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Die Alkoholdehydrogenase 
Ihre Wirkungsweisen und Komplexverbindungen* 

Von HUGO THEORELL 

Medicinska Nobelinstitutet, Biokemiska Avdelningen, Stockholm (Sweden) 

Im Jahre 1906 ffihrten BUCHNER und GAUNT 1 den 
Namen <,Alkoholoxydase~> ftir das alkoholoxydierende 
System in Essigs~iurebakterien ein, und 1909 studier- 
ten in der Schweiz BATTELLI und seine russische Mit- 
arbeiterin LINA STERN 2 die Wirkung der <~Alkohol- 
dehydrogenase>> in verschiedenen animalen Geweben 
und fanden, dass sie weitaus am st~irksten in der Leber 
war, eine Beobachtung die seitdem 6fters best/itigt 
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 
wtirden Sauerstoff aktivieren, der sich dann mit  dem 
Substrat  unter <~Verbrennung~> zu Kohlens/iure und 
Wasser verbinde ; die Dehydrogenasen dagegen wfirden 
dem Substrat  Wasserstoff entziehen und Wasser zu- 
fiihren, so dass das Substrat  sauerstoffreicher und 
wasserstoff/irmer wiirde, wie dies bei jeder Verbren- 
nung zutrifft. In  den Zwanzigerjahren stritten sieh 
OTTO WARBURG einerseits und HEINRICH WIELAND 
und TORSTEN THUNBERG andererseits heiss fiber die 
Frage ~oxydatische>> oder <~dehydrogenatische~> Ver- 
brennung. Gel6st wurde das Problem yon WARBURG, 

als er nach der Entdeckung des sauerstofffibertragen- 
den Atmungsferments 1925 auch die wasserstoff- 
fibertragenden Vitamine, Flavin (1932) und Nikotin- 
s~iureamid (1934) entdeckte. Damit  war der Streit zu 
Ende gekommen, und zwar in der salomonisehen Weise, 
dass beide Seiten recht gehabt hatten. 

Es ist ein Vergnfigen, bei dieser Gelegenheit an die 
bedeutsame Rolle zu erinnern, die PAUL KARRER bei 
der Aufkl~irung der Konstitution und Wirkungsweise 
der wasserstofffibertragenden Vitamine spielte. Ffir die 
Konstitutionsermittlung der Flavine war u.a. seine 
Entdeckung des Bestrahlungsprodukts Lumiehrom 
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 
w~ire. Ein paar  Jahre sp/iter isolierte aber KARRER aus 
anderem Material ein adeninhaltiges Flavinnucleotid 

und hatte damit  als erster ein Flavinadenindinucleotid 
(FAD) in seinen H~inden. 

Nachdem WARBURG das Nikotins~iureamid aus Tri- 
phosphopyridinnucleotid 1934 isoliert und seine Kon- 
stitution ermittelt  hatte, kl~irte KARRER den Mecha- 
nismus der Reduktion auf. Unter  SRttigung einer der 
drei Doppelbindungen des Pyridinrings tr i t t  ein Was- 
serstoffatom in den Ring ein, das zweite fibernimmt 
die positive Ladung des tern/iren 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 abh~ingig. 

Die Coenzyme wirken in einem sehr komplizierten 
Zusammenspiel - das den Biochemikern ftir unabseh- 
bare Zeit faszinierende Probleme darbieten wird - ira- 
met  nur in Verbindung mit Enzymproteinen. Da wir 
noch am Anfang stehen, kann man sich noch Systeme 
ausw~ihlen, die ftir das Experimentieren gtinstige 
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 WAss~I~ 3 aus Pferdeleber kristallisiert (Figur 1). 
Es ist verh~iltnism~issig einfach rein darzustellen und 
h~ilt sich unter geeigneten Bedingungen fast unbe- 
grenzt. 

