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Die Alkoholdehydrogenase
Ihre Wirkungsweisen und Komplexverbindungen*

Von Huco THEORELL

Medicinska Nobelinstitutet, Biokemiska Avdelningen, Stockholm (Sweden)

Im Jahre 1906 fithrten BUCHNER und GAUNT! den
Namen «Alkoholoxydase» fiir das alkoholoxydierende
System in Essigsdurebakterien ein, und 1909 studier-
ten in der Schweiz BATTELLI und seine russische Mit-
arbeiterin Lina STErRN? die Wirkung der «Alkohol-
dehydrogenase» in verschiedenen animalen Geweben
und fanden, dass sie weitaus am starksten in der Leber
war, eine Beobachtung die seitdem ofters bestitigt
worden ist. Zu dieser Zeit war die Unterscheidung
zwischen «Oxydase» und «Dehydrogenase» rein termi-
nologisch, da vom eigentlichen Mechanismus sehr
wenig bekannt war. Man nahm an, die Oxydasen
wiirden Sauerstoff aktivieren, der sich dann mit dem
Substrat unter «Verbrennung» zu Kohlensdure und
Wasser verbinde ; die Dehydrogenasen dagegen wiirden
dem Substrat Wasserstoff entziehen und Wasser zu-
fithren, so dass das Substrat sauerstoffreicher und
wasserstoffirmer wiirde, wie dies bei jeder Verbren-
nung zutrifft. In den Zwanzigerjahren stritten sich
OtT0 WARBURG einerseits und HEINRICH WIELAND
und TorsTEN THUNBERG andererseits heiss itber die
Frage «oxydatische» oder «dehydrogenatische» Ver-
brennung. Gelost wurde das Problem von WARBURG,
als er nach der Entdeckung des sauerstoffiibertragen-
den Atmungsferments 1925 auch die wasserstoff-
iibertragenden Vitamine, Flavin (1932) und Nikotin-
siureamid (1934) entdeckte. Damit war der Streit zu
Ende gekommen, und zwar in der salomonischen Weise,
dass beide Seiten recht gehabt hatten.

Es ist ein Vergniigen, bei dieser Gelegenheit an die
bedeutsame Rolle zu erinnern, die PAUL KARRER bei
der Aufklirung der Konstitution und Wirkungsweise
der wasserstoffiibertragenden Vitamine spielte. Fiir die
Konstitutionsermittlung der Flavine war u.a. seine
Entdeckung des Bestrahlungsprodukts Lumichrom
wichtig. Als ich selbst, im Jahre 1934 in Dahlem, das
Flavinmononucleotid (FMN) als Wirkungsgruppe des
alten gelben Ferments festgestellt hatte, glaubte man
einige Zeit, dass dies das einzige flavinhaltige Coenzym
wire. Ein paar Jahre spéter isolierte aber KARRER aus
anderem Material ein adeninhaltiges Flavinnucleotid

und hatte damit als erster ein Flavinadenindinucleotid
(FAD) in seinen Hidnden.

Nachdem WARBURG das Nikotinsdureamid aus Tri-
phosphopyridinnucleotid 1934 isoliert und seine Kon-
stitution ermittelt hatte, klirte KARRER den Mecha-
nismus der Reduktion auf. Unter Séttigung einer der
drei Doppelbindungen des Pyridinrings tritt ein Was-
serstoffatom in den Ring ein, das zweite tibernimmt
die positive Ladung des terndren Stickstoffs und er-
scheint als Wasserstoffion. Diese Feststellung war sehr
wichtig, denn da ein Proton an der Reaktion mitbetei-
ligt ist, werden alle Reaktionen mit Pyridincofermen-
ten vom pH abhingig.

Die Coenzyme wirken in einem sehr komplizierten
Zusammenspiel — das den Biochemikern fiir unabseh-
bare Zeit faszinierende Probleme darbieten wird — im-
mer nur in Verbindung mit Enzymproteinen. Da wir
noch am Anfang stehen, kann man sich noch Systeme
auswihlen, die fiir das Experimentieren giinstige
Eigenschaften besitzen. Das ist der Grund, warum wir
seit vielen Jahren mit Vorliebe mit den Leberalkohol-
dehydrogenasen (LADH) arbeiten. Das Enzym wurde
1948 von meinen damaligen Mitarbeitern BONNICHSEN
und WassEn?® aus Pferdeleber kristallisiert (Figur 1).
Es ist verhiltnismissig einfach rein darzustellen und
hdlt sich unter geeigneten Bedingungen fast unbe-
grenzt.

Die Reaktionen mit dem Coenzym NAD+ (Nikotin-
amid-Adenin-Dinucleotid) und Substrat kénnen mit
spektrophotometrischen und fluorimetrischen Metho-
den verfolgt werden. Da nicht nur das Enzym, sondern
auch verschiedene Komplexe schéne Kristalle bilden,
haben wir in letzter Zeit auch rontgenkristallographi-
sche Arbeiten angefangen, auf die ich noch zuriick-
kommen werde.

* 7. PavL-KaArRrRER-Vorlesung, gehalten am 30. Juni 1965, an der
Universitit Ziirich (Schweiz).
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Alkoholdehydrogenasen sind in der Natur weit ver-
breitet; aus Brauereihefe kristallisierten NEGELEIN
und WuLrr? 1937 die Hefe-ADH (YADH). In der
Literatur sind der Nachweis der ADH-Wirkung, sowie
die teilweise Reinigung der aus verschiedenen Materia-
lien gewonnenen Enzyme beschrieben, wie z.B. aus
Leber von Mensch, Schwein, Kaninchen, Schaf, Ratte,
Fisch, Retina von Frosch und Vieh, Erythrocyten von
niedrigen Vertebraten und vielen Pflanzen und Samen.
In Erbsen z.B. treten am funften Tag der Keimung
plétzlich 0,5% Athanol und starke ADH-Wirkung
aufs. In keimenden Reis ruft Zusatz von Athanol eine
Biosynthese von ADH hervor®.

