. Eine Zuordnung zu einer chemischen
Stoffklasse ist ebenso wie eine Abhangigkeit von der jeweiligen Substanz (z.B.
durch Mehrfachnennung) nicht gegeben. Aufféllig ist jedoch, dass bei beiden
Substanzen die Verdinnung V1 (=1:10) ohne Wirkung war.

Die neun protektiven Substanzen, die die durch die Perchlorsaure verursachte
Enzymhemmung noch weiter verstarkten, waren sehr unterschiedlich und es war
nur eine Mehrfachnennung zu registrieren. 3-Methylpiperidin fihrte in den
Verdunnungsstufen V1 und V2 zu einer Hemmungsverstarkung. Eine Abhangigkeit
dieser Ergebnisse von chemischen Stoffklassen oder den verwendeten
Substanzen an sich ist kaum anzunehmen. Ebenso ist eine Verdinnungs-
abhangigkeit bei einer Verdinnungsverteilung von V1:V2:V3:V4 = 3:4:0:3 eher
unwahrscheinlich. Vielmehr ist eine zufallige Verteilung der P-Substanzen und
Verdiinnungen zu erwégen (V1=1:10, V2=1:10°% Vv3=1:10, V4=1:10°).

5.3 Erfolgversprechende protektive Substanzen

Betrachtet man die Mehrfachnennungen von protektiven Substanzen bei den
Versuchen zur Reaktionsférderung der Lactatdehydrogenase welche eine
Foérderung von mindestens 15% erreichten, so finden sich insgesamt neun
Substanzen (siehe Abbildung 2). Zwei Substanzen sind doppelt vertreten, funf
Substanzen dreifach und zwei Substanzen mit allen vier Verdinnungen.

Im Rahmen der Hemmungsaufhebung konnten bei den Erw&rmungsversuchen
insgesamt zehn Substanzen mit jeweils zwei Verdinnungen eine Hemmungs-
aufhebung von mindestens 25% erreichen. Eine Dreifach- oder Vierfachnennung
war nicht zu verzeichnen (siehe Abbildung 4).

Bei den Versuchen mit Perchlorsdurehemmung waren siebzehn Substanzen in der
Lage mit mehreren Verdinnungen eine mindestens 25%-ige Hemmungsaufhebung
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Zu bewirken. Zwei Substanzen waren doppelt vertreten, neun Substanzen dreifach
und sechs Substanzen vierfach (siehe Abbildung 7).

Insgesamt vier protektive Substanzen sind in allen drei Versuchsreihen mit jeweils
zwei Verdinnungen mehrfach vertreten. Diese sind N,N‘-Dimethylacetamid,
Ethanolamin, D-Mannit und Methoxypolyethylenglykol.

Vergleicht man die protektiven Substanzen die bei den Versuchen zur Hemmungs-
aufhebung sowohl bei den Erw&rmungs-, als auch Saureversuchen mit einer
mindestens 25%-igen Hemmungsaufhebung mehrfach vertreten sind, so gilt dies
fur sechs P-Substanzen. Diese sind Diethanolamin, N,N‘-Dimethylacetamid,
Ethanolamin, D-Mannit, Methoxypolyethylenglykol und Polyvinylpyrrolidon.

Betrachtet man die zehn besten Ergebnisse bei der Steigerung der Lactat-
dehydrogenaseaktivitat durch die Substanz P (siehe Tabelle 8) und vergleicht man
die Ergebnisse mit der Uber die Hemmungsaufhebung hinausgehenden Lactat-
dehydrogenasefoérderung durch die protektive Substanz bei den Erwarmungs- und
Saureversuchen (siehe Abbildung 5 und Abbildung 8), so finden sich nur zwei
Substanzen, die sowohl eine alleinige Reaktionsforderung des Enzyms, als auch
eine Uber die komplette Hemmungsaufhebung hinausgehende Reaktionsférderung
bewirken konnen. Dies sind die P-Substanzen Methoxypolyethylenglykol und
Polyethylenglykoldimethylether 2000. Auffallend ist, dass beide Substanzen mit je
zwei Verdunnungen bei den Hemmungsversuchen erfolgreich waren. Auffallend ist
auch, dass die beiden Substanzen jeweils mit der Verdiinnung V3 (1:10°) sowohl
bei der alleinigen Enzymforderung als auch bei den Hemmungsversuchen zu den
besten Substanzen z&hlen.

Bei dem Versuch der Reaktionsférderung der Lactatdehydrogenase durch die
protektive Substanz, also ohne Hemmung des Enzyms durch Erw&rmung oder
Saure, bewirkt Methoxypolyethylenglykol in allen vier Verdinnungen eine
Steigerung der Lactatdehydrogenaseaktivitat, jedoch nur in der Verdinnung V3
(1:10°) z&hlt diese Substanz mit 27,0% zu den zehn Besten in dieser Versuchs-
reihe.

Methoxypolyethylenglykol erreicht bei den Erwarmungsversuchen in den
Verdiinnungen V2 (1:10% und V3 (1:10% eine iber die komplette Hemmungs-
aufhebung hinausgehende Reaktionsforderung der Lactatdehydrogenase von
24,3% und 10,8%. Mit der Verdinnung V1 (1:10) kann eine Hemmungsaufhebung
von 8,3% erzielt werden, wahrend Methoxypolyethylenglykol in der Verdinnung V4
(1:10° eine Hemmungsverstéarkung von 83,3% bewirkt.

Beim Saureversuch ist Methoxypolyethylenglykol mit allen vier Verdinnungen an
der partiellen Hemmungsaufhebung beteiligt, kann jedoch in keiner Verdinnungs-
stufe eine komplette Hemmungsaufhebung erreichen (Hemmungsaufhebung von
26,1% bis 69,6%).

Polyethylenglykoldimethylether 2000 erreicht bei den Versuchen zur Reaktions-
forderung des Enzyms mit drei Verdiinnungen (V2=1:103, V3=1:10° V4=1:10°) eine
Steigerung der Lactatdehydrogenaseaktivitat tber 15%. Mit der Verdinnung V2
und V3 ist diese Substanz mit 28,6% und 25,7% sogar zweimal bei den zehn
besten Ergebnissen der Versuchsreihe vertreten.
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Im Rahmen der mittels Perchlorsaure verursachten Enzymhemmung konnte
Polyethylenglykoldimethylether 2000 mit allen vier Verdinnungen eine
Hemmungsaufhebung erzielen. In den Verdinnungen V1 (1:10) und V2 (1:10%) war
nur eine partielle Hemmungsaufhebung mdoglich (jeweils 81,0%), mit den
Verdiinnungen V3 (1:10°) und V4 (1:10% konnte nicht nur eine komplette
Hemmungsaufhebung erreicht werden, sondern zusatzlich eine Reaktions-
férderung von 8,6% beziehungsweise 17,1% erzielt werden.

Bei den Erwarmungsversuchen konnte Polyethylenglykoldimethylether keine
Hemmungsaufhebung bewirken, im Gegenteil verursachte die Substanz in den
Verdiinnungen V1 (1:10) und V2 (10°% eine Hemmungsverstarkung von 85,7% und
28,6%. In den Verdinnungen V3 (1:10°) und V4 (1:10° war keine Beeinflussung
der Enzymhemmung moglich.

Bei der Betrachtung der zehn besten Ergebnisse im Rahmen der Steigerung der
Lactatdehydrogenaseaktivitdt durch die protektive Substanz fallen neben der
Mehrfachnennung von Polyethylenglykoldimethylether 2000 weitere Mehrfach-
nennungen von P-Substanzen auf (siehe Tabelle 8). Dextran und O,O*-bis(2-
Aminopropyl)-polypropylenglykol sind jeweils in den Verdiinnungen V2 (1:10%), V3
(1:10°) und V4 (1:10°%) dreimal vertreten. Ethanolamin ist ebenfalls dreimal genannt,
allerdings mit den Verdiinnungen V1 (1:10), V2 (1:10° und V3 (1:10°).
0,0"-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol konnte im Rahmen der Saureversuche
mit allen vier Verdiinnungen eine partielle Hemmungsaufhebung bewirken (50,0%
bis 77,3%). Bei den Erwarmungsversuchen jedoch kam es bei allen vier
Verdinnungen zu einer Hemmungsverstarkung (25,0% bis 312,5%).

Dextran konnte die Lactatdehydrogenasehemmung durch Perchlorsdure mit allen
vier Verdinnungen partiell aufheben, jedoch nur mit drei Verdinnungen (V1, V3,
V4) tUber 25% (38,1% , 38,1%, 81%). Die Enzymhemmung mittels Erwarmung
konnte Dextran nur in den Verdiinnungen V1 (1:10) und V2 (1:10% mit einer
Hemmungsaufhebung von 10,0% und 40,0% positiv beeinflussen. Mit den
Verdiinnungen V3 (1:10°) und V4 (1:10°%) bewirkte Dextran im Erwarmungsversuch
sogar eine Hemmungsverstarkung des Enzyms von 40,0% beziehungsweise
20,0%.

Ethanolamin konnte in den Erwarmungsversuchen in allen vier Verdiinnungen eine
partielle Hemmungsaufhebung bewirken, in den Verdiinnungen V2 (1:10% und V3
(1:10°) sogar Uber 25% (jeweils 27,3%). Bei einer Enzymhemmung durch
Perchlorsaure konnte Ethanolamin mit den Verdinnungen V2 bis V4 eine partielle
Hemmungsaufhebung erreichen (31,8%, 54,5%, 31,8%). In der Verdinnung V1
konnte die Enzymhemmung nicht beeinflusst werden. (V1=1:10, V2=1:10°
V3=1:10°, V4=1:10°).