Die Reaktionen mit  dem Coenzym NAD+ (Nikotin- 
amid-Adenin-Dinucleotid) und Substrat  k6nnen mit 
spektrophotometrischen und fluorimetrischen Metho- 
den verfolgt werden. Da nicht nur das Enzym, sondern 
auch verschiedene Komplexe sch6ne Kristalle bilden, 
haben wir in letzter Zeit auch r6ntgenkristallographi- 
sche Arbeiten angefangen, auf die ich noch zuriick- 
kommen werde. 

* 7. PAuL-KARRER-Vorlesung, gehalten am 30. Juni 1965, an der 
Universit/it Ziirich (Schweiz). 
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Alkoholdehydrogenasen sind in der Natur welt ver- 
breitet; aus Brauereihefe kristallisierten NEGELEIN 
und WULFr 4 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 beschfieben, wie z.B. aus 
Leber von Mensch, Schwein, Kaninchen, Schaf, Ratte, 
Fisch, Retina yon Frosch und Vieh, Erythrocyten von 
niedrigen Vertebraten und vielen Pflanzen und Samen. 
In Erbsen z.B. treten am ffinften Tag der Keimung 
pl6tzlich 0,5% )i, thanol und starke ADH-Wirkung 
auf s. In keimenden Reis ruft Zusatz von )kthanol eine 
Biosynthese von ADH hervor 6 

Pferdeleber-ADH ist ein farbloses Protein vom 
Molekulargewicht 84 000 T. Die Aminos~iurezusammen- 
setzung ist nur insofern auffallend, als von den 45 
S/Mol 15 in Methioninresten, die fibrigen in Cystein 
vorhanden sind. Disulfid ist nicht vorhanden. LADH 
enth/ilt Zink 8, 9. Die Analysen variierten his vor kurzem 
zwisehen 2 und 3,2 Zn/Mol. AKESON hat aber jetzt den 
Wert 4 Zn/Mol festgestellt 10. Wenigstens zwei von die- 
sen geh6ren zu den zwei aktiven Gruppen. 

Kinetik. Die Bestimmungen der Reaktionsgeschwin- 
digkeit unter systematisch variierten Bedingungen er- 
geben gute Informationen fiber 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 n spektrophotometrisch oder die von der- 
selben Bande herrfihrende Fluoreszenz spektrofluori- 
metrisch messen. Die letzte Methode zeichnet sich 
gegenfiber der ersten durch die gr6ssere Empfindlich- 
keit aus. Ausserdem findert sieh die Fluoreszenz- 
intensit~it des NADH bei der Bildung des bin/iren 
Komplexes mit LADH. Kommen Tern~irliganden hin- 
zu, treten meistens noch weitere Ver/inderungen ein. 
Diese Erscheinungen erwiesen sich ffir die Bestimmung 
von Dissoziationskonstanten und anderen Eigen- 
schaften der Komplexe als ausserordentlich nfitzlich, 
zumal die Fluoreszenzvariationen manchmal sehr gross 
sind. Zum Beispiel ist die Fluoreszenzintensit~t des 
ADH-NADH-Isobutyramidkomplexes bei 410 nm 40- 
real h6her als die der freien NADH ~z. 

Bei Komplexbildung treten auch Lichtabsorptions- 
/inderungen in UV-Licht auf. Die zuerst beobachtete 
Ver/inderung war die Verschiebung der Bande des 
NADH bei 340 nm nach 325 nm bei der Kupplung mit 
LADIIa~ Seitdem sind andere Lichtabsorptions~inde- 
rungen, auch in NAD+-Komplexen, beschrieben wor- 
den, die sehr aufsehlussreich sind, besonders wenn 
man doppelte Differenzspektrophotometrie verwendet. 