Pferdeleber-ADH ist ein farbloses Protein vom
Molekulargewicht 840007, Die Aminosiurezusammen-
setzung ist nur insofern auffallend, als von den 45
S/Mol 15 in Methioninresten, die iibrigen in Cystein
vorhanden sind. Disulfid ist nicht vorhanden. LADH
enthdlt Zink®? Die Analysen variierten bis vor kurzem
zwischen 2 und 3,2 Zn/Mol. Akeson hat aber jetzt den
Wert 4 Zn/Mol festgestellt 1%, Wenigstens zwei von die-
sen gehoren zu den zwei aktiven Gruppen.

Kinetik. Die Bestimmungen der Reaktionsgeschwin-
digkeit unter systematisch variierten Bedingungen er-
geben gute Informationen iitber den Mechanismus des
Zusammenwirkens zwischen Enzym, Coenzym und
Substrat. Beim Experimentieren kann man entweder
die bei der Reduktion des NAD* auftretende Bande
bei 340 nm?! spektrophotometrisch oder die von der-
selben Bande herrithrende Fluoreszenz spektrofluori-
metrisch messen. Die letzte Methode zeichnet sich
gegeniiber der ersten durch die grossere Empfindlich-
keit aus. Ausserdem #&ndert sich die Fluoreszenz-
intensitdit des NADH bei der Bildung des bindren
Komplexes mit LADH. Kommen Ternérliganden hin-
zu, treten meistens noch weitere Verdnderungen ein.
Diese Erscheinungen erwiesen sich fiir die Bestimmung
von Dissoziationskonstanten und anderen Eigen-
schaften der Komplexe als ausserordentlich niitzlich,
zumal die Fluoreszenzvariationen manchmal sehr gross
sind. Zum Beispiel ist die Fluoreszenzintensitit des
ADH-NADH-Isobutyramidkomplexes bei 410 nm 40-
mal hoher als die der freien NADH?2

Bei Komplexbildung treten auch Lichtabsorptions-
dnderungen in UV-Licht auf. Die zuerst beobachtete
Verdnderung war die Verschiebung der Bande des
NADH bei 340 nm nach 325 nm bei der Kupplung mit
LADH?, Seitdem sind andere Lichtabsorptionsinde-
rungen, auch in NAD+Komplexen, beschrieben wor-
den, die sehr aufschlussreich sind, besonders wenn
man doppelte Differenzspektrophotometrie verwendet.

Die Reaktion zwischen ADH, Coenzym und Substrat
ist reversibel, bei pH 7 aber weit nach der NAD-
Alkoholseite verschoben, wie aus der Gleichgewichts-
konstante ersichtlich ist#4;

[NADH] [Ald] [H*]
[NAD+] [Alk]

= 0,80 101
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Mischt man dquivalente Mengen NAD+ und Alkohol
bei pH 7 mit einer katalytischen Menge ADH, so ist
das Gleichgewicht bereits eingestellt, wenn 1%, reagiert
hat. Entfernt man Aldehyd und NADH, so verliuft
die Reaktion natiirlich weiter. Bei Reaktionen zwi-
schen drei Teilnehmern gibt es viele Moglichkeiten fiir
die Reihenfolge der Einzelreaktionen. Wir stellten mit
CHANCE?® 1951 fiir das LADH-System die folgende
Hypothese auf:

kS
E+0 —= EO 1
k2
kg’
EO 4+ Ale ——= ER + Ald + H* (2)
ks
ky
ER — E+R 3)
kl

Es dauerte iber zehn Jahre, und Tausende von Ex-
perimenten waren notwendig, um zu zeigen, dass dieser
sogenannte «Theorell-Chance»-Mechanismus formal
richtig ist, sofern man mit Athanol-Aldehyd arbeitet
und die Reaktionsgeschwindigkeit am Anfang misst.

Tig. 1. LADH-Kristalle (Skala 1,0 mm). T. YoNerani und H.
TueoreLL, Arch. Biochem. Biophys, 700, 554 (1963).

* E. NeeerLEiNy und H. J. Wurrr, Biochem. Z. 289, 436 {1937);
290, 445 (1937); 293, 351 (1937).

% J. Goxsdvyr, E, Boert und R. K. BonnNicusgn, Acta chem. scand.
7, 657 (1953).

b A. A, Arr und A. N, Merss, Arch. Biochem. Biophys. 77, 181
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A. EHRENBERG, Acta chem. scand. 77, 1257 {1957).

® H. TueoreLL, A. P. Nvcaarp und R. K. BonNICHSEN, Acta
chem. scand. 9, 1148 (1955).
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Unser Hauptbeweis lag in der Ubereinstimmung der
aus den erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten (1)
und {3} berechneten Dissoziationskonstanten Kp o
(= ky'[Ry) und Ky g (= ko/k;) mit den unabhingig er-
mittelten Werten von Ky  und Kg g. Es besteht aber
auch kein Zweifel, dass (2) eine Vereinfachung eines
komplizierteren Verlaufs darstellt:

Ry’ r ky
EO + Alc =™ EOAle —> ERAId —> ER + Ald + H+ (2a)

i k k

4 3

Dass in der Tat ternire Komplexe mit Substrat
gebildet werden, konnte man auf verschiedene Weisen
feststellen. Der vielleicht {iberzeugendste Beweis haben
die Ziircher Forscher HADORN, LEUTHARDT ct al.1®
geliefert. Glyzerin wird vom LADH-System stereo-
spezifisch zu L-Glyzeraldehyd oxydiert. Ohne Bindung
des Substrats im Terniarkomplex wire dies nicht
maoglich.

Wie man leicht einsieht, erfordert die kinetische
Giiltigkeit des Theorell-Chance-Mechanismus, dass £’
und & im Verhiltnis zu den anderen Konstanten gross
sind, und dass die Abspaltung des Substratproduktes
vom Ternirkomplex im Verhiltnis zur Spaltung
des bindren Coenzym-Enzymkomplexes schnell geht.
SILVERSTEIN und BOYER haben mit Isotopexperimen-
ten gezeigt, dass dies der Fall ist??,

Inhibitoren. Eine grosse Anzahl von LADH-Inhibi-
toren sind im Laufc der Jahre gefunden worden. Wir
werden uns hier nur fiir diejenigen interessieren, die
uns etwas iiber die Wirkungsweise des ADH-5ystems
aussagen. Im wesentlichen sind das solche Hemmer,
die entweder mit dem Substrat oder Coenzym um ihre
Haftstellen an der Oberfliche des Enzyms konkur-
rieren.

