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Optimierte Bestimmung und Eigenschaften der NADPH-abhangigen Glutathion-Reduktase im Serum
Untersuchungen iiber die Glutathion-Reduktase im Serum, I. Mitteilung

Von G. Weidemann

Aus dem Chemischen Institut ( Vorstand: Prof. Dr. G. Hillmann) der Stidtischen Krankenanstalten Niirnberg

(Eingegangen am 22. November 1974/5. Februar 1975)

Fiir die Bestimmung der bisher nicht systematisch untersuchten Glutathion-Reduktase (EC 1.6.4.2) im Serum wurden die Reaktions-
bedingungen optimiert. Imidazol erweist sich als die am besten geeignete Puffersubstanz, da mit Imidazol/HCl-Puffer stets die hochste
Glutathion-Reduktase-Aktivitit im Serum gemessen wurde und im Gegensatz zu allen anderen gepriiften Pufferldsungen die maximale
Enzymaktivitit ohne Vorinkubation erreicht wurde. Die pH-Aktivitatskurve der Glutathion-Reduktase im Serum zeigt in Imidazol-
Puffer ein breites pH-Optimum zwischen 6,5—6,9. Maximale Enzymaktivitit und eine lineare Zeit-Umsatz-Kurve iiber 10 min bis

20 U/ Testlosung erhélt man bei einer GSSG-Konzentration von 2 mmol/l und einer NADPH-Konzentration von 0,43 mmol/l Test-
ansatz. Bei 100 klinisch gesunden Probanden wurde eine Glutathion-Reduktase-Aktivitit im Serum zwischen 20—60 U/l gefunden.
Im optimierten Bestimmungsansatz reagiert die Glutathion-Reduktase im Serum spﬂiﬁsch mit GSSG und NADPH. Na-p-ithyl-
mercuri-mercaptobenzolsulfonat, 1,3 pmol/l, N-Athylmaleimid, 12 gmol/l, und Zn" ", 0,4 mmol/l Testansatz hemmen die Enzym-
aktivitit um 50%. Bei 4 °C ist die Glutathion-Reduktase im Serum mindestens 20 Tage, bei - 20 °C linger als 6 Monate ohne Aktivitits-
verminderung haltbar. Nach Inkubation des Serums 60 min bei 56 °C findet man keine Abnahme der Glutathion-Reduktase-Aktivitit.
In Gegenwart von NADPH ist die Stabilitit der Glutathion-Reduktase bereits bei 37 °C deutlich vermindert.

Optimized determination and properties of NADPH-dependent glutathione reductase in serum
Studies on serum glutathione reductase, 1.

Reaction conditions were optimized for the determination of serum glutathione reductase, which has not yet been investigated syste-
matically. Imidazole was found to be the most suitable buffer material; the highest glutathione reductase activity in serum was always
obtained with imidazole/HCI buffer, which, in contrast to all other tested buffers, also resulted in the maximal enzyme activity
without preincubation. In imidazole buffer, the pH-activity curve of serum glutathione reductase shows a broad optimum between

pH 6.5 and 6.9. A GSSG concentration of 2 mmol/l and a NADPH concentration of 0.43 mmol/l gave maximal enzyme activity and

a linear reaction over 10 min up to 20 U/l test solution. An investigation of serum glutathione reductase activity from 100 clini-

cally healthy probands gave values between 20 and 50 U/l In the optimized assay system the glutathione reductase in the serum reacts
specifically with GSSG and NADPH.

1.3 umol/l Na-p-ethyl-mercuri-mercapto-benzene-sulphonate, 12 ymol/l N-ethylmaleimide, and 0.4 mmol/l Zn* in the assay system
inhibit the enzyme by 50%. Glutathione reductase in serum can be stored without loss of activity for at least 20 days at 4 °C, and for
longer than 6 months at — 20 °C. There is no detectable decrease in the glutathione reductase activity after incubation of the serum
for 60 min at 56 °C, whereas in the presence of NADPH the enzyme shows a marked decrease in activity even at 37 °C.