Die Reaktion zwischen ADH, Coenzym und Substrat 
ist reversibel, bei pH 7 aber welt nach der NAD- 
Alkoholseite verschoben, wie aus der Gleiehgewiehts- 
konstante ersichtlieh ist ~4: 

[NADH] [a ld ]  [H el 
= 0,80 • 10 -xI 

[NAD+] [Alk] 

Mischt man ~iquivalente 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 verl~iuft 
die Reaktion natiirlich welter. Bei Reaktionen zwi- 
schen drei Teitnehmern gibt es viele M6glichkeiten fiir 
die Reihenfotge der Einzelreaktionen. Wir stellten mit 
CHANCE ~5 1951 fiir das LADH-System die folgende 
Hypothese auf: 

E + O • EO (1) 
k2 

k 8" 
E O +  Alc ~ E R +  A l d +  H + (2) 

ks 

k2 
E R  ~ E + R (3) 

Es dauerte fiber zehn Jahre, und Tausende yon Ex- 
perimenten waren notwendig, um zu zeigen, dass dieser 
sogenannte ~,Theorell-Chance,-Meehanismus formal 
richtig ist, sofern man mit *thanol-Aldehyd arbeitet 
und die Reaktionsgeschwindigkeit am Anfang nlisst. 

Fig. 1. LADH-Kr i s t a l l e  (Skala  1,0 mm).  T. YONETANI und H. 
THEORELL, Arch. Biochem. Biophys.  100, 554 (1963). 

4 E. NEGELEIN und H. J .  ~,VuLrF, Bioehem. Z. 289, 436 (1937); 
290, 445 (1937); 293, 351 (1937). 

s j .  GOKSOVR, E, BOEm und R. K. BONNEnS~N, Acta  chem. scan& 
7, 657 (1953). 

6 A. A. APv und  A. N, MEIss, Arch. Biochem. Biophys .  77, 381 
(19.58). 

r A. EHRENBER~ und  K. DALZIEL, Ac ta  chem. scand.  12, 65 (19581; 
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8 H. TItEORELL, A. P. NYGAARD und  R. K. BONNICtlSEN, Acta  
Chem. scand. 9, 1148 (1955). 
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(1959); 74, 1729 (1960). 
lz H.  THEORELL und  R. K. BONNICHSEN, Ac ta  chem. scan& 5, 1105 
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14 K.-J.  BS.CKLm, Acta  chem. s t and .  12, 1279 (1958). 
1# H. T~SORELI. und  B. CHANCE, Aeta  chem. scan& 5, 1127 (1951). 
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Unser Hauptbeweis lag in der I)bereinstimmung der 
aus den erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten (1) 
und (3) berechneten Dissoziationskonstanten KE, o 
(= k~'/kl' ) und KE, R (= k2/kl) mit den unabh/ingig er- 
mittelten Werten yon KE, o und KE, R. Es besteht aber 
auch kein Zweifel, dass (2) eine Vereinfacbung eines 
komplizierteren Verlaufs darstellt : 

k 3' k '  k 4 
E O + A l c ~ E O A l c  ~ E R A l d  ~" E R + A l d + H  + (2a) 

k,  " k " k s 

Dass in der Tat  tern~re Komplexe mit Substrat  
gebildet werden, konnte man auf verschiedene Weisen 
feststellen. Der vielleicht iiberzeugendste Beweis haben 
die Zfircher Forscher HADORN, LEUTHARDT et al. ~6 
geliefert. Glyzerin wird vom LADH-Sys tem stereo- 
spezifisch zu L-Glyzeraldehyd oxydiert. Ohne Bindung 
des Substrats im Tern~irkomplex ware dies nieht 
m6glich. 

Wie man leicht einsieht, erfordert die kinetische 
Gfiltigkeit des Theorell-Chance-Mechanismus, dass k' 
und k im Verh~tltnis zu den anderen Konstanten gross 
sind, und dass die Abspaltung des Substratproduktes 
yore Tern/irkomplex im Verh/iltnis zur Spaltung 
des bin/~ren Coenzym-Enzymkomplexes schnell geht. 
~ILVERSTEIN und BOYER haben mit Isotopexperimen- 
ten gezeigt, dass dies der Fall ist 17. 