Zusammen mit WiNERI? fanden wir, dass aliphati-
sche Carbonsiuren hemmend wirken, weil sie mit ADH
und NAD+* Ternidrkomplexe bilden, in denen die
Saaren den Platz des Alkohols einnehmen. Eine Ver-
lingerung der Kohlenstoffkette von Cy bis Cyy ver-
starkte die Bindung der Fettsdure (Ko ;) wenigstens
tausendfach. Wir schlossen daraus, dass eine lipophile
Haftstelle an der Oberfliche des Enzymmolekiils fiir
die Bindung der Fettsiure und auch der Alkohole, die
als Substrat dienen, wesentlich ist. Interessanterweise
sind Fettsduren ab C;; (Palmitinsdure) aufwirts wir-
kungslos, was fiir die Funktion des ADH in der leben-
den Zelle wahrscheinlich von Bedeutung ist. Auch die
Bindung der NAD+ wird bei pH 7 durch den Eintritt
der Fettsiiure etwa 30fach stabilisiert; dieser Effekt
ist unabhéngig von der Linge der Kohlenstofikette
und rithrt, wie wir anderswie bestdtigen konnten, von
der Einfligung der negativen Carboxylgruppe zwischen
Zn*+ und NAD+ her.

Fettsiuren bilden keine Komplexe mit NADH und
ADH. Dagegen werden solche Komplexe mit den Fett-
siureamiden gebildet. Kinetisch konkurrieren die
Amide mit den Aldehyden. Ein lipophiler Effekt der
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Kohlenstoffkette ist, wie bei den Fettsduren, vorhan-
den, und die Bindung des NADH zum ADH wird
durch den Eintritt der Amide etwa hundertfach stabi-
lisiert. Da schon der bindre ADH-NADH-Komplex
sehr stabil ist, Ky yapuy = 0,3 M bei pH 7, folgt
daraus, dass NADH in den Terndrkomplexen ausser-
ordentlich stark gebunden ist, z. B. Kg; g = 0,003 uM
fiir den Komplex mit I[sobutyramid. Diese Verbindung
ist interessant, weil sie sehr stark fluoresziert. Wir dach-
ten daran, diesen Effekt fiir einen spezifischen intra-
zelluldren Nachweis von ADH in vivo auszunutzen, sind
aber noch nicht dazu gekommen. Dagegen benutzen
wir diesen Effekt regelmissig fiir die fluorimetrische
Titration sehr verdiinnter ADH-L6sungen.

Mit McKinLEY-McKEE?8 fanden wir, dass Imidazol
mit NAD+ oder NADH als Partner Terndrkomplexe
gibt. Da Imidazol bekanntlich mit Zink Komplexe
bildet, nehmen wir an, dass es sich mit dem Zink im
Enzym verbindet.

In den Ternirkomplexen mit Imidazol sind NAD,
bzw. NADH weniger fest gebunden als in den bindren
Verbindungen. Infolgedessen wirkt Imidazol in kineti-
schen Versuchen entweder hemmend (mit kleinen
Konzentrationen von NAD+ oder Alkohol) oder um-
gekehrt beschleunigend (bei hohen Konzentrationen).
Dazwischen gibt es also Konzentrationen, bei welchen
Imidazol scheinbar wirkungslos ist; aus eznem Versuch
darf man alse nie auf Unwirksamkeit einer Substanz
schliessen. Warum Imidazol so wirken kann, wurde
kinetisch aufgekldrt. Wir werden diese etwas verwickel-
ten Zusammenhinge hier nicht weiter verfolgen. Als
wir eine Reihe von anderen heterocyclischen Stick-
stoffbasen priiften, fanden wir, dass Pyrazol ein dus-
serst starker Inhibitor ist, der mit Alkohol um die Haft-
stelle konkurriert®. ADH und NAD+ bilden mit
Pyrazol einen festen Ternirkomplex, wobei eine neue
Absorptionsbande bei 290 nm erscheint. Pyrazol bildet
mit Zinkionen Zink-di-Pyrazol, wobei ein Proton pro
Pyrazol freigesetzt wird und titriert werden kann.
Wurde nun ADH + NAD* mit Pyrazol titriert, unter
Konstanthalten des pH im pH-Stat, so fanden wir,
dass Lauge verbraucht wurde und dass ein Proton
pro gebundenes Pyrazol frei wurde. Wir schlossen
daraus, dass auch im ADH Pyrazol unter Ausstossen
des Imino-Wasserstoifs als Proton an Zink gebunden
wird (FFigur 2). Die im Pyrazol nun vorhandene nega-
tive Ladung wandert zum positiven Pyridinring, wo-
durch die beiden Ringe covalent verbunden werden.
Eine Doppelbindung im Pyridinring verschwindet, und

16 3 Haporw, F. Leurdaror, E. Menaro und D. ViscHER, Helv.
chim. Acta 46, 2003 {1963).

17 |, Siuverstein und P D. Bover, . biol. Chem. 239, 3908 {1964},

18 M, TueorELL und J. S. McKixLey-McIKEE, Acta chem. scand, /3,
1811 (1961).

1 H, TueoreLL und T. YoneTANI, Biochem. Z. 338, 337 (1963).
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die Umlagerung der Doppelbindungen lisst die Bande
bei 290 nm erscheinen.

VALLEE et al. 203 und WALLENFELS et al.22 haben
nachgewiesen, dass o-Phenanthrolin hemmend wirkt,
und sich mit dem Zink in ADH wverbindet, wobei
Absorptionsbanden im UV auftreten. Phenanthrolin
verhilt sich gegentiber dem Coenzym «competitive»23,
YonETANI?* fand bei uns, dass Adenin-Diphosphat-
Ribose (ADPR), d.h. NAD+ minus Nikotinsdureamid,
mit ADH eine ziemlich feste Verbindung («E-A») mit
der Dissoziationskonstante 16 uM bei pH 7 liefert.
Merkwiirdigerweise verbindet sich EA mit Phenan-

Phe
throlin zu einem «Mosaik»-Komplex E ~, in wel-
A

chem A und Phe gar nicht aufeinander einwirken,
die Dissoziationskonstante des Phenanthrolins bleibt
= 8 uM, die des ADPR = 16 uM, unabhingig von
anderen Liganden (Figur 3).