Fasst man die in diesem Kapitel genannten protektiven Substanzen, welche durch
Mehrfachnennung auffallen und daher als erfolgversprechend anzusehen sind,
zusammen, so handelt es sich insgesamt um neun Substanzen. Diese sind: O,0'-
bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol, Dextran, Diethanolamin, N,N‘-Dimethyl-
acetamid, Ethanolamin, D-Mannit, Methoxypolyethylenglykol, Polyethylenglykol-
dimethylether 2000 und Polyvinylpyrrolidon. In Abbildung 10 und Tabelle 9 sind
diese Substanzen zum Vergleich dargestellt.
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Abbildung 10: Diagramm zu den erfolgreichsten protektiven Substanzen

Die erfolgreichsten protektiven Substanzen

Legende siehe Tabelle 9:
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Tabelle 9: Die erfolgreichsten protektiven Substanzen
Hemmungs- Hemmungs-
aufhebung, aufhebung,
Reaktions- Erwarmung | Perchlorséaure
Protektive Substanz Verdiinnung forderung 60°/60 min 0,046M
(d-b)/d * (-100) (a-c)/(d-c) * 100 (a-c)/(d-c) * 100
0,0'-bis(2-Aminopropyl)- P1(V1) -47,2% -312,5% 54,5%
polypropylenglykol P1(V2) 27,8% -62,5% 77,3%
=P1 P1(V3) 25,0% -75,0% 54,5%
P1(V4) 25,0% -25,0% 50,0%
Dextran P2(V1) 8,6% 10,0% 38,1%
=P2 P2(V2) 28,6% 40,0% 4,8%
P2(V3) 31,4% -40,0% 38,1%
P2(V4) 40,0% -20,0% 81,0%
Diethanolamin P3(V1) 0,0% -133,3% 115,4%
=P3 P3(V2) 11,5% -33,3% 61,5%
P3(V3) 7,7% 33,3% 61,5%
P3(V4) 7.7% 33,3% 15,4%
N,N'-Dimethylacetamid P4(V1) 23,3% -200,0% 22,2%
=P4 P4(V2) -10,0% 150,0% 16,7%
P4(V3) 23,3% -50,0% 27,8%
P4(V4) 23,3% 100,0% 61,1%
Ethanolamin P5(V1) 27,8% 18,2% 0,0%
=P5 P5(V2) 27,8% 27,3% 31,8%
P5(V3) 25,0% 27,3% 54,5%
P5(V4) 16,7% 18,2% 31,8%
D-Mannit P6(V1) 18,9% -44,4% 69,6%
=P6 P6(V2) 24,3% 77,8% 65,2%
P6(V3) 10,8% 33,3% 65,2%
P6(V4) 10,8% -133,3% 91,3%
Methoxypolyethylenglykol P7(V1) 18,9% 8,3% 60,9%
=P7 P7(V2) 21,6% 175,0% 69,6%
P7(V3) 27,0% 133,3% 26,1%
P7(V4) 18,9% -83,3% 56,5%
Polyethylenglykoldimethyl- P8(V1) 8,6% -85,7% 81,0%
ether 2000 P8(V2) 28,6% -28,6% 81,0%
=P8 P8(V3) 25,7% 0,0% 114,3%
P8(V4) 22,9% 0,0% 128,6%
Polyvinylpyrrolidon PO(V1) 14,8% 42,9% 28,6%
=P9 P9(V2) 7,4% -14,3% 28,6%
P9(V3) 11,1% 42,9% 21,4%
P9(V4) 7,4% 14,3% 28,6%

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionsldsung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung
Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung
Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung
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5.4 Mogliche Einschrankungen der Aussagekraft der
Ergebnisse

In Tabelle 10 sind die Kontrollproben aller drei3ig Enzymversuche angegeben. Der
Kontrollwert ,d“ entspricht der ,normalen® Enzymreaktion der Lactat-
dehydrogenase. Die Proben bestehen nur aus dem das Enzym enthaltende
Kontrollserum (KS) und der Reaktionslésung (RL). Die Enzymaktivitdt angegeben
mit der aus zumeist vier Parallelproben gemittelten Extinktionsanderung pro Minute
schwankt hierbei von 0,026 AE/min bis 0,040 AE/min. Die durchschnittliche
Extinktions&nderung pro Minute betragt 0,035 AE/min. Bei identischen Versuchs-
bedingungen ist anzunehmen, dal3 diese nicht unerhebliche Schwankungsbreite
durch die verschiedenen Chargen des Kontrollserums und der Reaktionslosung
bedingt ist. Um diese Aktivitditsschwankungen weitgehend zu eliminieren, wurden
alle Berechnungen auf die jeweils verwendeten Kontrollseren und Reaktions-
ldsungen, sprich den jeweiligen Kontrollwert ,.d* bezogen.
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Tabelle 10:  Kontrollwerte der Leerprobe (Probe d)

Protektive Substanz Probe d [AE/min]
Acetamid 0,035
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol 0,036
Dextran 0,035
Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1 0,039
Dextransulfat 0,036
Diethanolamin 0,026
N,N'-Dimethylacetamid 0,030
N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff = 1:1 0,039
1,3-Dimethylharnstoff 0,035
Ethanolamin 0,036
Ethylendiamin 0,037
Glycerin 0,037
Harnstoff 0,040
Hexamethylentetramin 0,034
D-Mannit 0,037
Methoxypolyethylenglykol 0,037
3-Methylpiperidin 0,040
1-Methyl-2-pyrrolidinon 0,038
Polyethylenglykol MG15000 0,034
Polyethylenglykol MG35000 0,036
Polyethylenglykoldimethylether 500 0,030
Polyethylenglykoldimethylether 2000 0,035
Polyethylenglykolmonobutylether 0,035
Polypropylenglykol 0,034
Polyvinylalkohol 0,037
Polyvinylpyrrolidon 0,027
Pyridin 0,038
D-Sorbit 0,037
Triethanolamin 0,038
Triethylamin 0,036

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

Auch bei den Kontrollproben fur die Teildenaturierung mit Erwarmung und Saure
zeigten sich z.T. erhebliche Schwankungen im Vergleich der dreif3ig Kontrollen. Fur
die Berechnungen wurden die Werte wie oben erwéahnt mit der Formel (d-c)/d * 100
immer auf die Probe ,d“ bezogen um die Schwankungen der verschiedenen
Chargen auszugleichen.

Trotzdem waren bei den Ergebnissen der Kontrollproben fur die Teildenaturierung
der Lactatdehydrogenase durch Erwéarmung (60min bei 60°C) Enzymhemmungen
von 6,7% bis 52,6% zu vermerken (siehe Tabelle 11). Die durchschnittliche
Hemmung betrug 25,0% der normalen Enzymaktivitat. Der Versuchsaufbau war
immer gleich und auch identisch zu jenem, der im Rahmen der Vorversuche zur
Ermittlung der ,optimalen®* Hemmung verwendet wurde. Die ,optimale®* Hemmung
lag in den Vorversuchen bei 35%. Bei gleichem Versuchsaufbau und der im
Vergleich zu den Saureversuchen grél3eren Schwankungsbreite der Enzym-
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hemmung muss die Fehlerquelle wohl am ehesten in der Verwendung des
Wasserbades gesucht werden. Da die Proben bei immer gleicher Temperatur
(60°C) in das Wasserbad eingebracht wurden, muss eine Inkonstanz der
Temperaturanzeige, sprich des Thermometers oder eine mangelnde
Durchmischung angenommen werden.

Tabelle 11:  Kontrollwerte der Denaturierung durch Erwarmung (Probe c)

Protektive Substanz [F;Et:ne;:] (d'c)fod/o]* 100
Acetamid 0,023 34,3
0O,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol 0,028 22,2
Dextran 0,025 28,6
Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1 0,029 25,6
Dextransulfat 0,031 13,9
Diethanolamin 0,020 23,1
N,N'-Dimethylacetamid 0,028 6,7
N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff = 1:1 0,029 25,6
1,3-Dimethylharnstoff 0,032 8,6
Ethanolamin 0,025 30,6
Ethylendiamin 0,018 51,4
Glycerin 0,023 37,8
Harnstoff 0,025 37,5
Hexamethylentetramin 0,028 17,6
D-Mannit 0,028 24,3
Methoxypolyethylenglykol 0,025 32,4
3-Methylpiperidin 0,028 30,0
1-Methyl-2-pyrrolidinon 0,028 26,3
Polyethylenglykol MG15000 0,027 20,6
Polyethylenglykol MG35000 0,027 25,0
Polyethylenglykoldimethylether 500 0,028 6,7
Polyethylenglykoldimethylether 2000 0,028 20,0
Polyethylenglykolmonobutylether 0,032 8,6
Polypropylenglykol 0,024 29,4
Polyvinylalkohol 0,031 16,2
Polyvinylpyrrolidon 0,020 25,9
Pyridin 0,033 13,2
D-Sorbit 0,028 24,3
Triethanolamin 0,018 52,6
Triethylamin 0,025 30,6

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung
Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslésung

Bei den Kontrollproben fur die Teildenaturierung der Lactatdehydrogenase durch
Verwendung 0,046 M Perchlorsdure schwankten die Enzymhemmungen von
41,0% bis 67,6% (siehe Tabelle 12). Die durchschnittiche Hemmung betrug 57,6%
der normalen Enzymaktivitat. Auch hier war der Versuchsaufbau immer gleich und
auch identisch zu jenem, der im Rahmen der Vorversuche zur Ermittlung der
»optimalen“ Hemmung verwendet wurde. Die ,optimale® Verdinnung lag in den
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Vorversuchen zwischen 1:7 und 1:8 der 0,33 M Perchlorsaure und wurde mit einer

Hemmung von 32,1% bei einer Verdinnung von 1:7,2 gewahlt.

Bemerkenswert ist allerdings, dass trotz der ungewollten vermehrten Hemmung
durch Perchlorsaure sehr gute Ergebnisse in der Hemmungsaufhebung zu

verzeichnen sind.

Tabelle 12:  Kontrollwerte der Denaturierung durch Perchlorsaure (Probe c)

Protektive Substanz [ZrEO/?neirT] (d-c){od/o]* 100
Acetamid 0,019 45,7
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol 0,014 61,1
Dextran 0,014 60,0
Dextran:Dimethylsulfoxid: Tetramethylharnstoff = 1:1:1 0,023 41,0
Dextransulfat 0,012 66,7
Diethanolamin 0,013 50,0
N,N'-Dimethylacetamid 0,012 60,0
N,N'-Dimethylacetamid: Tetramethylharnstoff = 1:1 0,023 41,0
1,3-Dimethylharnstoff 0,013 62,9
Ethanolamin 0,014 61,1
Ethylendiamin 0,017 54,1
Glycerin 0,019 48,6
Harnstoff 0,014 65,0
Hexamethylentetramin 0,015 55,9
D-Mannit 0,014 62,2
Methoxypolyethylenglykol 0,014 62,2
3-Methylpiperidin 0,015 62,5
1-Methyl-2-pyrrolidinon 0,015 60,5
Polyethylenglykol MG15000 0,016 52,9
Polyethylenglykol MG35000 0,016 55,6
Polyethylenglykoldimethylether 500 0,012 60,0
Polyethylenglykoldimethylether 2000 0,014 60,0
Polyethylenglykolmonobutylether 0,013 62,9
Polypropylenglykol 0,013 61,8
Polyvinylalkohol 0,012 67,6
Polyvinylpyrrolidon 0,013 51,9
Pyridin 0,017 55,3
D-Sorbit 0,014 62,2
Triethanolamin 0,017 55,3
Triethylamin 0,014 61,1

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung
Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Um auch die Schwankungen im Bereich der Teildenaturierungen auszugleichen,
wurden bei den Ergebnisberechnungen die Werte immer auf die jeweiligen
Kontrollproben ,c“, bestehend aus Kontrollserum (KS), Denaturans (D) und der

Reaktionslosung (RL), bereinigt.
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Eine EinflussgroRe wurde in unseren Versuchen und auch Betrachtungen zur
Vereinfachung des Versuchsaufbaus aufer Acht gelassen. Dies ist die
Abhéngigkeit der Enzymreaktion vom pH-Wert. Dieser wird sowohl durch die
Zugabe von Perchlorsaure zur Probe, als auch durch die Erwdrmung der Probe
verandert und wurde von uns nicht bestimmt. Mdoglicherweise mdgen die
beobachteten Ergebnisschwankungen zum Teil auch auf pH-Veranderungen
zurlckzufuihren sein.