Die Glutathion-Reduktase (EC 1.6.4.2) katalysiert die
NADPH- bzw. NADH-abhingige Reduktion von oxy-
diertem Glutathion (GSSG):

GSSG + NADPH + i+ Qlutathion , 5 Gsy + NADP*
Reduktase
Das Enzym wurde in vielen Mikroorganismen sowie in
zahlreichen pflanzlichen und tierischen Geweben nach-
gewiesen. Von den menschlichen Organen enthalten,
auf Frischgewicht bezogen, Leber und Niere die hochste
Glutathion-Reduktase-Aktivitit (1). Wihrend vor allem
iiber die Glutathion-Reduktase der menschlichen Blut-
zellen, insbesondere der Erythrocyten, zahlreiche Publi-
kationen vorliegen, ist die Glutathion-Reduktase im
Serum bisher nur vereinzelt untersucht worden (1—6).
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Die diagnostische Relevanz einer erhdhten bzw. ernied-
rigten Glutathion-Reduktase- Aktivitdt im Serum ist un-
bekannt.

Bei Untersuchungen iiber eine Stérung der mit reduzier-
tem Glutathion aktivierten Creatin-Kinase-Bestimmung
durch Glutathion-Reduktase wurde in einem ausgewihi-
ten Kollektiv bei 2% der Patienten eine erhdhte Glu-
tathion-Reduktase-Aktivitit im Serum beobachtet (7).
Es erschien danach sinnvoll, die diagnostische Bedeu-
tung der Glutathion-Reduktase-Bestimmung im Serum
eingehend zu priifen.

Die in der Literatur mitgeteilten Reaktionsbedingungen
fiir die Bestimmung der Glutathion-Reduktase gleicher
und verschiedener Provenienz im optischen Test diffe-
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rieren erheblich. Es wurden daher fiir die Messung der
NADPH-abhingigen Glutathion-Reduktase-Aktivitit im
Serum die Reaktionsbedingungen beziiglich Wahl des
Puffers, Pufferkonzentration, pH-Optimum, Substrat-
und Cosubstratkonzentration sowie EDTA-Zusatz opti-
miert. Mit dem optimierten Bestimmungsansatz wurden
dann orientierende Untersuchungen iiber Eigenschaften
der Glutathion-Reduktase im Serum durchgefiihrt.

Material und Methodik

Glutathion, oxydierte Form (GSSG), NADPH (15502), NADH
(15297), Glutathion-Reduktase aus Hefe, Flavin-adenin-di-
nucleotid, Tristhanolamin-Hydrochlorid wurden von der Fa.
Boehringer (Mannheim), N-2-Hydrq_xyéithylpiperazin—N'-2-
dthansulfonsiure p. A. (Hepes), N-Athylmaleimid, Jodessig-
siure, Na-salz von der Fa. Serva (Heidelberg) und Na-p-dthyl- -
mercuri-mercaptobenzolsulfonat (Thiocid) von der Fa.

Asid (Miinchen) bezogen. Die iibrigen Reagenzien, p. A. Qua-
litit, waren Produkte der Firmen Merck (Darmstadt) und
Schuchardt (Miinchen).

Die Glutathion-Reduktase-Aktivitit im Serum wurde durch
kontinuierliche Messung im Filterphotometer Eppendort mit
Kiivettenwechselautomatik und Schreiber oder mit dem Enzym-
automaten 5020, Fa. Eppendorf, bei 25 °C bestimmt. Zur Ermitt-
lung des optimalen Puffers fiir die Bestimmung der Glutathion-
Reduktase-Aktivitit im Serum wurden Triithanolamin-Hy-
drochlorid/NaOH-; Tris/Maleinat-, Phosphat-, Collidin/HCl-,
Dimethylglutarsiure/NaOH-, Dimethylaminoéthylendiamin/
HC1 und Hepes-Puffer jeweils bei den pH-Werten 6,5,. 6,7,

6,9, 7,1, 7,3, 7,5 und einer Pufferkonzentration von 50,

100, 150, 200 und 250 mmol/1 Testansatz gepriift. Die Sub-
strat- und Cosubstratkonzentration im Test betrugen 2 mmol/1
GSSG und 0,43 mmol/l NADPH. EDTA wurde in einer Kon-
zentration von 0,3 mmol/l zugesetzt. Start der Reaktion er-
folgte mit GSSG-Losung S min nach Zugabe des Serums zur
Puffer-EDTA-Cosubstrat-Losung. Es wurden 5 Seren mit nor-
maler und 10 Seren mit ethéhter Glutathion-Reduktase-Akti-
vitat untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Ermittlung der optimierten
Reaktionsbedingungen

Wahl des Puffers, pH-Optimum und Pufferkonzentration

Die Glutathion-Reduktase-Aktivitit im Serum wurde
bei den unter ,,Material und Methodik* angegebenen
Reaktionsbedingungen in den dort angegebenen Puffer-
16sungen gemessen. .