Das Phenanthrolinmolekiil scheint im Gegensatz zu
Pyrazol so gross zu sein, dass sterische Hinderung am
Nikotinsdureamidteil des NAD+ vorliegt.

WALLENFELS et al. 2 haben die Theorie aufgestellt —
woran wir 2 einige Zeit glaubten — dass der Adeninteil
des Coferments sich mit dem Zink des ADH verbinden
wiirde. Nach unseren Ergebnissen tiber den ADH-
Phenanthrolin-ADPR-Komplex ldsst sich diese An-
nahme nicht mehr aufrecht erhalten.

Uber den Wirkungsmechanismus der ADH-Systems
machen wir uns in gewisser Ubereinstimmung mit
WALLENFELS? ein Bild (Figur 4), das durch unsere
Befunde iiber den Terndrkomplex mit Pyrazol wesent-
lich gestiitzt wird.

Nachdem der Alkohol in seine Haftstelle eingefiigt
ist, wird unter dem Einfluss des positiv geladenen Zinks
der Wasserstoff der —OH-Gruppe als Proton ausge-
stossen unter Bildung eines negativ geladenen Alko-
holats. Die negative Ladung wird vom benachbarten
Wasserstoff iibernommen, der dann als Hydridion zum
C(4) des Nikotinsdureamids wandert. Dabei entstehen
NADH und Aldehyd.

Substrate der Leber-Alkoholdehydrogenase. LADH
wirkt nicht nur auf Athanol, sondern auch auf eine
bunte Reihe von primédren und sekundiren Alkoholen —
jedoch nicht auf Methanol, das keine lipophile Seiten-
kette hat — und reversibel auf ihre entsprechenden
Aldehyde und Ketone. Die weite Verbreitung des Fer-
ments in lebenden Organismen die normalerweise nie-
mals mit Athanol in Beriihrung kommen, macht es
schon unwahrscheinlich, dass Oxydation von Athano!l
die physiologische Funktion der ADH, z.B. in der
Leber der Wirbeltiere, wiire. In der Hefe und z.B. in
keimenden Erbsen sind die Verhiltnisse anders; da ist
die normale Funktion in der Reduktion von Acetalde-
hyd zu Athanol zu sehen. Die Hefe-ADH ist dement-
sprechend viel spezifischer fir Athanol-Acetaldehyd
als die Leber-ADH. Trotzdem LADH eines von den
am meisten studierten Fermenten ist, hat man heute
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noch keine Ahnung von seinen physiologischen Auf-
gaben. Dies zu wissen wire jedoch von grosser prak-
tischer Bedeutung, denn so viel steht fest, dass, solange
Athanol im Kérper anwesend ist - z. B. nach Einnahme
von alkoholischen Getrdnken — LADH nichts anderes

E—\ A, ohne LADH B,mit LADH

N

——N/ H“[JH'

@-wnuz L)j»cmmz ijcmmz
Zn++

ADPR - /

LADR

Fig. 2. Mechanismus fiir Pyrazol gekuppelt mit: A, DPN bei alkali-
scher Reaktion; B, als Briicke zwischen Znt+ und Nicotinamid in
LADH?,

/
LADH 1n++
ADPR

MﬂS&lk Knmpiex
LADH-Phenanthrolin-ADPR

Fig. 3. Mosaik-Komplex LADH-Phenanthrolin-ADPR.

Lipophile
Haftstelle

ADPR-
Haftstelie

Fig. 4. Wirkungsmechanismus der Leber-ADH?,

20 B. L. Varree und F. L. HocH, J. biol. Chem. 225, 185 (1957).

21 B. L. VaLLeg, R. J. P. WiLriams und F. L. HocH, J. biol. Chem.
234, 2621 (1959).

22 K. WaLLENFELS, H. Sunp und H. DiekmanN, Biochem. Z. 329,
48 (1957).

23 R, A. Prane und H. TueoreLL, Acta chem. scand. 75, 1866 (1961).

24 T, YONETANI, Acta chem. scand. 77, Suppl. 1, 96 (1963); Biochem.
Z. 338, 300 (1963). — T. Yonerani und H. THEORELL, Arch.
Biochem Biophys. 706, 243 (1964).

25 K, WaLLenrELs und H. Sunp, Biochem. Z, 329, 59 (1957).

26 H, TueoreLL und J. S. McKiNnLEY-McKEE, Acta chem. scand. 73,
1834 (1961).
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machen kann als Athanol oxydieren. Dabei werden die
anderen, unbekannten aber vielleicht wichtigen Funk-
tionen ausser Spiel gesetzt, und dies konnte die Ur-
sache gewisser Alkoholschiden sein. Ob dies zutrifft,
koénnte man in Tierexperimenten mit Pyrazol priifen.
Mit REYNIER? haben wir eine Reihe von zinkhaltigen
Fermenten aut Hemmung durch Pyrazol gepriift. Das
Ergebnis war negativ, sogar fiir Hefe-ADH. Pyrazol
ist also ein sehr spezifischer Hemmer fiir Leber-ADH.
Auf unsere Anregung hin haben WRETLIND® und
GoLDBERG?? an Hunden, bzw. Ratten festgestellt, dass
Pyrazol auch in vivo die Verbrennung von Athanol
verlangsamt. Ich méchte einige der Goldbergschen
Rattenversuche kurz erwidhnen.

Ohne Pyrazol verlduft die Abnahme des Alkohols im
Blut wie beim Menschen geradlinig.

Wird nach dem Alkohol Pyrazol injiziert, so flacht
die Kurve gleich ab; der Grad der Abflachung hidngt
von der gegebenen Dosis ab. Der Verlauf der Alkohol-
verbrennung bleibt mit Pyrazol nicht mehr streng
geradlinig, sondern die Hemmung wird desto grésser,
je weniger Alkohol zuriickgeblieben ist. Dies war zu
erwarten, da die Pyrazolhemmung «competitive» ist.

Wurde Ratten in geschlossener Kammer mit kon-
stanter Durchliiftung 4C-Athanol injiziert, so stieg der
1C-Gehalt des ausgeatmeten CO, zu einem konstanten
Wert.