Bei Betrachtung der Ergebnisse ist ebenso zu bedenken, dass es sich in der
vorliegenden Arbeit um eine Art Trendsuche handelt. Da jeweils nur zumeist drei
Parallelansatze fur die Proben ,a“ und ,b* und zumeist vier Parallelansatze fir die
Proben ,c“ und ,d“ angefertigt wurden, wurden die Berechnungen keinem
statistischen Programm unterzogen. Die Ergebnisse reprasentieren lediglich
Tendenzen, die zur genaueren Prufung einer weiteren Arbeit mit entsprechend
mehr Parallelansatzen bedurfen.

-62 -



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Erfassung des etwaigen protektiven Effekts
verschiedener Testsubstanzen auf physiologisch vorkommende Proteine.
Lactatdehydrogenase wurde als Vertreter von Enzymen gewahlt, deren aktives
Zentrum bekanntlich besonders empfindlich gegeniber schadlichen Einflissen ist,
wie zum Beispiel Hitze oder S&aure. Die Teildenaturierung des Enzyms wurde durch
Erwarmung 60 Minuten bei 60°C und mit 0,046 molarer Perchlorsaure erreicht. Die
Lactatdehydrogenase sollte mittels drei3ig auszutestenden sogenannten
protektiven Substanzen (Substanz P) vor der Denaturierung ganz oder teilweise
geschitzt werden. Zudem wurde versucht, die Reaktionsgeschwindigkeit des
Enzyms Lactatdehydrogenase durch die gleichen Substanzen im Sinne einer
Reaktionsforderung zu beschleunigen.

Im Sinne einer groben Suche nach geeigneten protektiven Substanzen wurden
soweit nicht anders angegeben jeweils drei parallele Ansétze verwendet. Es
wurden hieraus jeweils die Mittelwerte gebildet und auf eine statistische
Auswertung verzichtet. Im Sinne dieses ,Screenings‘ wurden die protektiven
Substanzen zudem jeweils in vier verschiedenen Verdiinnungen (1:10, 1:10°, 1:10°,
1:10°) verwendet.

Im Rahmen dieser Trendsuche zeigten sich bei mehreren ausgetesteten
Substanzen reaktionsfordernde Wirkungen bei alleiniger Mischung der Lactat-
dehydrogenase mit der Substanz P. Ebenso konnten protektive Wirkungen
verschiedener Substanzen bei den Denaturierungsversuchen beobachtet werden.
Diese reichten von einer partiellen Verhinderung der Denaturierung, tber eine
komplette Hemmungsaufhebung bis zu einer Reaktionsférderung des Enzyms.
Vielfach waren bei den jeweiligen Versuchsaufbauten Substanzen in
verschiedenen Verdinnungen erfolgreich. Uberdies konnten einige Substanzen,
teils in mehreren Verdinnungen, sowohl die Reaktionsgeschwindigkeit der
Lactatdehydrogenase beschleunigen, als auch die Teildenaturierung durch Saure
oder Hitze partiell aufheben. Insgesamt vier Substanzen konnten mit jeweils zwei
Verdinnungen eine Reaktionsférderung der Lactatdehydrogenaseaktivitat von
mindestens 15% und eine Hemmungsaufhebung von mindestens 25% sowohl im
Erwarmungs-, als auch im Saureversuch erreichen.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so kristalisieren sich neun besonders
erfogreiche P-Substanzen heraus. Diese sind:

0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol
Dextran

Diethanolamin

N,N‘-Dimethylacetamid

Ethanolamin

D-Mannit

Methoxypolyethylenglykol
Polyethylenglykoldimethylether 2000
Polyvinylpyrrolidon
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Da es sich bei dieser Arbeit um eine Art Trendsuche handelt, sollte zur genaueren
Prufung beziehungsweise zur Verifizierung der Ergebnisse eine weitere Arbeit mit
entsprechend mehr Parallelansatzen und statistischer Auswertung durchgefuhrt
werden. Es empfiehlt sich, vor allem die oben genannten neun Substanzen in
dieser Weise erneut zu betrachten.

-64 -



Danksagung

Danksagung

Fur die Moglichkeit der Durchfihrung dieser Arbeit mdchte ich mich bei dem
Direktor der Urologischen Klinik im Klinikum Rechts der Isar, Herrn Prof. Dr. med.
R. Hartung, sehr herzlich bedanken.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Priv. Doz. Dr. P. Leskovar, der stets bereit war
auftretende Probleme ausfuhrlich zu besprechen, und der mich bei meiner Arbeit
nicht nur exzellent betreute, sondern mir bis zum Schluss motivierend und
unterstitzend zur Seite stand.

Bedanken mochte ich mich auch bei den Mitarbeitern des Urologischen
Forschungslabors fur die gute Zusammenarbeit und die stete Hilfsbereitschaft bei
organisatorischen und technischen Problemen.

-65 -



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:
Tabelle 14:
Tabelle 15:
Tabelle 16:
Tabelle 17:
Tabelle 18:

Tabelle 19:

Tabelle 20:

Tabelle 21:
Tabelle 22:
Tabelle 23:
Tabelle 24:
Tabelle 25:
Tabelle 26:

Tabelle 27:

Versuchsreihe zur optimalen Hemmung durch Erwarmung............. 30
Versuchsreihe 1 zur optimalen Hemmung durch Perchlorsaure ...... 31
Versuchsreihe 2 zur optimalen Hemmung durch Perchlorsaure ...... 31

Versuchsreihe 3 zur optimalen Hemmung durch Perchlorsaure ...... 31
Die protektive Substanz ohne Einfluss auf die

LactatdehydrogenaseaktiVItat ...........ccooevviiiiiniiiiiniiiieee e 35
Die protektive Substanz ohne Einfluss auf die durch Erwarmung
verursachte Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat............... 40
Die protektive Substanz ohne Einfluss auf die durch Perchlorsaure
verursachte Hemmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat............... 47
Die zehn besten Ergebnisse bei der Steigerung der Enzymaktivitat
durch die protektive SubStanz............ccoovviiiiiiiiiii 50
Die erfolgreichsten protektiven Substanzen...........ccccooevveiiiiieeeennnnn. 57
Kontrollwerte der Leerprobe (Probe d) ........ccovviiiiiiiiiiiiiieeen, 59
Kontrollwerte der Denaturierung durch Erwérmung (Probe C) ......... 60

Kontrollwerte der Denaturierung durch Perchlorséaure (Probe c)...... 61
Acetamid (0,89/20ml) Denaturans = Erwarmung (60°C,60min) ....... 74

Acetamid (0,89/20ml)) Denaturans = Perchlorsaure (0,046M)......... 75
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol MG230 (pur)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60mMiN)..........coveiiiiiiineiieiiineeeeennnnn. 76
0,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol MG230 (pur)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046M) ........c.covvvviiiiiiiiniiiineeeineeennn, 76
Dextran MG500.000 (0,8g/20ml) Denaturans = Erwarmung
(S0 O 310211 o ) SR 77
Dextran MG500.000 (0,8g/20ml) Denaturans = Perchlorsaure
(0,04BM) ... eaaan 77

Dextran MG2.000.000 (0,8g/20ml) : Dimethylsulfoxid (20%) :
Tetramethylharnstoff (20%;1:10 vorverd.) = 1:1:1 Denaturans =
Erwarmung (60°C,60MiN) ......uiiiiiiiiieeiiee e 78
Dextran MG2.000.000 (0,8g/20ml) : Dimethylsulfoxid (20%) :
Tetramethylharnstoff (20%;1:10 vorverd.) = 1:1:1 Denaturans =
Perchlorsaure (0,046M) ........ooiiiiiiiiiiiiiiie e 79
Dextransulfat (0,8g/20ml) Denaturans = Erwarmung (60°C,60min) . 80
Dextransulfat (0,8g/20ml) Denaturans = Perchlorsaure (0,046M).... 80
Diethanolamin (1:10 vorverdunnt) Denaturans = Erwarmung

(B0°C,B0MUINY ..ttt ettt e e e e e e e eab e e e e e e eeennes 81
Diethanolamin (1:10 vorverdinnt) Denaturans = Perchlorsédure
(0,04BM) ... ennae 81
N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverdinnt) Denaturans =

Erwarmung (60°C,B0MiIN) ......oiiiiiieieeii e 82
N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverdinnt) Denaturans =
Perchlorsaure (0,046M) .......c.viiiiiiiiiiieiiiiee e 82

N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverd.) : Tetramethylharnstoff
(20%;1:10 vorverd.) = 1:1 Denaturans = Erwarmung (60°C,60min) . 83

- 66 -



Tabellenverzeichnis

Tabelle 28:
Tabelle 29:
Tabelle 30:
Tabelle 31:
Tabelle 32:
Tabelle 33:
Tabelle 34:
Tabelle 35:
Tabelle 36:
Tabelle 37:
Tabelle 38:
Tabelle 39:
Tabelle 40:
Tabelle 41:
Tabelle 42:
Tabelle 43:
Tabelle 44:
Tabelle 45:
Tabelle 46:
Tabelle 47:
Tabelle 48:
Tabelle 49:
Tabelle 50:
Tabelle 51:
Tabelle 52:
Tabelle 53:
Tabelle 54:
Tabelle 55:

Tabelle 56:

N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverd.) : Tetramethylharnstoff
(20%;1:10 vorverd.) = 1:1 Denaturans = Perchlorsaure (0,046M).... 84

1,3-Dimethylharnstoff (0,8g9/20ml) Denaturans = Erwarmung
(S0 O3 3102111 o ) SRR 85
1,3-Dimethylharnstoff (0,8g/20ml) Denaturans = Perchlorsaure
(0,04BM) ... e e eanee 85
Ethanolamin (0,8g/20ml) Denaturans = Erwarmung (60°C,60min) .. 86

Ethanolamin (0,89/20ml) Denaturans = Perchlorsaure (0,046M) ..... 86
Ethylendiamin (0,8g/20ml) Denaturans = Erwarmung (60°C,60min) 87
Ethylendiamin (0,8g/20ml) Denaturans = Perchlorséure (0,046M)... 87
Glycerin (1:10 vorverdiinnt) Denaturans = Erwarmung