Inhibitoren. Eine grosse Anzahl yon LADH-Inhibi-  
toren sind im LaMe der Jahre gefunden worden. Wir 
werden uns hier nur ffir diejenigen interessieren, die 
uns etwas fiber die Wirkungsweise des ADH-Systems 
aussagen. I m  wesentlichen sind das solche Hemmer,  
die entweder mit  dem Substrat  oder Coenzym um ihre 
Haftstellen an der Obertl~iche des Enzyms konkur- 
rieren. 

Zusammen mit  WINER le fanden wir, dass aliphati- 
sche Carbons~iuren hemmend wirken, weil sie mit ADH 
und NAD + Tern/irkomplexe bilden, in denen die 
S~iuren den Platz des Alkohols einnehmen. Eine Ver- 
liingerung der Kohlenstoffkette yon C, bis C10 ver- 
st~rkte die Bindung der Fettsiiure (K~o,l) wenigstens 
tausendfach. Wir schlossen daraus, dass eine lipophile 
Haftstelle an der Oberfl~tche des Enzymmolektits ftir 
die Bindung der Fetts/iure und auch der Alkohole, die 
als Substrat  dienen, wesentlich ist. Interessanterweise 
sind Fetts/iuren ab C~6 (Palmitins~iure) aufw~irts wir- 
kungslos, was ftir die Funktion des ADH in der leben- 
den Zelle wahrscheinlich von Bedeutung ist. Auch die 
Bindung der NAD + wird bei pH 7 durch den Eintri t t  
der Fetts~iure etwa 30faeh stabilisiert; dieser Effekt 
ist unabh~ingig yon der L~inge der Kohlenstoffkette 
und rghrt,  wie wir anderswie best~itigen konnten, von 
der Eintfigung der negativen Carboxylgruppe zwischen 
Zn ++ und NAD + her. 

Fetts~uren bilden keine Komplexe mit  NADH und 
ADH. Dagegen werden solche Komplexe mit  den Fett-  
s~iureamiden gebildet. Kinetisch konkurrieren die 
Amide mit  den Aldehyden. Ein lipophiler Effekt der 

Kohlenstoffkette ist, wie bei den Fetts/iuren, vorhan- 
den, und die Bindung des NADH zum ADH wird 
durch den Eintr i t t  der Amide etwa hundertfach stabi- 
lisiert. Da schon der bin/ire ADH-NADH-Komplex  
sehr stabil ist, K E ,  NADH = 0,3 I~M bei pH 7, folgt 
daraus, dass NADH in den Tern~irkomplexen ausser- 
ordentlich stark gebunden ist, z.B. KEI ' R = 0,003 I,M 
ftir den Komplex mit Isobutyramid. Diese Verbindung 
ist interessant, weil sie sehr stark fluoresziert. Wir dach- 
ten daran, diesen Effekt ftir einen spezifischen intra- 
zellul~iren Nachweis yon ADH in vivo auszunutzen, sind 
aber noch nicht dazu gekommen. Dagegen benutzen 
wir diesen Effekt regelm~issig fiir die fiuorimetrisehe 
Titration sehr verdiinnter ADH-L6sungen. 

Mit McKINLEY-McKEE is fanden wir, dass Imidazol 
mit  NAD + oder NADH als Partner Tern~trkomplexe 
gibt. Da Imidazol bekanntlich mit Zink Komplexe 
bildet, nehmen wir an, dass es sich mit dem Zink im 
Enzym verbindet. 