Sobald der Alkohol verbrannt war, fiel der (-
Gehalt rasch zu niedrigen Werten ab. Wurde Pyrazol
injiziert, wihrenddem Alkohol noch im Kérper vor-
handen war, fiel 14C gleich zu einem niedrigeren Niveau
ab.

Bei hinreichend grosser einmaliger Dosierung konnte
GorpBERG die LADH in Ratten so effektiv hemmen,
dass Alkohol noch eine Woche nach der Einspritzung
im Blut vorhanden war. Noch etwas stérker als Pyrazol
wirkt 3-Todopyrazol.

Nachdem WALLER®® gefunden hatte, dass Farnesol
vom ADH-System zu Farnesal oxydiert wird, hielten
wir es fiir angebracht, nach einer moéglichen Rolle der
ADH im Steroidumsatz zu suchen, Mit WALLER und
S76WALL3 untersuchten wir zuniichst eine Reihe von
hydroxylierten Gallensiuren (Tabelle I).

Aus der Tabelle I ersieht man, dass LADH stereo-
spezifisch 3f-Hydroxy-5p-cholansiuren oxydiert. Eine
12x-stindige Hydroxylgruppe verbessert die Reak-
tionsfihigkeit etwas, vielleicht durch Einfiigen des
Substrats in die richtige Lage an der Haftstelle. 3a-58-
Cholansiuren reagieren tiberhaupt nicht.

Die reversible Reaktion, Reduktion von 3-Keto-58-
cholansiuren durch ADH + NADH, gab iibereinstim-
mende Resultate. Dies wurde sichergestellt, indem nach
der Oxydation von 38-OH, 5f8-Cholansiure als Reak-
tionsprodukt 3-Keto-58-cholansiure in 90prozentiger
Ausbeute isoliert werden konnte. Auch die umge-
kehrte Reaktion fiithrte zum entsprechenden Ergebnis
(Tabelle II).
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Es ist ausserordentlich interessant, dass die 3-OH-
Gruppe in dieser Verbindung axial, der zum Pyridin-
ring abgegebene Wasserstoff also dquatorial ist (Figur
5). Dies stimmt mit den Arbeiten von PrRELOG®2 und
RETEY3® vollkommen {iiberein, die LADH als ein
e-Enzym, das also dquatorialen Wasserstoff trans-
feriert, klassifiziert haben. In 3a-OH, 5¢-Cholansiduren
ist der 3-stindige Wasserstoff auch dquatorial gelagert.
Solche Verbindungen wurden noch nicht als LADH-
Substrate untersucht. Es bleibt also noch ungewiss, ob
die B-Stellung zwischen A- und B-Ring und die
Aquatoriallage des 3-stindigen Wasserstoffs fiir die
Reaktionsfihigkeit beide notwendig sind, oder ob die
Aquatoriallage allein ausreicht.

Tabelle 1. Substratspezifitit der LADH; Aktivitit mit Hydroxy-

cholansjuren®
Verbindung Geschwin- K,
digkeit? (M)

3f-Hydroxy-55-cholansiure 100 2,1+ 107
3a-Hydroxy-5§-cholansiure 0 -
3f, Tu-Dihydroxy-5f-cholansiure 110 -
38,12¢-Dihydroxy-58-cholansiure 180 -
3f-Hydroxy-12-keto-50-cholansiure 82 -
3a, 7x-Dihydroxy-5f-cholansaure 0 -
3, 7a-Dihydroxy-5f-cholansiure,

gebunden an Glyein 0 -
3e, 78-Dihydroxy-5f-cholansiure® 0 -
3a, 12¢-Dihydroxy-56-cholansiure 0 -
3a-Hydroxy-7-keto-58-cholansiure 4] -
3a-Hydroxy-12-keto-58-cholansiure 0 -
36, 7, 120 Trihydroxy-5f-cholansiure 0 -
3at, 7o, 12a-Trihydroxy-58-cholanséure,

gebunden an Glycin ] -
3w, 76, 120~ Trihydroxy-5f-cholansiure,

gebunden an Taurin 4] -
3a, 78, 1 20~ Trihydroxy-5f-cholansiure 0 -
3a, 7o-Dihydroxy-12-keto-5f-cholanséure o -
11a-Hydroxy-12-keto-38-cholanséure 0 -
3-Keto-7a-hydroxy-58-cholansiure 0 -
3-Keto-12u-hydroxy-58-cholansiure 0 -
3-Keto-7a, 12¢-dihydroxy-58-cholansiure 0 -

» Diese Substanzen wurden in 0,01 4/ NaOH gelost und mit 25 bzw.
100 uM {4 109%) Lisungen getestet, Die Kiivette enthicit 4,0 ml
Lésung. Die NAD+-Konzentration betrug 50 bzw. 100 uM. Die
Enzymkonzentration war 0,72 uN. Die Temperatur war 23,5°C, und
die Reaktion wurde in 0,1 ¢ Glycin-NaOH-Puffer, pH 9,5, ausgefiihrt.
v Eine Geschwindigkeit von 0,61 uM NAD* pro min wurde mit 3f-
Hydroxy-5f-cholansiure erhalten. Die Anfangsgeschwindigkeits-
messungen wurden withrend 90 sec gemacht. ¢ Eine gewisse Ak-
tivitiat wurde bei einer Konzentration von 320uM beobachtet, aber
es blieb ungewiss, ob dies von einer Verunreinigung in der Verbin-
dung herriihrte, Dies schien jedoch der Fall zu sein, da keine Zu-
nahme der NADH-Bildung nach 15 min zu beobachten war®,

27 H. Tueorerr und M. REYNIER, noch unverdffentlicht,

28 A, WRETLIND, noch unverdffentlicht.

2% L. GOLDBERG, noch unverdffentlicht.

30 G, WaLLER, Nature, im Druck.

31 G. WaLLeER, H. Tueorerr und J. Sjévarr, Arch. Biochem,
Biophys., im Druck.

32V, PreELOG, Pure appl. Chem. 9, 119 (1964).

3 J, RETEY, Dissert, ETH, Ziirich (1963).
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3f-Hydroxy-58-cholanséure

Untersucht wurden aber bereits einige Sterole mit
primédren Alkoholen in der Seitenkette (Tabelle I1I).