(BO°C,B0MUN) ettt e e e e e e e bbb e eeeeeeennes 88
Glycerin (1:10 vorverdiinnt) Denaturans = Perchlorsaure (0,046M). 88
Harnstoff (0,89/20ml) Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)........ 89

Harnstoff (0,89/20ml) Denaturans = Perchlorsaure (0,046M) .......... 89
Hexamethylentetramin (0,8g/20ml) Denaturans = Erwarmung
(B0°C,B0MUN) ettt e e e e e e e e e bbb e e e e e e eennees 90
Hexamethylentetramin (0,8g/20ml) Denaturans = Perchlorsaure
(0,04B8M) ... 90
D-Mannit (0,8g/20ml) Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)........ 91
D-Mannit (0,89/20ml) Denaturans = Perchlorsaure (0,046M) .......... 91
Methoxypolyethylenglykol MG2.000 (0,8g/20ml) Denaturans =
Erwarmung (60°C,60MiN) ...ccuuiiiiiiiiieceieeeen e 92
Methoxypolyethylenglykol MG2.000 (0,89/20ml) Denaturans =
Perchlorsaure (0,046M) ........oooiiiiiiiieiiie e 92
3-Methylpiperidin (1:10 vorverdinnt) Denaturans = Erwarmung
(S0 O 51011011 o ) PRSPPI 93
3-Methylpiperidin (1:10 vorverdinnt) Denaturans = Perchlorsaure
(0,04BM) ...t eenae 94
1-Methyl-2-pyrrolidinon (1:10 vorverdinnt) Denaturans =

Erwarmung (60°C,B0MiIN) .....oiiiiiieeiiiiie e 95
1-Methyl-2-pyrrolidinon (1:10 vorverdinnt) Denaturans =
Perchlorsaure (0,046M) .........viiiiiiiiiiiieiie e 95
Polyethylenglykol MG15.000 (0,8g/20ml) Denaturans = Erwarmung
[(S1O RO 10 4111 o ) PP 96
Polyethylenglykol MG15.000 (0,8g/20ml) Denaturans =

Perchlorsaure (0,046M) ........oooiiiiiiiiiiei e 96
Polyethylenglykol MG35.000 (0,89/20ml) Denaturans = Erwéarmung
(B0°C,B0MUIN) ettt ettt e e e e e e e e e b e e e e e eennnes 97
Polyethylenglykol MG35.000 (0,8g/20ml) Denaturans =

Perchlorsaure (0,046M) ........oooiiiiiiiiieei e 97
Polyethylenglykoldimethylether 500 (1:10 vorverdiinnt) Denaturans

= Erwarmung (60°C,60MIiIN) ...ocvuiiiiiiiiiieeiine e 98
Polyethylenglykoldimethylether 500 (1:10 vorverdinnt) Denaturans

= Perchlorsaure (0,046M) .........oiiiiiiiiieieeiiee et 98
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (0,8g/20ml) Denaturans =
Erwarmung (60°C,B0MiIN) ......oiiieiieeeeii e 99
Polyethylenglykoldimethylether 2000 (0,8g/20ml) Denaturans =
Perchlors@ure (0,046M) .......ccouieiiiiiiiee e e 99

-67 -



Tabellenverzeichnis

Tabelle 57:
Tabelle 58:
Tabelle 59:
Tabelle 60:
Tabelle 61:
Tabelle 62:
Tabelle 63:
Tabelle 64:
Tabelle 65:
Tabelle 66:
Tabelle 67:
Tabelle 68:
Tabelle 69:
Tabelle 70:

Tabelle 71:
Tabelle 72:

Polyethylenglykolmonobutylether (1:10 vorverdiinnt) Denaturans =

Erwarmung (60°C,60MiN) ...ccuuniiiiiiiiineeiie et 100
Polyethylenglykolmonobutylether (1:10 vorverdiinnt) Denaturans =
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Anhang

Anhang

Tabelle 13:  Acetamid (0,8g/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] 0,029 0,024 0,026 0,024
gemittelte Messwerte b [AE/min] 0,037 0,037 0,041 0,038
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,023 | 0,023 | 0023 | 0,023
d [AE/min] 0,035 0,035 0,035 0,035
c/d = 100 [%0] 65,7 65,7 65,7 65,7
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%0] 105,7 105,7 117,1 108,6
a/d » 100 [%0] 82,9 68,6 74,3 68,6
(d-c)/d = 100 (%] 34,3 34,3 34,3 34,3
Abnahme der Enzym-
poriviibtvditid (d-b)/d = 100 [%] 57 | 57 | 171 | 86
(d-a)/d « 100 [%0] 17,1 31,4 25,7 31,4
Aufhebung der Hemmun
Arvisash 91 (a-c)i(d-c) = 100 [%] 500 | 83 | 250 | 83
Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung V1 = Verdiinnung 1:10
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung V2 = Verdinnung 1:10°
Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung V3 = Verdinnung 1:10°
Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 14:  Acetamid (0,8g/20ml))
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

Verdiinnung Vi V2 V3 V4
a [AE/min] 0,021 0,021 0,026 0,020
gemittelte Messwerte b [AE/min] 0,037 0,037 0,041 0,038
als Absolutwerte c [AE/min] | 0019 | 0019 | 0019 | 0,019
d [AE/min] 0,035 0,035 0,035 0,035

c/d = 100 [%0] 54,3 54,3 54,3 54,3
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%0] 105,7 105,7 117,1 108,6
a/d = 100 [%0] 60,0 60,0 74,3 57,1

(d-c)/d = 100 [%] 45,7 45,7 45,7 45,7

ﬁESﬁ?é??ﬁZf Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 5,7 5,7 171 | -86
(d-a)/d = 100 [%] 40,0 40,0 25,7 42,9

ﬁu{:‘/?ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 125 12,5 43,8 6.3

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung
Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10

V2 = Verdinnung 1:10°
V3 = Verdinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 15: O,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol MG230 (pur)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

Verdinnung Vi V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,003 | 0,023 | 0,022 | 0,026
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,019 | 0,046 | 0,045 | 0,045
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0028 | 0,028
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d x 100 [%] 77,8 77,8 77,8 77,8
Enzym-Aktivitat in % b/d = 100 [%0] 52,8 127,8 125,0 125,0
a/d 100 [%] 8,3 63,9 61,1 72,2

(d-c)/d = 100 [%] 22,2 22,2 22,2 22,2
fronahme der Enzym- (d-b)/d « 100 [9%] 472 | 2718 | 250 | -250
(d-a)/d « 100 [9%0] 91,7 36,1 38,9 27,8
pumebung der Hemmung | o eyi(d-c) » 100 [%] 3125 | -625 | -750 | -250

Tabelle 16:  O,0'-bis(2-Aminopropyl)-polypropylenglykol MG230 (pur)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0,031 | 0,026 | 0,025
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,019 | 0,046 | 0,045 | 0,045
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0,014 | 0014 | 0,014
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d » 100 [%] 38,9 38,9 38,9 38,9
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%0] 52,8 127,8 125,0 125,0
a/d = 100 [%)] 72,2 86,1 72,2 69,4

(d-c)/d * 100 [%] 61,1 61,1 61,1 61,1

ﬁﬁg\f‘i?g?n%zr Enzym- (d-b)/d « 100 [%] 472 | 278 | -250 | -250
(d-a)/d = 100 [%] 27,8 13,9 27,8 30,6

;Ar\]u;‘/tlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) = 100 [%] 545 773 54.5 50.0

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslosung
Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 17:  Dextran MG500.000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0029 | 0021 | 0,023
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,038 | 0,045 | 0046 | 0,049
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025
d [AE/min] | 0,035 | 0,035 | 0035 | 0,035

o/d « 100 [%)] 714 | 714 | 714 | 714
Enzym-Aktivitat in % b/d + 100 [%] 108,6 | 128,6 | 1314 | 140,0
a/d « 100 [%)] 743 | 829 | 600 | 657

(d-c)/d = 100 [%)] 286 | 286 | 286 | 286

ﬁﬁtri'\"/"ig?fndozr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 86 | -286 | -31,4 | -40,0
(d-a)/d = 100 [%] 257 | 171 | 400 | 343

;Ar\]u(:‘/(f)lebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 10,0 400 40,0 20,0

Tabelle 18:  Dextran MG500.000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] 0,022! 0,015 0,022 0,031
gemittelte Messwerte b [AE/min] 0,038 0,045 0,046 0,049
als Absolutwerte c [AE/min] | 0014 | 0014 | 0,014 | 0,014
d [AE/min] 0,035 0,035 0,035 0,035
c/d = 100 [%6] 40,0 40,0 40,0 40,0
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%0] 108,6 128,6 131,4 140,0
a/d = 100 [%0] 62,9 42,9 62,9 88,6
(d-c)/d = 100 [%0] 60,0 60,0 60,0 60,0
)/Abnahme der Enzym-
Arriviii v (d-b/d » 100 [%] 86 | -286 | -314 | -400
(d-a)/d + 100 [%0] 37,1 57,1 37,1 11,4
IAufhebung der Hemmun
el 91 (@-c)l(d-c) « 100 [%] 381 | 48 | 381 | 810
Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionsldsung V1 = Verdinnung 1:10
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung V2 = Verdiinnung 1:10°
Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslésung V3 = Verdinnung 1:10°
Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung V4 = Verdtinnung 1:10°

12 Werte
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Tabelle 19:  Dextran MG2.000.000 (0,89/20ml) : Dimethylsulfoxid (20%) :
Tetramethylharnstoff (20%;1:10 vorverd.) = 1:1:1
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,027 | 0031 | 0033 | 0,031
Lemitislie Messwerte b [AE/min] | 0,043 | 0040 | 0,044 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,029 | 0,029 | 0,029 | 0,029
d [AE/min] | 0,039 | 0,039 | 0,039 | 0,039

c/d = 100 [%] 744 | 744 | 744 | 744
Enzym-AKtivitt in % bid » 100 [%] 1103 | 102,6 | 112,8 | 100,0
a/d » 100 [%] 69,2 | 795 | 846 | 795

(d-c)/d » 100 [%] 256 | 256 | 256 | 256

fonanme cer Enzym- (d-b)/d » 100 [%] 103 | 26 | -128 | 00
(d-a)/d « 100 [%] 30,8 20,5 15,4 20,5

puinebung der Hemmung |- o _cyi(d-c) » 100 [%] 200 | 200 | 400 | 200

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung

Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10

V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 20:  Dextran MG2.000.000 (0,89/20ml) : Dimethylsulfoxid (20%) :
Tetramethylharnstoff (20%;1:10 vorverd.) = 1:1:1
Denaturans = Perchlorsaure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,023 | 0,024 | 0,027 | 0,028
pemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,043 | 0,040 | 0,044 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,023 | 0,023 | 0,023 | 0,023
d [AE/min] | 0,039 | 0,039 | 0,039 | 0,039

c/d * 100 [%] 590 | 59,0 | 59,0 | 59,0
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 110,3 102,6 112,8 100,0
ald « 100 [%] 590 | 61,5 | 692 | 718