In den Ternlirkomplexen mit Imidazol sind NAD +, 
bzw. NADH weniger fest gebunden als in den bin~tren 
Verbindungen. Infolgedessen wirkt Imidazol in kineti- 
schen Versuchen entweder hemmend (mit kleinen 
Konzentrationen von NAD + oder Alkohol) oder mn- 
gekehrt beschleunigend (bei hohen Konzentrationen). 
Dazwischen gibt es also Konzentrationen, bei welchen 
Imidazol scheinbar wirkungslos ist ; aus einem Versueh 
darf man also nie auf Unwirksamkeit  einer Substanz 
schliessen. Warum Imidazol so wirken kann, wurde 
kinetisch aufgekRtrt. Wir werden diese etwas verwickel- 
ten Zusammenh~inge hier nicht weiter verfolgen. Als 
wir eine Reihe yon anderen heterocyctischen Stick- 
stoffbasen prfiffen, fanden wir, dass Pyrazol ein 5.us- 
serst starker Inhibitor ist, der mit  Alkohol um die Haft-  
stelle konkurriert~L ADH und NAD + bilden mit 
Pyrazol einen festen Tern~irkomplex, wobei eine neue 
Absorptionsbande bei 29(1 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-Sta t ,  so fanden wir, 
dass Lauge verbraucht wurde und dass ein Proton 
pro gebundenes Pyrazol frei wurde. Wit schlossen 
daraus, dass auch im ADH Pyrazol unter Ausstossen 
des Imino-Wasserstoffs als Proton an Zink gebunden 
wird (Figur 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 B. HADORN, F. LEUTHARDT, E. l~IENARD und D. VISCHER, He i r .  
chim. Acta  46, 2003 (19(~3). 

17 E. SILVERSTFIN uDd P. t). BORER, J .  biol. Chem. 239, 3908 (1964). 
is I t .  TttEORELL und J .  S. McK1NI.EY-McI,~F~E, Acta  chem. s tand,  I5, 

1811 (1961). 
1, H. TItEORELL und T. YONETANI, Biochenl. Z. 338, 537 (1963). 
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die Umlagerung der Doppelbindungen l~sst die Bande 
bei 290 nm erscheinen. 

VALLEE et al.2°,2~ und WALLENFELS et al. == haben 
nachgewiesen, dass o-Phenanthrolin hemmend wirkt, 
und sich mit dem Zink in ADH verbindet, wobei 
Absorptionsbanden im UV auftreten. Phenanthrolin 
verhiilt sich gegenfiber deln Coenzym <(competitive>> 2a. 
YONETAN124 fand bei uns, dass Adenin-Diphosphat- 
Ribose (ADPR), d.h. NAD + minus Nikotins/iureamid, 
mit  ADH eine ziemlich feste Verbindung (<(E-A>>) mit 
der Dissoziationskonstante 16 /~M bei pH 7 liefert. 
Merkwtirdigerweise verbindet sich EA mit  Phenan- 

P h c  
throlin zu eineln <(Mosaik~>-Kolnplex E / in wel- 

" A  ' 

chem A und Phe gar nicht aufeinander einwirken, 
die Dissoziationskonstante des Phenanthrolins bleibt 
= 8 FM, die des A D P R  = 16 FM, unabh~tngig von 
anderen Liganden (Figur 3). 

Das Phenanthrolinmolekfil scheint im Gegensatz zu 
Pyrazol so gross zu sein, dass sterische Hinderung am 
Nikotins~tureamidteil des NAD+ vorliegt. 

WALLENFELS et al. 25 haben die Theorie aufgestellt - 
woran wir 2, einige Zeit glaubten - dass der Adeninteil 
des Coferments sich mit dem Zink des ADH verbinden 
wfirde. Nach unseren Ergebnissen fiber den ADH-  
Phenanthrol in-ADPR-Komplex l~sst sich diese An- 
nahlne nicht mehr aufrecht erhalten. 

*tiber den Wirkungsmechanismus der ADH-Systems 
machen wir uns in gewisser 0bereins t immung init 
WALLENFELS 25 ein Bild (Figur 4), das durch unsere 
Befunde fiber den Tern~rkolnplex mit Pyrazol wesent- 
lich gestfitzt wird. 

Nachdem der Alkohol in seine Haftstelle eingeffigt 
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 fibernommen, der dann als Hydridion zuln 
C(4) des Nikotins~ureamids wandert.  Dabei entstehen 
NADH und Aldehyd. 