26-0OH Cholesterol reagiert nicht, was mbglicher-
weise auf mangelnde Léslichkeit zuriickzufithren ist.
3o, 7o, 26-Trihydroxykoprostan reagierte, indem die
26-OH-Gruppe oxydiert wurde, ebenso verhielt sich
3o, 7w, 12a, 26-Tetrahydroxykoprostan. Benachbarte
Hydroxylgruppen in 24- und 25-Stellung verhinderten
die Wirkung.

Man kann aus den erwihnten Versuchen ersehen,
dass die Gallensiduren und die Sterole, sofern sie als
LADH-Substrate dienen kénnen, in ganz verschie-
denen Lagen an die Haftstelle eingeftigt werden.

Tabelle II. Substratspezifitat der LADH; Aktivitdt mit Hydroxy-

cholansdurc®
Verbindung Geschwin- K,
digkeit™ (M)
3-Keto-3f-cholansiure 106 5,05 - 10-¢
3,7-Diketo-58-cholansiure 46 11,9
3,12-Diketo-5f3-cholansiure 145 50,1
3,7,12-Triketo-58-cholansiure 18 -

3,7,12-Triketo-3f-cholansiure,
gebunden an Taurin 18 -
3-Keto-7a-hydroxy-5f8-cholansiure 71 -
3-Keto-12e-hydroxy-58-cholansaure 100 -
3-Keto-7a, 120-dihydroxy-53-cholansdures
3x-Hydroxy-7-keto-58-cholansiure
3a, 12a-Dihydroxy-7-keto-5f-cholansiure
3a-Hydroxy-7,12-diketo-5f-cholansiure
11,12-Diketo-58-cholansiure
11a-Hydroxy-12-keto-3f-cholansdure
4-Cholesten-3-one

SO o0
|

& Diese Substanzen wurden in 0,01 M NaOH gel6st und mit 25 bzw.
100 uM (+10%) Losungen getestet. Die Kiivetten enthielten 4,0 ml
Lésung. Die NADH-Konzentration betrug 5 bzw. 10 uM. Die En-
zymkonzentration war 0,72 4N, Die Temperatur war 23,5°C und die
Reaktion wurde in 0,1 g Phosphatpuffer, pH 7,0, ausgefiihrt.
v Eine Geschwindigkeit von 1,35 #N NADH pro min wurde mit
3-Ketocholansiure erhalten. Die Anfangsgeschwindigkeitsmessungen
wurden wahrend 90 sec gemacht. © Die anfangliche Geschwindig-
keitsverminderung betrigt 25% vom 3-Keto-Wert, aber nach 5 min
glich sich dies aus; folglich ist diese Erscheinung auf eine Verunreini-
gung in der 3-Keto,7x,12a-dihydroxycholansiure zuriickzufiihren.,
Die Losung war opaleszent, da es unmoéglich war, die Verbindung
vollstindig aufzulSsen?®.
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+ NADH-+H*

Fiir die Gallensduren und Sterole ergab die Analyse
der kinetischen Data, dass der «Theorell-Chances-
Mechanismus nicht giiltig ist. Die Abweichungen sind
sehr offenbar. Alle Voraussetzungen fiir den «Theorell-
Chance»Mechanismus sind also nicht vorhanden. Wir
stellen uns vor, dass entweder die intramolekulare
Wasserstoffiibertragung im, oder die Dissoziation des
Substratproduktes vom Terndrkomplex langsam ge-
nug sind, um teilweise geschwindigkeitsbestimmend zu
sein.

Die Tatsache, dass ein Ferment auf ein Substrat im
Reagenzglas wirkt, beweist ja gar nicht, dass diese
Reaktion von physiologischer Bedeutung ist. Katalase
und Wasserstoffsuperoxyd z. B. oxydieren im Reagenz-
glas Alkohole. Physiologisch scheint aber diese Reak-

Tabelle II1. Substratspezifitit der LADH; Aktivitit mit Sterolen,
die eine priméare Alkoholgruppe enthalten

Geldst in Verbindung® Geschwin- K,
Glycodeoxy- digkeit® (M)
cholsiure
mAd
13,3 26-Hydroxy-cholesterol 0 -
13,3 3o, 7o, 26-Trihydroxy-
koprostan 12,3 18,7 - 10°8
7,1 3o, 700, 120, 24-Tetra-
hydroxy-koprostan O
7,1 3o, Tet, 12a, 26-Tetra-
hydroxy-koprostan 137 10,8 - 10°¢
5 3o, 7o, 1200, 25, 26-Penta-
hydroxy-koprostan 0 -
5 3at, 7o, 1201, 24, 26-Penta-

hydroxy-koprostan 0,73 -

» Alle Verbindungen, mit Ausnahme von Pentahydroxy-koprostan,
wurden wihrend des Lésungsprozesses auf pH 9,8 eingestellt. Sie
wurden in Glycodeoxycholsdure in den angegebenen Konzentra-
tionen geldst. Die Konzentrationen der Sterole betrugen 75-200 M.
26-Hydroxy-cholesterol lste sich nicht vollstindig, jedoch wurde
cine stabile kolloidale Suspension erreicht. Folgende Konzentra-
tionen wurden angewandt: fiir NAD* 123 bzw. 500 puM; fiir Sterol
10 bzw. 25 uM. Die Kiivetten enthielten 4,0 Losung. Die Enzym-
konzentration war 0,9 uN. Die Temperatur war 23,5°C, und die
Reaktion wurde in 0,1 g2 Glycin-NaOQH-Puifer, pH 9,5 ausgefiihrt.
v Line Geschwindigkeit von 0,78 uN NAD* pro min, erhalten mit
3p-Hydroxy-cholansiure, wurde als 1,0 Basis-Wert verwandt,
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tion keine Rolle zu spielen. SjovarLs Versuche, in
Leberbrei eine Stérung des Steroid- oder Gallensiure-
umsatzes durch Pyrazolzusatz hervorzurufen, sind bis-
her erfolglos verlaufen. Die Versuche werden aber fort-
gesetzt.