In allen untersuchten Seren wurde die hochste Enzym-
aktivitit in Imidazol/HCl-Puffer bei pH 6,5—6,9 und
einer Pufferkonzentration von 200 mmol/l gemessen.

Die Verwendung von Imidazol-Puffer fiir Glutathion-
Reduktase-Bestimmungen wurde noch nicht beschrieben.
Die Messung der Glutathion-Reduktase-Aktivitdt im
Serum erfolgte bisher ausschlieflich in Phosphat-Puffer
bei unterschiedlichen pH-Werten und Pufferkonzen-
trationen (Tab. 1). !

Im Gegensatz zu Imidazol-Puffer wurde in simtlichen
anderen Pufferlésungen mit zunehmender Dauer der
Vorinkubation bei fast allen Seren éine Zunahme der
Glutathion-Reduktase-Aktivitit gefunden. Nach dem
Start mit GSSG verlduft die Reaktion unabhingig von
der Dauer der Vorinkubation linear, d. h. in Gegenwart
von GSSG erfolgt keine weitere Aktivititszunahme.

Wie aus Abbildung 1 hervorgeht, ist di¢ Aktivititszu-
nahme durch lingere Vorinkubation pH-abhingig. Das
Maximum der Glutathion-Reduktase-Aktivitit wurde

in den verschiedenen Seren nach unterschiedlich langer
Vorinkubation, die z. T. linger als 60 min betrug, er-
reicht. In keinem Fall wurde die in Imidazol-Puffer nach
5 min gemessene Glutathion-Reduktase-Aktivitit {iber-
troffen. Fiir die Bestimmung der Glutathion-Reduktase-
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Abb. 1. pH-abhingige Zunahme der Glutathion-Reduktase-
Aktivitit im Serum nach 3—40 min Vorinkubation bei

‘ 25 °C in Phosphat-Puffer, 200 mmol/l. Ubrige Mef}-
bedingungen s. ,,Methodik‘‘.

'rab. 1. Reaktionsbedingungen verschiedener Autoren zur Bestimmung der Glutathion-Reduktase-Aktivitit im Serum.

Autor Puffer Pufferkon- pH  Temperatur Vor- Start GSSG- NADPH-
.zentration inku- mit Konzen- Konzen-
im Test ‘bation tration tration
ith Test im Test
[mmol/1} [min] [mmol/l] [mmol/i]
Manso & Wroblewski (1) Phosphat 115 . 7,6 Raumtemperatur (26 ° 20 G 0 -
Horn & Bruns (2) Phosphat  35.7-53.6 65 25°C ° ] Somn 08 040
Kerppola et al. (3) Phosphat ? 7,4 Raumtemperatur ? ? 3’5 0’96
West et al. (4) Phosphat 8,6 7.5 37°C 20 GSSG 11 0,67
Franken & Stork (5) Phosphat 115 7,6 Raumtemperatur 20 GSSG ? 7 0’09
Kleine & Chlond (6) Phosphat 86,6 65 25°C 7 ? 0,5 017
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Abb. 2. Abhingigkeit der Glutathion-Reduktase-Aktivitdt im
Serum und der Hefe-Glutathion-Reduktase-Aktivitit
vom pH-Wert des Imidazol-Puffers. Ubrige Mefibedin-
gungen: s. optimierter Bestimmungsansatz. Seren mit
hodherer und niedrigerer Glutathion-Reduktase-Aktivitit
ergeben einen analogen Kurvenverlauf.
Glutathion-Reduktase im Serum: ————,

Hefe-Glutathion-Reduktase: ————— .

Aktivitat im Serum erweist sich somit Imidazol als die
am besten geeignete Puffersubstanz. Uber die Ursache
der Aktivititszunahme der Glutathion-Reduktase wih-

rend lidngerer Vorinkubation in den verschiedenen Puffer-

16sungen, mit Ausnahme von Imidazol-Puffer, wird an
anderer Stelle berichtet.

In Imidazol/HCl-Puffer ergibt sich fiir die Bestimmung
der Glutathion-Reduktase-Aktivitit im Serum ein breites
pH-Optimum bei pH 6,5—6,9 (Abb. 2). Fiir gereinigte
Hefe-Glutathion-Reduktase liegt das pH-Optimum bei
7,2. Die optimale Imidazol-Konzentration betragt

200 mmol/1 Testansatz (Abb. 3).