Substrate der Leber-Alkoholdehydrogenase. LADH 
wirkt nicht nur auf Athanol, sondern auch auf eine 
bunte Reihe yon primAren und sekund~ren 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 Berfihrung kommen, macht  es 
schon unwahrscheinlich, dass Oxydation von _~thanol 
die physiologische Funktion der ADH, z.B. in der 
Leber der Wirbeltiere, w~re. In  der Here und z.B. in 
keimenden Erbsen sind die Verh~ltnisse anders; da ist 
die normale Funktion in der Reduktion yon Acetalde- 
hyd zu Athanol zu sehen. Die Hefe-ADH ist dement- 
sprechend viel spezifischer fiir )~hanol-Acetaldehyd 
als die Leber-ADH. Trotzdem LADH eines von den 
am ineisten studierten Fermenten ist, hat  man heute 

noch keine Ahnung von seinen physiologischen Auf- 
gaben. Dies zu wissen w~kre iedoch von grosser prak- 
fischer Bedeutung, denn so viel steht fest, dass, solange 
Athanol im K6rper anwesend ist - z. B. nach Einnahme 
von alkoholischen Getdinken - LADH nichts anderes 

~N/ 
N H A oh~e LADff 

H*OH - 

~'~CONHz +OH- ~ N / ~  CONHz - ~ 

"N" - O H -  I1" 

B, mit LADH 

H + 

--N ~GONHz /" 
-Z~++_._L 

LADH 
Fig. 2. Mechanismus fiir Pyrazo l  gekuppe l t  mi t :  A, DPN bei a lkal i -  
seher Reak t ion ;  B, als Brficke zwischen Zn ++ und Nico t inamid  in 

L A D H  12 

( 

Mosaik-Korr pleX 
LADH-Phenanthrolin-ADPR 

Fig. 3. Mosaik-Komplex  L A D H - P h e n a n t h r o l i n - A D P R .  

Lipophile 
Haffstelle 

)_HC_}{ ~ l  ~(~)_I....H,.~, H ,  6- + ~(~-/{G H, ~ H '  
,+~- ~CONHZ l H+ ~i 6- ~GO~H z 1+  n ,f~CONH 2 

ADP,R- Haftstelle 
Fig. 4. Wi rkungsmechan i smus  der Leber -ADH 12. 

~0 B. L. VALLEE und  F. L. HOCH, J .  biol. Chem. 225, 185 (1957). 
21 B. L. VALLEE, R. J .  P. WILLIAMS und  F. L. HOCH, J .  biol.  Chem. 

234, 2621 (1959). 
22 K.  WALLENFELS, H.  SUND u n d  H .  DIEKMANN, Biochem.  Z. 329, 

48 (1957). 
2s R. A. PLANE und  H. TU~ORELL, Ac ta  chem. scand.  15, 1866 (1961). 
24. T. YONETANI, Acta  chem. scand. 17, Suppl.  1, 96 (1963); Biochem. 

Z. 338, 300 (1963). - T. YONETANI und H. THEORELL, Arch. 
]3iochcm Biophys.  106, 243 (1964). 

25 K. WALLENFELS und H. SUND, 13ioehem. Z. 329, 59 (1957). 
26 H. TIIEORELL und J.  S. McKINLEY-McKEE, Acta  chem. scand.  15, 
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maehen kann als Athanol oxydieren. Dabei werden die 
anderen, unbekannten aber vielleicht wichtigen Funk- 
tionen ausser Spiel gesetzt, und dies khnnte die Ur- 
sache gewisser Alkoholsch~iden sein. Ob dies zutrifft, 
k6nnte man in Tierexperimenten mit Pyrazol priifen. 
Mit REYNIER 2~ haben wir eine Reihe yon 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 WRETLI~D es und 
GOLDBERG 29 an Hunden, bzw. Ratten festgestellt, dass 
Pyrazol auch in vivo die Verbrennung von J~thanol 
verlangsamt. Ich m6chte einige der Goldbergsehen 
Rattenversuche kurz erw~hnen. 