(d-c)/d « 100 [%] 410 | 41,0 | 410 | 410

th)t?\?ig??n%zr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 103 | 26 | -128 0,0
(d-a)/d « 100 [%] 41,0 38,5 30,8 28,2

puhedung der Hemmung |, cyi(d-c) » 100 [%] 0.0 63 | 250 | 313

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslosung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung

Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslésung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°

-79 -



Anhang

Tabelle 21:  Dextransulfat (0,8g/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,030 | 0,032 | 0,033 | 0,032
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,037 | 0,038 | 0,038 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,031 | 0,031 | 0,031 | 0,031
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d * 100 [%] 86,1 861 | 861 | 861
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 102,8 | 1056 | 1056 | 1139
a/d « 100 [%] 83,3 889 | 91,7 | 889

(d-c)/d = 100 [%] 13,9 139 | 139 | 139
ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n%zr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 2.8 56 56 | -13,9
(d-a)/d « 100 [%6] 16,7 11,1 8,3 11,1

puinebung der Hemmung |, cyi(d-c) » 100 [%] 200 | 200 | 400 | 200

Tabelle 22:  Dextransulfat (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,004 | 0,018 | 0,025 | 0,023
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,037 | 0,038 | 0,038 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,012% | 0,012? | 0,012 | 0,022
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d * 100 [%] 33,3 333 | 333 | 333
Enzym-Aktivitat in % b/d + 100 [%] 102,8 | 1056 | 1056 | 1139
a/d » 100 [%] 11,1 500 | 694 | 639

(d-c)/d = 100 [%] 66,7 66,7 66,7 66,7

ﬁﬁg\igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d « 100 [%] 238 5,6 56 | -13,9
(d-a)/d « 100 [%] 88,9 500 | 306 | 361

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 33,3 25.0 54,2 458

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslosung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

23 Werte

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 23:  Diethanolamin (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,012 | 0,018 | 0,022 | 0,022
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,026 | 0,029 | 0,028 | 0,028
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,020 | 0,020 | 0,020 | 0,020
d [AE/min] | 0,026 | 0,026 | 0,026 | 0,026

c/d « 100 [%] 769 | 769 | 769 | 769
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 1000 | 111,5 | 107,7 | 107,7
a/d » 100 [%] 46,2 | 692 | 846 | 846

(d-c)/d = 100 [%] 231 | 231 | 231 | 231

ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 0,0 115 | 7,7 7.7
(d-a)/d « 100 [%] 538 | 308 | 154 | 154

ﬁ“(f/:ebung der Hemmung | y/d-c) = 100 [%] 1333 | 333 | 333 | 333

Tabelle 24:  Diethanolamin (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,028 | 0,021 | 0021 | 0,015
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,026 | 0029 | 0028 | 0,028
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,013 | 0,013 | 0,013 | 0,013
d [AE/min] | 0,026 | 0,026 | 0026 | 0,026

¢/d * 100 [%] 500 | 50,0 | 50,0 | 50,0
Enzym-Aktivitat in % b/d » 100 [%] 1000 | 111,5 | 1077 | 1077
a/d « 100 [%] 107,7 | 808 | 808 | 57,7

(d-c)/d + 100 [%0] 50,0 50,0 50,0 50,0

ﬁﬁgfig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 00 | -115 | 77 | -7.7
(d-a)/d « 100 [%] 77 | 192 | 192 | 423

pumedung der Hemmung | o oyitd-c)» 100 | (%] 1154 | 615 | 615 | 154

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 25: N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,024 | 0031 | 0,027 | 0,030°
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,037 | 0,027 | 0037 | 0,037
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028
d [AE/min] | 0,030 | 0,030 | 0,030 | 0,030
c/d = 100 [%] 933 | 933 | 933 | 933
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 1233 | 90,0 | 1233 | 1233
a/d + 100 [%] 800 | 1033 | 900 | 100,0
(d-c)/d + 100 [%6] 6,7 6,7 6,7 6,7
ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 233 | 100 | -233 | -233
(d-a)/d = 100 [%] 20,0 -3,3 10,0 0,0
puinebung der Hemmung | -, cyi(d-c) » 100 [%] | -2000 | 1500 | -50,0 | 1000
Tabelle 26:  N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)
\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,016 | 0,015 | 0017 | 0,023
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,037 | 0027 | 0,037 | 0,037
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,012 | 0012 | 0,012 | 0,012
d [AE/min] | 0,030 | 0,030 | 0,030 | 0,030
c/d * 100 [%] 40,0 | 40,0 | 400 | 40,0
Enzym-Aktivitat in % b/d + 100 [%] 1233 | 900 | 1233 | 1233
ald « 100 [%] 533 | 500 | 567 | 767
(d-c)/d « 100 [%] 600 | 600 | 600 | 600
ﬁﬁg\i?;:fnﬂzr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 233 | 100 | -233 | -233
(d-a)/d = 100 [%] 46,7 | 50,0 | 433 | 233
;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 222 16,7 278 611

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

32 Werte

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 27:  N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverd.) : Tetramethylharnstoff
(20%;1:10 vorverd.) = 1:1
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0,031 | 0,029 | 0,033*

pemitelie Messwerte b [AE/min] | 0,040 | 0041 | 0,044 | 0041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,029 | 0,029 | 0,029 | 0,029
d [AE/min] | 0,039 | 0039 | 0,039 | 0,039

c/d « 100 [%] 744 | 744 | 784 | 744

Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 102,6 105,1 112,8 105,1
a/d = 100 [9%] 66,7 | 795 | 744 | 846

(d-c)/d » 100 [%] 256 | 256 | 256 | 256

fronanme cer Enzym- (d-b)/d » 100 [%] 26 | 51 | 128 | 51
(d-a)/d « 100 [%] 333 | 205 | 256 | 154

pumedung der Hemmung |- o _cy(a-c) « 100 [%] 300 | 200 | 00 | 400

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung

Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

42 Werte

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 28:  N,N'-Dimethylacetamid (1:10 vorverd.) : Tetramethylharnstoff
(20%;1:10 vorverd.) = 1:1
Denaturans = Perchlorsaure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] 0,028 0,028 0,028 0,022
gemitielte Messwerte b [AE/min] | 0,040 | 0,041 | 0,044 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,023 | 0,023 | 0,023 | 0,023
d [AE/min] 0,039 0,039 0,039 0,039

c/d « 100 [%] 59,0 59,0 59,0 59,0
Enzym-Aktivitat in % b/d = 100 [%0] 102,6 105,1 112,8 105,1
a/d + 100 [%] 71,8 71,8 71,8 56,4

(d-c)/d = 100 [%] 41,0 41,0 41,0 41,0

ﬁtk)t?\?ig? ?n%Zr Enzym- (d-b)/d + 100 [%] -2,6 -5,1 -12,8 -5,1
(d-a)/d = 100 [%] 28,2 28,2 28,2 43,6

ﬁluof/:ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 313 313 313 63

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslosung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung

Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 29:  1,3-Dimethylharnstoff (0,89/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,029 | 0,030 | 0,031 | 0,031
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,042 | 0,039 | 0043 | 0,040
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032
d [AE/min] | 0,035 | 0,035 | 0035 | 0,035

c/d « 100 [%] 914 | 914 | 914 | 914
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 1200 | 111,4 | 122,9 | 1143
a/d + 100 [%] 829 | 857 | 886 | 886

(d-c)/d « 100 [%] 8,6 8,6 8,6 8,6
ﬁtk){i]\i?s:??ndozr Enzym- (d-b)/d = 100 [%)] 200 | -11,4 | 229 | -143
(d-a)/d « 100 [%6] 17,1 14,3 11,4 11,4
puinebung der Hemmung |, cyi(d-c) » 100 6 | -1000 | -667 | -333 | -33;3

Tabelle 30:  1,3-Dimethylharnstoff (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,016 | 0,018 | 0,020 | 0,018
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,042 | 0,039 | 0,043 | 0,040
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,013 | 0013 | 0013 | 0,013
d [AE/min] | 0,035 | 0,035 | 0,035 | 0,035

c/d * 100 [%] 371 | 371 | 371 | 371
Enzym-Aktivitat in % b/d » 100 [%] 1200 | 1114 | 122,9 | 1143
a/d * 100 [%] 457 | 514 | 571 | 514

(d-c)/d = 100 [%] 62,9 62,9 62,9 62,9

ﬁﬁt’i’\‘;‘i?g?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 200 | -114 | 229 | -143
(d-a)/d = 100 [%] 543 | 486 | 429 | 486

;ﬁr\]uj/?ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 13,6 227 318 227

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10

V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 31:  Ethanolamin (0,8g/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,027 | 0,028 | 0,028 | 0,027
Jemitielte Messwerte b [AE/min] | 0,046 | 0,046 | 0,045 | 0,042
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d « 100 [%] 694 | 694 | 694 | 694
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 1278 | 1278 | 1250 | 116,7
a/d « 100 [%] 750 | 778 | 778 | 750

(d-c)/d « 100 [%] 30,6 | 306 | 306 | 306
ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 278 | 278 | 250 | -16,7
(d-a)/d = 100 [%] 25,0 22,2 22,2 25,0

puinebung der Hemmung |, cyi(d-c) » 100 [%] 182 | 273 | 273 | 182

Tabelle 32:  Ethanolamin (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,014 | 0021 | 0026 | 0021
gemitielte Messwerte b [AE/min] | 0,046 | 0,046 | 0,045 | 0,042
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0014 | 0,014 | 0,014
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0036 | 0,036

c/d « 100 [%] 389 | 389 | 389 | 389
Enzym-Aktivitat in % b/d + 100 [%] 1278 | 1278 | 1250 | 1167
ald « 100 [%] 389 | 583 | 722 | 583

(d-c)/d = 100 [%] 61,1 61,1 61,1 61,1

ﬁﬁg\i?;:fnﬂzr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 278 | 278 | 250 | -167
(d-a)/d * 100 [%] 611 | 41,7 | 278 | 417

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 0.0 318 54.5 31,8

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 33:  Ethylendiamin (0,8g/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,015 | 0,020 | 0,026 | 0,040
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,044 | 0,041 | 0,037 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,018 | 0,018 | 0,018 | 0,018
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0037 | 0,037

c/d « 100 [%] 486 | 486 | 486 | 486
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 1189 | 1108 | 1000 | 1054
a/d » 100 [%] 405 | 541 | 703 | 1081