Substrat- und Cosubstratkonzentration

Maximale Enzymaktivitit und eine lineare Zeit-Umsatz-
Kurve iiber 10 min bis 20 U/ Testlésung erhilt man bei
einer GSSG-Konzentration von 2 mmol/l und einer
NADPH-Konzentration von 0,43 mmol/l Testansatz.
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Abb. 3. Abhingigkeit der Glutathion-Reduktase-Aktivitit im
Serum von der Konzentration des Imidazol-Puffers.
Ubrige Me8bedingungen: s. optimierter Bestimmungs-
ansatz,
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Abb. 4. Abhiingigkeit der Glutathion-Reduktase-Aktivitit im
Serum von der GSSG-Konzentration. Ubrige MeBbe-
dingungen: s. optimierter Bestimmungsansatz.

Abbildung 4 zeigt, daB} unter den angegebenen Reak-
tionsbedingungen die Enzymaktivitit bei Substratsitti-
gung gemessen wird. Bei zehnfacher Substratkonzentra-
tion und 0,43 mmol NADPH]/1 erhilt man eine um etwa
10% niedrigere Enzymaktivitit. Cosubstratkonzentra-
tionen iiber 0,5 mmol/l ergeben eine initiale Hemmung
der Glutathion-Reduktase-Aktivitit, die durch GSSG-
Erh6hung bis 20 mmol/l nicht aufgehoben wird.

EDTA-Zusatz

Durch Zugabe von EDTA zum Bestimmungsansatz

wird eine Erhohung der Glutathion-Reduktase-Aktivi-
tit um maximal 5% erreicht. In Imidazol-Puffer verlduft
die Reaktion auch ohne EDTA-Zusatz linear.

Optimierter Bestimmungsansatz

Fiir die Bestimmung der Glutathion-Reduktase-Aktivi-
tit im Serum ergeben sich folgende optimierte Reaktions-
bedingungen:

a) manuelle Methode

Konzentration
im Test
Imidazol/HCl-Puffer pH6,9 2,4 ml 200 mmol/]
EDTA-L6sung 0,1 ml 0,3 mmol/l
NADPH-L6sung 0,1 ml 0,43 mmol/i
Serum 0,1 ml
5 min Inkubation bei 25 °C
Startreagenz:
GSSG-Losung (pH etwa 6,9) 0,05 ml 2,0 mmol/l

Mefdtemperatur: 25 °C

Mefstrahlung: 334 (340,366) nm

Schichtdicke: 1 cm

Konzentration der Enzymaktivitit = 4583 - A E334/min [U/]]

b) Eppendorf-Enzymautomat 5020

Die Konzentrationen im Test und der pH-Wert der Losungen
entsprechen denen fiir die manuelle Methode.
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Analysenschema:

Reaktionsgemisch (Imidazol/HCl-Puffer, NADPH,EDTA) 500 ul
Serum 20 ul
Startreagenz (GSSG) 20 ul

Vorinkubation: 5 min
Mefistrahlung: 334 nm
Faktor fiir Enzymrechner Eppendorf: 3750

Prizision von Tag zu Tag

Bei Werten um 50 U/l betrigt die Standardabweichung
bei manueller Bestimmung + 3 U/l, VK = 6%, bei Be-
stimmung mit dem Enzymautomaten + 2 U/l, VK = 4%
(n = 25). Bei Seren mit erhohter Glutathion-Reduktase-
Aktivitit erniedrigt sich der VK:

a) manuelle Methode: X =365+ 12 U/l, VK =3,3%
(n =25)

b) Enzymautomat: X =380+ 11 U/l, VK =2,9%
(n=25)

Normalbereich

Vorldufiger Normalbereich, ermittelt an 100 klinisch
gesunden Personen: 20—60 U/1. Eine Alters- oder Ge-
schlechtsabhingigkeit des Normalbereiches wurde
bisher nicht beobachtet.

Einflup der Himolyse auf die Glutathion-R eduktase-
Bestimmung im Serum

Da die Erythrocyten Glutathion-Reduktase enthalten,
wurde der Einfluff der Himolyse auf die Glutathion-
Reduktase-Bestimmung im Serum untersucht. Wie die
Abbildung 5 zeigt, wird pro 1 g Himoglobin/1 Plasma
eine um etwa 10% zu hohe Glutathion-Reduktase-
Aktivitdt gemessen.