Ohne Pyrazol verlttuft 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 h/ingt 
vonder  gegebenen Dosis ab. Der Verlauf der Alkohol- 
verbrennung bleibt mit Pyrazol nicht mehr streng 
geradlinig, sondern die Hemmung wird desto gr6sser, 
je weniger Alkohol zuriickgeblieben ist. Dies war zu 
erwarten, da die Pyrazolhemmung <~competitive~> ist. 

Wurde Ratten in geschlossener Kammer mit kon- 
stanter Durchltiftung t*C-Athanol injiziert, so stieg der 
~C-Gehalt des ausgeatmeten CO, zu einem konstanten 
Wert. 

Sobald der Alkohol verbrannt war, fiel der ~aC- 
Gehalt rasch zu niedrigen Werten ab. Wurde Pyrazol 
injiziert, w~hrenddem Alkohol noch im K6rper vor- 
handen war, fiel ~4C gleich zu einem niedrigeren Niveau 
ab. 

Bei hinreichend grosser einmaliger Dosierung konnte 
GOLDBERG die L A D H  in Ratten so effektiv hemmen, 
dass Alkohol noch eine Woche nach der Einspritzung 
im Blut vorhanden war. Noch etwas st~irker als Pyrazol 
wirkt 3-Iodopyrazol. 

Nachdem WALLER ~° gefunden hatte, dass Farnesol 
yore ADH-System zu Farnesal oxydiert wird, hielten 
wires  ftir angebracht, nach einer m6gliehen Rolle der 
ADH im Steroidumsatz zu suchen. Mit WALLER und 
SJOWALL z~ untersuchten wir zun~ichst eine Reihe yon 
hydroxylierten Gallens~iuren (Tabelle I). 

Aus der Tabelle I ersieht man, dass LADH stereo- 
spezifisch 3fl-Hydroxy-5fl-cholans~iuren oxydiert. Eine 
12e-st~ndige Hydroxylgruppe verbessert die Reak- 
tionsf/ihigkeit etwas, vielleicht durch Einffigen des 
Substrats in die richtige Lage an der Haftstelle. 3e-5fl- 
Cholans/iuren reagieren iiberhaupt nicht. 

Die reversible Reaktion, Reduktion von 3-Keto-5fl- 
cholans/iuren durch ADH + NADH, gab iibereinstim- 
mende Resultate. Dies wurde sichergestellt, indem naeh 
der Oxydation yon 3fl-OH, 5fl-eholans~iure als Reak- 
tionsprodukt 3-Keto-5fl-cholanshmre in 90prozentiger 
Ausbeute isoliert werden konnte. Auch die umge- 
kehrte Reaktion fiihrte zum entsprechenden Ergebnis 
(Tabelle II). 

Es ist ausserordentlich interessant, dass die 3fl-OH- 
Gruppe in dieser Verbindung axial, der zum Pyridin- 
ring abgegebene Wasserstoff also ~iquatorial ist (Figur 
5). Dies stimmt mit den Arbeiten von PRELOG 3~ und 
R~rzv  3~ vollkommen tiberein, die LADH als ein 
e-Enzym, das also ttquatorialen Wasserstoff trans- 
feriert, klassifiziert haben. In 3e-OH,5e-Cholans~uren 
ist der 3-st/indige Wasserstoff aueh/iquatorial gelagert. 
Solche Verbindungen wurden noch nicht als LADH- 
Substrate untersucht. Es bleibt also noch ungewiss, ob 
die fl-Stellung zwischen A- und B-Ring und die 
Aquatoriallage des 3-st~indigen Wasserstoffs ffir die 
Reaktionsf/ihigkeit beide notwendig sind, oder ob die 
~_quatoriallage allein ausreicht. 