(d-c)/d = 100 [%] 514 | 514 | 514 | 514

ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 18,9 | -108 | 00 5,4
(d-a)/d « 100 [%] 595 | 459 | 297 | -81
puinebung der Hemmung | o cyi(d-c) » 100 [%] 158 | 105 | 421 | 1158

Tabelle 34:  Ethylendiamin (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,018 | 0021 | 0,020 | 0,016

Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,044 | 0041 | 0,037 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,017° | 0,017° | 0,017° | 0,017°
d [AE/min] | 0,037 | 0037 | 0,037 | 0,037

c/d « 100 [%] 459 | 459 | 459 | 459

Enzym-AKtivitat in % b/d » 100 [%] 1189 | 110,8 | 1000 | 1054
a/d + 100 [%] 486 | 568 | 541 | 432

(d-c)/d = 100 [%] 541 | 541 | 541 | 541

ﬁﬁt’i’\‘;‘i?;?fnizr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 189 | -108 | 00 5,4
(d-a)/d = 100 [%] 514 | 432 | 459 | 568

;ﬁr\]uj/?ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 5.0 20,0 15,0 50

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

® 3 Werte

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 35:  Glycerin (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022 | 0,024° | 0,028° | 0,025
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,041 | 0,041 | 0,040 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,023 | 0023 | 0023 | 0,023
d [AE/min] | 0,087 | 0,037 | 0,037 | 0,037

c/d = 100 [%] 62,2 62,2 62,2 62,2
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 110,8 | 110,8 | 108,1 | 1054
a/d » 100 [%0] 59,5 64,9 75,7 67,6

(d-c)/d + 100 [%0] 37,8 37,8 37,8 37,8

ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%)] 108 | -108 | -81 | -54
(d-a)/d = 100 [%] 40,5 35,1 24,3 32,4

ﬁ\quj/t;ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 71 71 357 14,3

Tabelle 36:  Glycerin (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022" | 0,023 | 0,028’ | 0,021’

gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,041 | 0,041 | 0,040 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,019 | 0,019 | 0,019 | 0,019
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037

c/d « 100 [%)] 51,4 51,4 51,4 51,4

Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 110,8 | 110,8 | 108,1 | 1054
a/d 100 [%] 59,5 62,2 75,7 56,8

(d-c)/d = 100 [%6] 48,6 48,6 48,6 48,6

ﬁﬁt’i’\‘;‘i?g?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 108 | -108 | 81 | -54
(d-a)/d + 100 [%)] 40,5 37,8 24,3 43,2

;ﬁr\]uj/?ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 16,7 222 50,0 1.1

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

2 Werte
"2 Werte

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 37:  Harnstoff (0,89/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,025 | 0,028 | 0,026 | 0,025
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,034 | 0,035 | 0,033 | 0,029
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,025 | 0025 | 0025 | 0,025
d [AE/min] | 0,040 | 0,040 | 0,040 | 0,040

c/d * 100 [%] 62,5 62,5 62,5 62,5

Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%] 85,0 87,5 82,5 72,5
a/d = 100 [9%0] 62,5 70,0 65,0 62,5

(d-c)/d + 100 [%0] 37,5 37,5 37,5 37,5

ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 150 | 125 | 175 | 275
(d-a)/d « 100 [%] 37,5 30,0 35,0 37,5

ﬁ\quj/t;ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 0.0 20,0 6.7 0.0

Tabelle 38:  Harnstoff (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022 | 0,017 | 0,025 | 0,027
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,034 | 0,035 | 0,033 | 0,029
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0,014 | 0014 | 0,014
d [AE/min] | 0,040 | 0,040 | 0,040 | 0,040

c/d 100 [%)] 35,0 35,0 35,0 35,0

Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%)] 85,0 87,5 82,5 72,5
a/d 100 [%] 55,0 42,5 62,5 67,5

(d-c)/d = 100 [%] 65,0 65,0 65,0 65,0

ﬁﬁg\igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 150 | 125 | 175 | 275
(d-a)/d * 100 [%)] 45,0 57,5 37,5 32,5

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 308 115 423 50,0

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 39:  Hexamethylentetramin (0,89/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0,031 | 0,028 | 0,031
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,034 | 0,039 | 0,042 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0028 | 0028 | 0,028
d [AE/min] | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034
c/d + 100 [%] 82,4 82,4 82,4 82,4
Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%] 100,0 | 114,7 | 123,5 | 114,7
a/d 100 [%] 76,5 91,2 82,4 91,2
(d-c)/d + 100 [%0] 17,6 17,6 17,6 17,6
ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%)] 00 | -147 | 235 | -147
(d-a)/d = 100 [%] 235 8,8 17,6 8,8
ﬁ\quj/t;ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 33,3 50,0 0.0 50,0
Tabelle 40:  Hexamethylentetramin (0,8g9/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)
\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,020 | 0,017 | 0,018 | 0,019
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,034 | 0,039 | 0,042 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,015 | 0,015 | 0015 | 0,015
d [AE/min] | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034
c/d « 100 [%] 44,1 44,1 44,1 44,1
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%)] 100,0 | 114,7 | 1235 | 1147
a/d = 100 [%] 58,8 50,0 52,9 55,9
(d-c)/d = 100 [%] 55,9 55,9 55,9 55,9
ﬁﬁgﬁ?é?fnizr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 00 | -147 | -235 | -147
(d-a)/d = 100 [%] 41,2 50,0 47,1 44,1
Aufhebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 26.3 10,5 15,8 211

in %

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 41:  D-Mannit (0,8g/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,024 | 0,035 | 0,031 | 0,016
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,044 | 0,046 | 0,041 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037
c/d = 100 [9%] 75,7 75,7 75,7 75,7
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%)] 118,9 | 124,3 | 110,8 | 110,8
a/d + 100 [%] 64,9 94,6 83,8 43,2
(d-c)/d + 100 [%0] 24,3 24,3 24,3 24,3
ﬁtk){i]\i?s:??ndozr Enzym- (d-b)/d = 100 [%)] 18,9 | -243 | -108 | -108
(d-a)/d = 100 [%] 35,1 54 16,2 56,8
ﬁ\quj/t:ebung der Hemmung (a-c)/(d-c) = 100 [%] 44,4 77.8 33,3 -133,3
Tabelle 42:  D-Mannit (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)
\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,030 | 0,029 | 0,029 | 0,035
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,044 | 0,046 | 0,041 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0,014 | 0014 | 0,014
d [AE/min] | 0,087 | 0,087 | 0,037 | 0,037
c/d 100 [%)] 37,8 37,8 37,8 37,8
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 118,9 | 124,3 | 110,8 | 1108
a/d = 100 [%6] 81,1 78,4 78,4 94,6
(d-c)/d = 100 [%] 62,2 62,2 62,2 62,2
ﬁﬁg\igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 18,9 | -243 | -108 | -10,8
(d-a)/d * 100 [%)] 18,9 21,6 21,6 5,4
;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 69.6 652 65.2 013

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 43:  Methoxypolyethylenglykol MG2.000 (0,89/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0,046 | 0,041° | 0,015
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,044 | 0,045 | 0,047 | 0,044
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037

c/d « 100 [%] 676 | 676 | 676 | 676
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 118,9 | 121,6 | 127,0 | 1189
a/d « 100 [%] 70,3 | 124,3 | 1108 | 405

(d-c)/d + 100 [%0] 32,4 32,4 32,4 32,4
ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 18,9 | -216 | 270 | -189
(d-a)/d « 100 [%0] 29,7 -24,3 -10,8 59,5
ﬁ“(f/:ebung der Hemmung | - (d-c) = 100 [%] 83 | 1750 | 1333 | -833

Tabelle 44:  Methoxypolyethylenglykol MG2.000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,028 | 0,030 | 0,020 | 0,027
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,044 | 0,045 | 0,047 | 0,044
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0,014 | 0014 | 0,014
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037

c/d * 100 [%] 378 | 378 | 378 | 378
Enzym-Aktivitat in % b/d + 100 [%] 118,9 | 121,6 | 127,0 | 1189
a/d * 100 [%] 757 | 811 | 541 | 730

(d-c)/d « 100 [%] 622 | 622 | 622 | 622
ﬁﬁg\i?;:fnﬂzr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 18,9 | -216 | -270 | -189
(d-a)/d = 100 [%] 243 | 189 | 459 | 27,0

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 60,9 69.6 26.1 56,5

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

8 2 Werte

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 45:  3-Methylpiperidin (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,002° | 0,028" | 0,028" | 0,032
gemittelte Messwerte b [AE/min] 0,016 0,038 0,037 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028
d [AE/min] 0,040 0,040 0,040 0,040
c/d = 100 [%0] 70,0 70,0 70,0 70,0
Enzym-Aktivitét in % b/d * 100 [%0] 40,0 95,0 92,5 102,5
a/d = 100 [%0] 5,0 70,0 70,0 80,0
(d-c)/d = 100 [%] 30,0 30,0 30,0 30,0
IAbnahme der Enzym-
Aol (d-b)/d » 100 [%] 600 | 50 | 75 | -25
(d-a)/d = 100 [%0] 95,0 30,0 30,0 20,0
IAufhebung der Hemmun
Sevianb 9| (a-c)(d-c) » 100 [%] 2167 | 00 | 00 | 333
Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung V1 = Verdinnung 1:10
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung V2 = Verdiinnung 1:10°
Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionsldsung V3 = Verdiinnung 1:10°
Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung V4 = Verdiinnung 1:10°

°1 Wert
102 Werte
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Tabelle 46:  3-Methylpiperidin (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,006" | 0,013" | 0,019"" | 0,023"

gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,016 | 0,038 | 0,037 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015
d [AE/min] | 0,040 | 0,040 | 0,040 | 0,040

c/d « 100 [%] 37,5 37,5 37,5 37,5

Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%] 40,0 95,0 92,5 102,5
a/d « 100 [%] 15,0 32,5 475 57,5

(d-c)/d * 100 [%] 62,5 62,5 62,5 62,5

/I,itk’t?\‘j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 60,0 5,0 7,5 2,5
(d-a)/d « 100 [%6] 85,0 67,5 52,5 425

ﬁluof/:ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] -36.,0 8.0 16,0 32,0

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionsldsung

Probe c = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslésung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

12 Werte
21 Wert

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 47:  1-Methyl-2-pyrrolidinon (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,023 | 0,030 | 0,032 | 0,030
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,032 | 0,026 | 0,035 | 0,035
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028
d [AE/min] | 0,038 | 0,038 | 0,038 | 0,038

c/d = 100 [9%] 73,7 73,7 73,7 73,7

Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 84,2 68,4 92,1 92,1
a/d = 100 [9%0] 60,5 78,9 84,2 78,9

(d-c)/d + 100 [%0] 26,3 26,3 26,3 26,3

ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 158 | 316 | 7.9 7.9
(d-a)/d « 100 [%] 39,5 21,1 15,8 21,1