300
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Abb. 5. EinfluB der Himolyse auf die Bestimmung der Gluta-
thion-Reduktase-Aktivitit im Serum. Ein Teil einer
EDTA-Blutprobe wurde durch dreimaliges Einfrieren
und Auftauen himolysiert. Aus dem Himolysat wurden
mit dem Plasma des anderen Teiles Proben mit ver-
schiedener Himoglobin-Konzentration hergestellt.

Eigenschaften der Glutathion-Reduktase
im Serum

Spezifitdt, Isoenzyme und K ,-Werte

Im Vergleich zu GSSG betrigt die Umsatzgeschwindig-
keit der Glutathion-Reduktase mit CoASSG etwa 10%,
mit anderen symmetrischen und gemischten Disulfiden
sowie Thiosulfatestern nur weniger als 1% (8). Erwar-
tungsgemif fanden wir in Seren mit erhohter Gluta-
thion-Reduktase-Aktivitit bei Verwendung von Cystin,
Cysteamin und Dithiodiglykolsdure als Substrat keine
Enzymaktivitit. Bei Ersatz von NADPH durch dquimo-
lare Mengen NADH im optimierten Bestimmungsansatz
betrug die Glutathion-Reduktase-Aktivitit weniger

als 2%.

K, -Werte der Glutathion-Reduktase im Serum wurden
bisher nur von Horn & Bruns mitgeteilt (2). Sie erhiel-
ten fiir GSSG = 70 umol/1 und fiir NADPH = 25 umol/l,
gemessen in Phosphat-Puffer bei niedriger Pufferkon-
zentration. ‘

Staal & Veeger (9) haben darauf hingéwiesen, daf} sich
bei Bestimmung der K, -Werte der Erythrocyten-Glu-
tathion-Reduktase in Phosphat-Puffer bei verschiedener
Pufferkonzentration unterschiedliche K, -Werte erge-
ben. Die von diesen Autoren bei entsprechend niedriger
Pufferkonzentration gemessenen Werte fiir Erythrocy-
ten-Glutathion-Reduktase liegen mit K, = 19 umol/l
fiir GSSG und K, = 9,5 umol/l fiir NADPH deutlich
niedriger als die der Glutathion-Reduktase im Serum.
Bei der Bestimmung der K,,-Werte der Glutathion-Re-
duktase im Serum fiir GSSG und NADPH ist zu beriick-
sichtigen, daf im Serum regelmifig zwei, in einigen
Fillen auch drei NADPH-abhingige Glutathion-Reduk-
tase-Fraktionen elektrophoretisch nachweisbar sind (in
Vorbereitung). Uber die K ,-Werte der isolierten und
gereinigten Isoenzyme der Glutathion-Reduktase im
Serum sowie weitere enzymkinetische Untersuchungen
wird gesondert berichtet. 4

Aktivatoren und Inhibitoren

Wie in-vitro-Untersuchungen zeigten, wird die Gluta-
thion-Reduktase-Aktivitit der Erythrocyten, Leuko-
cyten und Thrombocyten durch Flavin-adenin-di-
nucleotid (FAD) beeinflufit: wihrend die Glutathion-
Reduktase-Aktivitit der Leukocyten und Thrombo-
cyten bei Gesunden und Patienten mit einem Mangel
an Erythrocyten-Glutathion-Reduktase gehemmt wird,
wurde bei Enzymmangeltrigern eine deutliche, bei Ge-
sunden eine geringe Aktivierung der Erythrocyten-
Glutathion-Reduktase durch FAD gefunden (10~13).
Die Glutathion-Reduktase im Serum wird dagegen nach

eigenen Untersuchungen durch FAD weder gehemmt
noch aktiviert.

Durch die Wahl des Anions im Imidazol-Puffér wird die
Glutathion-Reduktase-AKktivitit im Serum beeinflufit
(Tab. 2). Acetat-, Sulfat- und Phosphat-Ionen hemmen
die NADPH-abhingige Enzymaktivitit.
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Tab. 2. Einflup des Puffer-Anions auf die Aktivitit der Gluta-
‘ thion-Reduktase im Serum. Mittelwerte aus Doppelbe-
stimmungen. Seren mit héherer und niedrigerer Akti-
vitit ergeben analoge Resultate.