Komplexkristalle, Rinigenkristallographie und Op-
tische Rotationsdispersion. Wir haben mit YONETANI
seit 1962 einige vergleichende Untersuchungen iiber
das freie Ferment sowie seine bindren und terniren
Komplexverbindungen ausgefiithrt. Es stellte sich her-
aus, dass binare, und in noch hdherem Grade terniire
Komplexbildung das Protein stabilisiert. Mit »-Chloro-
mercuri-benzolsulfonat reagiert ADH momentan unter
Inaktivierung?. Der bindre Komplex mit NADH
reagiert schon soviel langsamer, dass man den Re-
aktionsverlauf fluorimetrisch mit einem gewdhnlichen
Schreiber verfolgen kann; der terndre Komplex mit
NADH und Isobutyramid reagierte etwa zehnmal
langsamer als der Bindrkomplex. Bei pH 4,2 wird
ADH in wenigen Minuten zerstért. NADH stabi-
lisiert etwas, wird ausserdem Isobutyramid zuge-
geben, so hilt sich der Terndrkomplex unbegrenzt,
Dasselbe wurde bei stark alkalischer Reaktion (pH
11,9) und bei hoher Temperatur (75°C) beobach-
tet. Diese Ergebnisse scheinen darauf hinzudeuten,
dass Strukturverinderungen im Protein bei Kom-
plexbildung eintreten. In der Literatur diskutiert man
vielfach solche Méglichkeiten, wobei die Nomenklatur
— «configurational adaptabilitys (Karusa 1950);
«rack mechanism» (LUMRY und EYRING); «induced
fity (KosHLAND) ; ¢allosteric effectsy (MoNOD) — reich-
licher erscheint als die experimentellen Belege. Wir
haben uns deshalb zusammen mit YONETANI vorge-
nommen, eine Reihe von bindren, terniren und
Mosaikkomplexen zu kristallisieren um niher zu unter-
suchen, ob Komplexbildung zu Umlagerungen fiihrt.
Es ist uns auch gelungen, viele Komplexe als makro-
skopisch sichtbare Kristalle darzustellen (Figur 6-8).

Secit zwei Jahren werden diese von BRANDEN und
LinpgvisT in Uppsala réntgenkristallographisch stu-
diert. Von der Technik des Kristallisierens mochte ich
nur erwahnen, dass Zusatz von Ammoniumsulfat sich
als ungeeignet erwies, da auf diese Weise nur kleine
Kristalle erhalten wurden. Bessere Resultate ergab
Einengen in Dialyseschlduchen von Lésungen in ver-
ditnntem Phosphatputfer. Uberraschenderweise zeigte
sich, dass die Terndrkomplexe fiinf- bis zehnmal 16s-
licher sind als freie ADH — schon eine Andeutung, dass
eine Strukturverinderung bei Komplexbildung ein-
tritt. Um die Loslichkeit herabzumindern, setzten wir
manchmal mit guten Erfolg entweder etwas Methanol
— das entgegen wiederholten Angaben in der Literatur
mit ADH-NAD wnicht reagiert — oder den ebenfalls
nicht reagierenden tert-Butanol zu. Mit Hilfe solcher
Methoden sind nunmehr von allen Gesichtspunkten
aus — Grosse, Regelmissigkeit und Haltbarkeit — be-
friedigende Kristalle erhalten worden, die allenfalls
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Fig. 6. LADH-NADH Biniirkomplex (Skala 1,0 mm). T. YONETANI
und H. TueorgLw, Arch. Biochem. Biophys. 700, 554 (1963).

Fig. 7. LADH-NADH-Isobutyramid Ternirkomplex {Skala 1,0 mm)}.
T. YoNETANI und H. TuroreLy, Arch, Biochem. Biophys. 700, 554
(1963).

Fig. 8. LADH-NAD" - Pyrazol Ternirkomplex {Skala 1,0 mm}¥.

31T, YoNETANI und H, TreoreLL, Arch. Biochem. Biophys. 99, 433
(1962).
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wochenlang haltbar sind und auch fiir 2 A Auflésung
verwendet werden kénnen.

Es stellte sich heraus, dass freie ADH und der Binir-
komplex mit NADH bis zu 6 A Auflésung identisch
waren und ortho-rhombische Einheitszellen bilden, die
drei zueinander senkrechte Symmetrieaxen enthalten 35,
Da eine Einheitszelle acht nichtdquivalente Positionen
besitzt, konnte das Gewicht jeder asymmetrischen
Einheit zu 68,700 (atomische Massenskala) berechnet
werden. Da dieser Wert kleiner als das Molekular-
gewicht ist, muss jede Einheit ein halbes Molekiil ent-
halten. Man kann also mit Sicherheit sagen, dass das
ADH-Molekiil aus zwei identischen oder sehr nahe
identischen Peptidketten besteht. Das passt sehr schén
zu der schon frither bekannten Tatsache, dass LADH
zwel aktive Gruppen enthilt, die kinetisch identisch
reagieren. Die beiden Peptidketten sind aber mitein-
ander so stark verkniipft, dass es nicht gelungen ist,
sie reversibel zu trennen.

Die Ternirkomplexe zeigten tiiberraschenderweise
von ADH und Binirkomplexen stark abweichende
kristallographische Eigenschaften. Die Kristalle sind
monoklin, und die Einheitszelle ist nur halb so gross
wie die von ADH und Binirkomplexen. Figur 9 zeigt,
wie sich BRANDEN3 das Verhiltnis zwischen den bei-
den Kristallformen vorstellt. Die hohe Symmetrie der
ortho-rhombischen Kristalle ist durch eine Form-
verinderung bei der Ternarkomplexbildung verloren
gegangen.

Die Zelldimensionen sind aus der Tabelle IV ersicht-
lich. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Eintreten eines
sehr kleinen Liganden in ein Protein eine erhebliche
Konformationsinderung hervorrufen kann.