ﬁ“(f/:ebung der Hemmung | - (d-c) = 100 [%] 500 | 200 | 400 | 200

Tabelle 48:  1-Methyl-2-pyrrolidinon (1:10 vorverdunnt)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,019 | 0,019 | 0,017 | 0,011
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,032 | 0,026 | 0,035 | 0,035
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,015 | 0,015 | 0015 | 0,015
d [AE/min] | 0,038 | 0,038 | 0,038 | 0,038

c/d 100 [%)] 39,5 39,5 39,5 39,5

Enzym-Aktivitét in % b/d * 100 [%0] 84,2 68,4 92,1 92,1
a/d 100 [%] 50,0 50,0 44,7 28,9

(d-c)/d = 100 [%] 60,5 60,5 60,5 60,5

ﬁﬁg\igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 158 | 316 | 7.9 7.9
(d-a)/d * 100 [%)] 50,0 50,0 55,3 71,1

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 17.4 17.4 87 17.4

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 49:  Polyethylenglykol MG15.000 (0,8g/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026™ | 0,027 | 0,023 | 0,024
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,037 | 0,041 | 0,037 | 0,037
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,027 | 0,027 | 0,027 | 0,027
d [AE/min] | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034
c/d = 100 [%] 79,4 79,4 79,4 79,4
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 108,8 | 120,6 | 108,8 | 1088
a/d » 100 [%0] 76,5 79,4 67,6 70,6
(d-c)/d * 100 [%)] 20,6 20,6 20,6 20,6
ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 %] 88 | -206 | -88 8,8
(d-a)/d * 100 [%] 23,5 20,6 32,4 29,4
puinebung der Hemmung |, cyi(d-c) » 100 [%] 143 | 00 | 571 | -429
Tabelle 50:  Polyethylenglykol MG15.000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)
\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,019 | 0,012 | 0,018 | 0,022
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,037 | 0,041 | 0,037 | 0,037
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016%
d [AE/min] | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034
c/d = 100 [%] 47,1 47,1 47,1 47,1
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 108,8 | 120,6 | 108,8 | 108,88
a/d « 100 [%] 55,9 35,3 52,9 64,7
(d-c)/d = 100 [%] 52,9 52,9 52,9 52,9
ﬁﬁg\i?;:fnﬂzr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 88 | 206 | -88 8,8
(d-a)/d « 100 [%6] 44,1 64,7 47,1 35,3
;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 16,7 22,2 11,1 333

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

132 Werte
14 3 Werte

V1 = Verdiinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°

- 96 -



Anhang

Tabelle 51:  Polyethylenglykol MG35.000 (0,8g/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022 | 0,025 | 0,025 | 0,023
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,032 | 0,033 | 0,037 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,027 | 0,027 | 0027 | 0,027
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d * 100 [%] 75,0 75,0 75,0 75,0
Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%] 88,9 91,7 102,8 | 108,3
a/d 100 [%] 61,1 69,4 69,4 63,9

(d-c)/d + 100 [%0] 25,0 25,0 25,0 25,0

ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%)] 11,1 | 83 28 | -83
(d-a)/d « 100 [%] 38,9 30,6 30,6 36,1
ﬁ\quj/t;ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 55,6 22,2 22,2 444

Tabelle 52:  Polyethylenglykol MG35.000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022 | 0,014 | 0,017 | 0,017
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,032 | 0,033 | 0,037 | 0,039
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d 100 [%] 44,4 44,4 44,4 44,4
Enzym-Aktivitat in % b/d + 100 [%)] 88,9 91,7 102,8 | 108,3
a/d » 100 [%] 61,1 38,9 47,2 47,2

(d-c)/d + 100 [%0] 55,6 55,6 55,6 55,6

ﬁﬁg\i?;:fnﬂzr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 11,1 | 83 28 | -83
(d-a)/d » 100 [%] 38,9 61,1 52,8 52,8

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 300 10,0 5.0 50

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 53:  Polyethylenglykoldimethylether 500 (1:10 vorverdinnt)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0,028 | 0,028 | 0,026
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,033 | 0,034 | 0,036 | 0,034
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028
d [AE/min] | 0,030 | 0,030 | 0,030 | 0,030
c/d = 100 [%] 93,3 93,3 93,3 93,3
Enzym-Aktivitat in % b/d + 100 [9%] 110,0 | 113,3 | 1200 | 1133
a/d + 100 [%] 86,7 93,3 93,3 86,7
(d-c)/d + 100 [%6] 6,7 6,7 6,7 6,7
ﬁi’{i‘\"j‘ig?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 100 | -133 | -200 | -133
(d-a)/d = 100 [%] 13,3 6,7 6.7 13,3
puinebung der Hemmung | -, cyi(d-c) » 100 4] | -1000 | 00 | 00 | -1000
Tabelle 54:  Polyethylenglykoldimethylether 500 (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)
\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,015 | 0,013 | 0,016 | 0,016
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,033 | 0,034 | 0,036 | 0,034
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,012 | 0012 | 0012 | 0,012
d [AE/min] | 0,030 | 0,030 | 0,030 | 0,030
c/d * 100 [%] 40,0 40,0 40,0 40,0
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 110,0 | 113,3 | 120,0 | 113,3
a/d = 100 [%] 50,0 43,3 53,3 53,3
(d-c)/d = 100 [%] 60,0 60,0 60,0 60,0
ﬁﬁg\igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 100 | -133 | 200 | -13.3
(d-a)/d = 100 [%] 50,0 56,7 46,7 46,7
;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 16,7 56 222 222

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

152 Werte

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 55:  Polyethylenglykoldimethylether 2000 (0,8g/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022 | 0,026 | 0,028 | 0,028
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,038 | 0,045 | 0,044 | 0,043
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028
d [AE/min] | 0,035 | 0,035 | 0,035 | 0,035

c/d * 100 [%)] 80,0 80,0 80,0 80,0
Enzym-Aktivitat in % b/d » 100 (%] 108,6 | 128,6 | 1257 | 122,9
a/d » 100 [%)] 62,9 74,3 80,0 80,0

(d-c)/d » 100 [%] 20,0 20,0 20,0 20,0

ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 %] 86 | -286 | 257 | -22,9
(d-a)/d = 100 [%] 37,1 25,7 20,0 20,0

ﬁ\quj/:ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 85,7 28,6 0.0 0.0

Tabelle 56:  Polyethylenglykoldimethylether 2000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,031 | 0,031 | 0,038 | 0,041

gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,038 | 0,045 | 0,044 | 0,043
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0014 | 0014 | 0,014
d [AE/min] | 0,035 | 0,035 | 0,035 | 0,035

c/d = 100 [%] 40,0 40,0 40,0 40,0

Enzym-Aktivitat in % b/d = 100 [%] 108,6 | 1286 | 1257 | 122,9
a/d « 100 [%] 88,6 88,6 | 108,6 | 117,1

(d-c)/d * 100 [%] 60,0 60,0 60,0 60,0

ﬁﬁ{?ﬂ?é??n‘iir Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 86 | -286 | -257 | -22,9
(d-a)/d = 100 [%] 11,4 11,4 -8,6 -17,1

ﬁ“of/z‘eb“”g der Hemmung | \/(d-c) « 100 [%] 810 | 81,0 | 1143 | 1286

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 57:  Polyethylenglykolmonobutylether (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0,031 | 0031 | 0,032
Jemitielie Messwerte b [AE/min] | 0,051 | 0,040 | 0,043 | 0,043
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032
d [AE/min] | 0,035 | 0,035 | 0,035 | 0,035
c/d « 100 [%] 014 | 914 | 914 | 914
Enzym-Aktivitat in % b/d = 100 [%] 1457 | 1143 | 1229 | 122,9
ald « 100 [%] 743 | 886 | 886 | 914
(d-c)/d * 100 [%] 8,6 8,6 8,6 8,6
fonanme cer Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 457 | 143 | -229 | -22,9
(d-a)/d « 100 [%] 25,7 11,4 11,4 8,6
puinebung der Hemmung | o cyi(d-c) » 100 [%] 2000 | 333 | 333 | 00

Tabelle 58:  Polyethylenglykolmonobutylether (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,016 | 0,021" | 0,020 | 0,020"°
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,051 | 0,040 | 0,043 | 0,043
als Absolutwerte c [AE/min] | 0013 | 0013 | 0,013 | 0,013
d [AE/min] | 0,035 | 0,035 | 0,035 | 0,035
c/d * 100 [%] 37,1 37,1 37,1 37,1
Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%)] 1457 | 114,3 | 1229 | 1229
a/d = 100 [%] 45,7 60,0 57,1 57,1
(d-c)/d = 100 [9%6] 62,9 62,9 62,9 62,9
faonanme der Enzym- (d-b/d » 100 [%] 457 | 4143 | 229 | 229
(d-a)/d = 100 [%] 54,3 40,0 42,9 42,9
pumebung der Hemmung | o cyid-c) +100 | [%] 136 | 364 | 318 | 318

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

8 2 Werte

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 59:  Polypropylenglykol MG1950-2050 (1:20 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022 | 0,023 | 0,024 | 0,024
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,035 | 0,036 | 0,033 | 0,035
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,024 | 0,024 | 0,024 | 0,024
d [AE/min] | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034

c/d * 100 [%] 70,6 70,6 70,6 70,6
Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%] 102,9 | 1059 | 97,1 102,9
a/d = 100 [%] 64,7 67,6 70,6 70,6

(d-c)/d = 100 [%] 29,4 29,4 29,4 29,4

ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 2.9 5,9 2,9 2.9
(d-a)/d = 100 [%] 35,3 32,4 29,4 29,4

ﬁ\quj/t:ebung der Hemmung (a-)/(d-c) + 100 [%] 20,0 10,0 0.0 0.0

Tabelle 60:  Polypropylenglykol MG1950-2050 (1:20 vorverdinnt)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,014 | 0,012 | 0,014 | 0,017
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,035 | 0,036 | 0,033 | 0,035
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,013 | 0013 | 0,013 | 0,013
d [AE/min] | 0,034 | 0,034 | 0,034 | 0,034

c/d * 100 [%] 38,2 38,2 38,2 38,2
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%)] 102,9 | 1059 | 97,1 102,9
a/d » 100 [%] 41,2 35,3 41,2 50,0

(d-c)/d « 100 [%] 61,8 61,8 61,8 61,8

ﬁﬁg\igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d « 100 [%)] 29 | 59 2,9 -2,9
(d-a)/d * 100 [%] 58,8 64,7 58,8 50,0

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) 100 %] 48 48 48 190

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 61:  Polyvinylalkohol MG72.000 (0,8g9/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,030 | 0,032" | 0,028" | 0,032

gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,038 | 0,040 | 0,038 | 0,040
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,031 | 0,031 | 0,031 | 0,031
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037

c/d « 100 [%] 83,8 83,8 83,8 83,8

Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%] 102,7 | 108,1 | 102,7 | 108,1
a/d » 100 [%0] 81,1 86,5 75,7 86,5