Pufferkation Imidazol
Pufferanion Enzymaktivitit
um [%]
Chlorid 433,5 100
Bromid 437,4 100,9
Sulfat 397,6 91,7
Acetat 362,2 83,6
Phosphat 360,0 83,0

Im Bestimmungsansatz ohne EDTA wurde der Einflu
von Zn-Ionen, Jodessigsiure, N-A thylmaleimid und
einer organischen Hg-Verbindung auf die Glutathion-
Reduktase-Aktivitit im Serum gepriift. Durch Jodessig-
siure, 75 umol/l, wird die Enzymaktivitit nicht verin-
dert; Zn-Ionen, 0,4 mmol/l, und N-A thylmaleimid,

12 umol/l Testansatz, hemmen die Glutathion-Reduk-
tase-Aktivitit um 50%. Die Hemmung der Glutathion-
Reduktase-Aktivitit im Serum durch Thiocid zeigt
Abbildung 6.

Haltbarkeit und Temperaturstabilitit

Die Glutathion-Reduktase-Aktivitit im Serum ist bei
niedrigen Temperaturen lange haltbar. Bei - 20 °C koén-
nen die Proben linger als 6 Monate, bei 4 °C mindestens
20 Tage ohne Aktivititsverlust aufbewahrt werden. Im
Gegensatz zu Manso & Wroblewski (1), die nach Inku-
bation des Serums bei 56 ° C bereits nach 5 min eine
Verminderung der Glutathion-Reduktase-Aktivitit um
50% fanden, konnten wir auch nach 60 min noch keine
Abnahme der Enzymaktivitit nachweisen (Tab. 3).
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Abb. 6. Hemmung der Glutathion-Reduktase-Aktivitit im
Serum durch Na-p-ithylmercuri-mercaptobenzolsul-
fonat (Thiocid). Anstelle von EDTA-L6sung wurde dem
Bestimmungsansatz 5 min vor dem Start der Reaktion
mit GSSG das entsprechende Volumen Thiocid-L&sung
zugesetzt.

Z. Klin. Chem. Klin, Biochem. / 13. Jahrg. 1975 / Heft 3

Tab. 3. Temperaturstabilitit der Glutathion-Reduktase im Se-
rum. Inkubation des Serums bei 56 °C 0—100 min und
anschliefende Bestimmung der Glutathion-Reduktase-
Aktivitdt bei 25 °C. Mittelwerte aus Doppelbestimmun-
gen. Seren mit héherer und niedrigerer Aktivitit erge-
ben analoge Resultate.

Inkubation bei 56 °C

; Enzymaktivitit
[min] un
0 311,8
15 310,2
45 308,4
60 307,2
100 311,8
= ohne NADPH
= 300 .
<C
3 mit NADPH.
B 200~
] 1 | |
0 15 30 45 75

t [min]

Abb. 7. Einflufl von NADPH auf die Stabilitit der Glutathion-
Reduktase-Aktivitit im Serum bei 37 °C. Inkubation
des Serums im Bestimmungsansatz mit und ohne NADPH
0—75 min bei 37 °C. AnschlieBend Messung der Glu-
tathion-Reduktase-Aktivitit bei 25 °C.

Uber eine rasche Inaktivierung der NADPH- und NADH-
abhingigen Erythrocyten-Glutathion-Reduktase bei

62 °C und 76 °C in Gegenwart der reduzierten Cosub-
strate wurde von Icen (14) berichtet. Nach eigenen Un-
tersuchungen zeigt die Glutathion-Reduktase im Serum
im Bestimmungsansatz mit NADPH bereits bei 37 °C
eine verminderte Stabilitit: Wihrend nach 75 min Vor-
inkubation des Serums im Bestimmungsansatz ohne
NADPH keine Abnahme der Glutathion-Reduktase-Ak-
tivitdt gefunden wurde, tritt mit NADPH im Ansatz eine
deutliche Inaktivierung auf (Abb. 7). Inkubation bei

56 °C ergibt in Anwesenheit von NADPH nach 30 min
vollstindigen Aktivititsverlust, in Abwesenheit von
NADPH dagegen keine Aktivititsabnahme. Die Inakti-
vierung der Glutathion-Reduktase durch NADPH ist
nicht ausschliellich auf das reduzierte Cosubstrat zu-
riickzufiihren. Es fand sich nimlich keine Abnahme der
Enzymaktivitit in Gegenwart von NADPH, wenn Serum
mit wifir. NADPH-Losung im Verhiltnis 1 + 1 60 min
bei 56 °C inkubiert wurde. Die noch eingehend zu prii-
fende inaktivierende Wirkung des reduzierten Cosub-
strates ist wahrscheinlich von der Ionenkonzentration
der Inkubationslésung abhingig.
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