Von besonderem Interesse sind die halogenierten
Pyrazole, 3-Br, 3,4-Br und 3,4,5-Br, 3-I-, 3,4-1- und
3,4,5-1-Pyrazol, die Doz. B. Sj0BERG (AB Astra,

Fig. 9. Oben: Ortho-rhombische Einheitszelte (LADH oder Binir-

komplex). Unten: Monokline Einheitszelle (Ternidrkomplex). Weisse

und beschattete Figuren sind entlang der C-Achse um eine halbe
Einheitszelle verschoben?3®,
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Schweden) fiir uns synthetisierte und freundlicher-
weise zur Verfiigung stellte. Sie bilden Terndrkomplexe,
von welchen 3-1 und 3-Br am stabilsten sind. Der 3-1-
Komplex wurde schon kristallisiert. Wir hoffen, auch
die anderen bald in Kristallen fassen zu kénnen, ob-
wohl z.B. 3,4,5-1-Pyrazol wegen geringer Wasserlos-
lichkeit gewisse Schwierigkeiten bereiten wird. Schon
zwei lodatome (2 - 127 = 254) wirken réntgenkristallo-
graphisch stirker als ein Atom Quecksilber, und da wir
wissen, dass die Pyrazole an der aktiven Haftstelle des
Alkohols eintreten, wird man sie im Fermentmolekiil
lokalisieren kénnen.

Optische Rotationsdispersion. Es erschien durchaus
moglich, dass die rontgenkristallographisch gefundene
Konformationsinderung bei der Terndrkomplexbil-
dung von einer Verdnderung der a-Spiralisierung her-
rithrt. Auf Grund von Messungen der optischen Rota-
tionsdispersion in synthetischen Polypeptiden kann
man sich auch in natiirlichen Proteinen einen Begriff
von dem Ausmass der Spiralisierung machen. Dabei
verwendet man die Moffitt-Yangsche Gleichung

by X4

ey e

,_ 3 MEW L a R
T 2 100 <=

wo n; den Refraktionsindex bei der Wellenlinge 4,
MRW das Durchschnittsgewicht der Aminosiure-
reste, [a], die spezifische Drehung bei A nm und 4,
eine konstante Wellenlinge bedeutet, die so gewihit
wird, dass eine gerade Linie resultiert, wenn man
m (A — ) A3 gegen A3/(2° — A7) in einem Koordinaten-
system auftrigt. Die Neigung der Linie wird dann

Tabelle IV, Daten iiber Kristalle aus Pferdeleber-ADH und einige
Komplexe

E = ER, E(RI), = B{OP), = E(OP]),

Ortho-rhombische Symmetrie Monokline Symmetrie

Raumgruppe €222, Raumgruppe P2,

a = 36A a = S1A
b = 75A b= 444A
c =181 A ¢ =182 A
V =760 000 A V = 388 000 A3
Z = Z =2
d =1,2g/em?® d == 1,2 g/cmn®
y = 108°
E = Pferdeleber-ADH
O = NAD* = Nikotinamid-adenin-
dinucleotid
R = NADH
I = Isobutyramid
P = Pyrazol

PJ = 3-Iodopyrazol

(Ref. %)

3 C.-1. BRANDEN, Arch, Biochem. Biophys., im Druck.
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= b,. b, gibt ein Mass der Spiralisierung: zu 1009,
nach rechts spiralisierte Polypeptide geben b, & —630°.

RoseNBERG®* in Uppsala liess sich freundlicher-
weise von uns anregen eine Reihe von O.R.D.-Messun-
gen an freier LADH, biniren und terniren Komplexen
zu unternehmen. Mit A, = 212 nm, ein Wert der auch
von anderen Autoren an anderem Material gefunden
worden ist, ergab sich g = — 30° 4 10, by = — 100° -+ 10
fiir LADH, und innerhalb der Fehlergrenzen dasselbe
fiir LADH-NADH (ay = —49° 4 15, by = — 119° + 10).
Fiir die Terndrkomplexe ergaben sich andere Werte:
LADH-NADH-Isobutyramid 5, = — 185° 4 10,
@, = — 65° & 10; LADH-NAD+-Pyrazol , = — 185°
+ 10; g, = — 60° 4 10 (Figur 10).

Das ADH-Molekiil enthilt etwa 780 Aminosiure-
reste. Berechnet man die Anzahl der spiralisierten
Aminosiurereste aus den b-Werten (was allerdings
nicht einwandfrei sicher ist} so findet man, dass LADH
und Bindrkomplexe 125, Terndrkomplexe 234 -spirali-

1 8
mﬂﬂ Rl

Fig. 10. -—-—- LADH; o~-0-0 ADH-NAD*-Py; A ADH-NADH-IB
{A korr. fiir Cotton Effekt 340 nm), - - - ADH-NAD*-Py Korrigiert
unter einer Voraussetzung, die zu verwerfen ist3®v,
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sierte Reste pro Mol enthalten. Die Ternidrkomplex-
bildung durch kleine Liganden hat also eine erstaun-
liche Fernwirkung auf die Sekundirstruktur des
Proteins.

Abschliessend méchte ich sagen, dass die Wege fiir
die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur des
gesamten LADH-Systems jetzt als offen erscheinen.
Die Tatsache, dass zwei gleiche Peptidketten vorhan-
den sind, erleichtert die Aminosduresequenzbestim-
mung, woran wir jetzt arbeiten. Andererseits wird die
Arbeit dadurch verdoppelt, dass die Struktur von
LADH und ihren Ternidrkomplexen so verschieden zu
sein scheint, dass die rontgenkristallographische Arbeit
fiir beide durchgefithrt werden muss.

Summary. Liver alcohol dehydrogenase {LADH) is
one of the most intensely studied of all ecnzymes be-
cause it is easily available in crystalline form and has
many properties which are favourable for experimenta-
tion. Its mode of action has been elucidated to some
extent mainly by kinetic experiments with and without
inhibitors.

Its substrate specificity is very low, since the en-
zyme attacks a great variety of primary and secondary
alcohols, or reversibly aldehydes and ketones. Its main
physiological function is still unknown, but may be
found by the aid of pyrazole which acts as a specific
inhibitor in vivo.

Complexes of the enzyme with coenzyme, or co-
enzyme + inhibitors have been crystallized and are
presently being studied by X-ray crystallography in
the hope of determining the three-dimensional struc-
ture of the molecule. The formation of the ternary
complexes leads to a profound change of conformation
{monoclinic instead of ortho-rhombic crystals). Simul-
taneously the optical rotatory dispersion is drastically
changed.

6 A, RosenBERG, H. Treorerl und T. Yonerant, (a) Nature 203,
735 (1964); (b) Arch. Biochem. Biophys., im Druck.