(d-c)/d = 100 [%] 16,2 16,2 16,2 16,2

ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 %] 2,7 8,1 2,7 8,1
(d-a)/d = 100 [%] 18,9 13,5 24,3 13,5

ﬁ\quj/:ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 16,7 16,7 50,0 16,7

Tabelle 62:  Polyvinylalkohol MG72.000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,026 | 0,025 | 0,026 | 0,023

gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,038 | 0,040 | 0,038 | 0,040
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,012% | 0,012 | 0,012" | 0,012
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037

c/d + 100 [%)] 32,4 32,4 32,4 32,4

Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%)] 102,7 | 1081 | 102,7 | 108,1

a/d 100 [%)] 70,3 67,6 70,3 62,2

(d-c)/d = 100 [%] 67,6 67,6 67,6 67,6

ﬁﬁg\f‘igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 27 | 81 | 27 | -81

(d-a)/d + 100 [%] 29,7 32,4 29,7 37,8

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 56,0 52.0 56,0 44.0

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

72 Werte
18 3 Werte

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 63:  Polyvinylpyrrolidon MG40.000 (0,8g/20ml)

Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,023 | 0,019 | 0,023 | 0,021
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,031 | 0,029 | 0,030 | 0,029
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,020 | 0,020 | 0,020 | 0,020
d [AE/min] | 0,027 | 0,027 | 0,027 | 0,027

c/d = 100 [%)] 74,1 74,1 74,1 74,1
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 114,8 | 107,4 | 1111 | 1074
a/d = 100 [%0] 85,2 70,4 85,2 77,8

(d-c)/d + 100 [%0] 25,9 25,9 25,9 25,9

ﬁtk){i]\i?s:??ndozr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 148 | 74 | 111 | 74
(d-a)/d = 100 [%] 14,8 29,6 14,8 22,2

ﬁ“(f/:ebung der Hemmung | - (d-c) = 100 [%] 429 | -143 | 429 | 143

Tabelle 64:  Polyvinylpyrrolidon MG40.000 (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,017 | 0,017 | 0,016 | 0,017
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,031 | 0,029 | 0,030 | 0,029
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,013 | 0,013 | 0013 | 0,013
d [AE/min] | 0,027 | 0,027 | 0,027 | 0,027

c/d = 100 [%] 48,1 48,1 48,1 48,1
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 114,8 | 107,4 | 111,1 | 1074
a/d « 100 [%] 63,0 63,0 59,3 63,0

(d-c)/d = 100 [%] 51,9 51,9 51,9 51,9

ﬁﬁg\igﬁnﬁr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 148 | 74 | <111 | 7.4
(d-a)/d = 100 [%] 37,0 37,0 40,7 37,0

;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 28.6 28.6 214 28.6

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 65:  Pyridin (1:10 vorverdinnt)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,022 | 0,030 | 0,030 | 0,032
Jemitielte Messwerte b [AE/min] | 0,034 | 0,042 | 0,041 | 0,044
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,033 | 0,033 | 0,033 | 0,033
d [AE/min] | 0,038 | 0,038 | 0,038 | 0,038

c/d = 100 [%] 86,8 | 868 | 868 | 868
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 89,5 | 1105 | 107,9 | 1158
a/d « 100 [%] 579 | 789 | 789 | 842

(d-c)/d « 100 [%] 132 | 132 | 132 | 132
ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 105 | -105 | -79 | -158
(d-a)/d « 100 [%] 421 21,1 21,1 15,8
ﬁ“(f/:ebung der Hemmung | - (d-c) = 100 [%] -220,0 | -60,0 | -60,0 | -20,0

Tabelle 66:  Pyridin (1:10 vorverdunnt)
Denaturans = Perchlorsaure (0,046 M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,038 | 0021 | 0021 | 0018
Jemitielte Messwerte b [AE/min] | 0,034 | 0042 | 0,041 | 0,044
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,017 | 0017 | 0,017 | 0,017
d [AE/min] | 0,038 | 0,038 | 0038 | 0,038

c/d * 100 [%] 44,7 | 447 | 447 | 447
Enzym-AKtivitat in % b/d + 100 [%] 89,5 | 1105 | 107,9 | 1158
a/d * 100 [%] 1000 | 553 | 553 | 474

(d-c)/d = 100 [%6] 55,3 55,3 55,3 55,3

223&?52?%%2 Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 105 | -105 | -7,9 | -158
(d-a)/d = 100 [%] 0,0 447 | 447 | 526

;ﬁr\]uj/?ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 100,0 19,0 19,0 48

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°

- 104 -



Anhang

Tabelle 67:  D-Sorbit (0,8g/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,029 | 0,027 | 0,027 | 0,028
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,045 | 0,041 | 0,042 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,028 | 0,028 | 0028 | 0,028
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037
c/d « 100 [%] 757 | 757 | 757 | 757
Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 121,6 | 1108 | 1135 | 110,8
a/d + 100 [%] 784 | 730 | 730 | 757
(d-c)/d + 100 [%0] 24,3 24,3 24,3 24,3
ﬁtk){i]\ig??n%j Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 21,6 | -108 | -135 | -108
(d-a)/d « 100 [%] 216 | 270 | 270 | 243
puinebung der Hemmung | o cyi(d-c) » 100 [%] 111 | 111 | 111 | 00
Tabelle 68:  D-Sorbit (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)
\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,025 | 0,036 | 0,035 | 0,035
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,045 | 0,041 | 0,042 | 0,041
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0014 | 0014 | 0,014
d [AE/min] | 0,037 | 0,037 | 0,037 | 0,037
c/d * 100 [%] 378 | 378 | 378 | 378
Enzym-Aktivitat in % b/d » 100 [%] 121,6 | 1108 | 1135 | 1108
a/d * 100 [%] 67,6 | 973 | 946 | 946
(d-c)/d = 100 [%] 62,2 62,2 62,2 62,2
ﬁﬁg\i?;:fnﬂzr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 21,6 | -10,8 | -135 | -10,8
(d-a)/d = 100 [%] 32,4 2,7 5.4 5,4
;’-r\]uof/zlebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 478 957 913 913

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Tabelle 69:  Triethanolamin (0,89/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,029* | 0,023" | 0,006 | 0,017
gemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,040 | 0,041 | 0,040 | 0,037
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,018 | 0,018 | 0,018 | 0,018
d [AE/min] | 0,038 | 0,038 | 0,038 | 0,038

c/d « 100 [%] 47,4 47,4 47,4 47,4

Enzym-Aktivitat in % b/d « 100 [%] 105,3 | 107,9 | 105,33 97,4
a/d » 100 [%0] 76,3 60,5 15,8 44,7

(d-c)/d * 100 [%] 52,6 52,6 52,6 52,6

ﬁtk’{i‘\"j‘ig??n‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 53 7.9 53 2,6
(d-a)/d = 100 [%] 23,7 39,5 84,2 55,3

ﬁ\quj/:ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 [%] 550 25.0 60,0 50

Tabelle 70:  Triethanolamin (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] 0,011 0,020 0,028 0,021
gemittelte Messwerte b [AE/min] 0,040 0,041 0,040 0,037
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,017%° | 0,017% | 0,017% | 0,017%
d [AE/min] 0,038 0,038 0,038 0,038
c/d = 100 [%0] 44,7 44,7 44,7 44,7
Enzym-Aktivitét in % b/d * 100 [%0] 105,3 107,9 105,3 97,4
a/d = 100 [%0] 28,9 52,6 73,7 55,3
(d-c)/d = 100 [%] 55,3 55,3 55,3 55,3
Abnahme der Enzym-
Aktivitat in % g (d-b)/d « 100 [%] -5,3 -7,9 -5,3 2,6
(d-a)/d = 100 [%0] 71,1 47,4 26,3 44,7
IAufhebung der Hemmun
Aeviesenl 91 (a-c)(d-c)» 100 [%] 286 | 143 | 524 | 190
Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung V1 = Verdinnung 1:10
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung V2 = Verdiinnung 1:10°
Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung V3 = Verdiinnung 1:10°
Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung V4 = Verdiinnung 1:10°

192 Werte
20 3 Werte

- 106 -



Anhang

Tabelle 71:  Triethylamin (0,89/20ml)
Denaturans = Erwarmung (60°C,60min)

\Verdinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,020 | -0,001 | 0,001 | 0,028
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,045 | 0,031 | 0,032 | 0,031
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d « 100 [%] 694 | 694 | 694 | 694

Enzym-Aktivitat in % b/d * 100 [%] 1250 | 861 | 889 | 861
a/d = 100 [%0] 55,6 -2,8 2,8 77,8

(d-c)/d + 100 [%0] 30,6 30,6 30,6 30,6

ﬁtk){i]\ig??n%j Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 250 | 139 | 111 | 139
(d-a)/d « 100 [%] 444 | 1028 | 972 | 222

punedung der Hemmung |-, cyid-c) » 100 [%] 455 | 2364 | 2182 | 273

Tabelle 72:  Triethylamin (0,8g/20ml)
Denaturans = Perchlorséure (0,046M)

\Verdiinnung V1 V2 V3 V4
a [AE/min] | 0,018 | 0,020 | 0,031 | 0,023
Jemittelte Messwerte b [AE/min] | 0,045 | 0,031 | 0,032 | 0,031
als Absolutwerte c [AE/min] | 0,014 | 0014 | 0014 | 0,014
d [AE/min] | 0,036 | 0,036 | 0,036 | 0,036

c/d * 100 [%] 389 | 389 | 389 | 389

Enzym-AKtivitat in % b/d + 100 [%] 1250 | 861 | 889 | 861
a/d * 100 [%] 500 | 556 | 861 | 639

(d-c)/d = 100 [%] 61,1 61,1 61,1 61,1

ﬁﬁt’i’\‘;‘i?g?fn‘izr Enzym- (d-b)/d = 100 [%] 250 | 139 | 111 | 139
(d-a)/d = 100 [%] 500 | 444 | 139 | 361

;ﬁr\]uj/?ebung der Hemmung (a-0)/(d-c) » 100 (%] 18,2 273 773 409

Probe a = Kontrollserum+protektive Substanz+Denaturans+Reaktionslésung
Probe b = Kontrollserum+protektive Substanz+Reaktionslésung

Probe ¢ = Kontrollserum+Denaturans+Reaktionslosung

Probe d = Kontrollserum+Reaktionslésung

V1 = Verdinnung 1:10
V2 = Verdiinnung 1:10°
V3 = Verdiinnung 1:10°
V4 = Verdiinnung 1:10°
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Anhang

(Letzte Seite)
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