Tabel le  I. Substra tspezif i t f i t  der  L A D H ;  A k t i v i t a t  m i t  H y d r o x y -  
cholanst iuren 

Verb indung  Geschwin-  K m 
digke i t  b (M) 

3fl-Hydroxy-58-eholans~iure 100 2,1 ' 10 -6 
3~-Hydroxy-5fl*cholansh.ure 0 - 
38, 7~- Dihydroxy-58-cholans / iurc  110 - 
38,12~-Dihydroxy-5fl-cholans~ture 180 - 
38-Hydroxy-  12-keto-58-eholans/iure 82 - 
3ce, 7~-Dihydroxy-58-eholans/ iure  0 - 
3c~, 7~-Dihydrox y-5/~-cholans~iure, 

gehunden an  Glycin  0 - 
3¢¢, 7fl-Dihydroxy-58-cholans~iure ~ 0 - 
3e¢, 12~-Dihydroxy-58-cholanshure  0 - 
3~-Hydroxy-  7-keto-5fl-cholans~ure 0 - 
3~-Hydroxy-12-keto-58-cholansf iure  0 - 
3~¢, 7~, 12~-Trihydroxy-58-eholans~iure 0 - 
3~, 7~, 12c~-Trihydroxy-58-cholansaure, 

gebunden  an Glycin  0 - 
3~, 7~, 12~-Trihydroxy-hfl-eholans'~ure,  

gebunden  an  Taur in  0 - 
3~, 78,12c¢-Trih ydroxy-58-cholansf iure 0 - 
3~, 7~-Dihydroxy-  12-keto-5fl-cholans/iure 0 -- 
1 l~-Hydroxy-12-keto-5f l -eholanst iure  0 - 
3- Kcto-7cc-hydroxy-58-cholanstiure 0 - 
3- Keto- 12¢¢-hydroxy-58-cholans/iure 0 - 
3- Keto- 7~, 120:-dihydroxy-5fl-cholanstiure 0 - 

Diese Subs tanzen  wurden  in 0,01 M N a O H  gelhst  und m i t  25 bzw. 
100 btM {=t= 10%) Lhsungen  getes te t .  Die Kfivct te  en th ie l t  4,0 ml  
Lhsung. Die NAD+-Konzen t r a t ion  be t rug  50 bzw. 100 t ,M.  Die 
E n z y m k o n z e n t r a t i o n  war  0,72 p N .  Die T e m p e r a t u r  war  23,5 ° C, und  
die Reak t ion  wurde  in 0,1 l~ Glycin-NaOH-Puffer ,  pH  9,5, ausgeffihrt .  
b E ine  Geschwindigkei t  yon 0,61 ]zM NAD + pro min  wurdc  mi t  3fl- 
Hydroxy-58-cholansAure  erhal ten,  Die Anfangsgcschwindigkci t s -  
messungen wurden  w/ihrend 90 sec gemacht ,  c Eine  gewisse Ak-  
t i v i t~ t  wurde  bei  einer K o n z e a t r a t i o n  yon  320/~M beobachte t ,  aber  
es bl ieb ungewiss,  ob dies von einer  Verunre in igung in der  Verbin-  
d u n g  herrfihrte.  Dies  schien jedoch der  Fa l l  zu sein, da  keine Zu- 
n a h m e  der  N A D H - B i l d u n g  nach 15 rain zu beobach ten  war  31. 

~7 H. TttEORELL und M. REVmER, noch unver6ffent l icht .  
2~ A. ~VRETLIND~ noch unverSffent l icht .  
29 L. GOLt)BERa, noch unverSffent l icht .  
30 G, WALLER t Naturc~ im D r u c k .  
81 G, ~¢VALLER~ H.  TIIEORELL u n d  J.  GJhVALLt Arch .  B iochcm,  

Biophys. ,  irn Druck.  
82 V. PRELOO, Pure appl.  Chem. 9, 119 (1964). 
as j .  RtT~V, Dissert .  E T H ,  Ziirich (1963). 
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CH 3 o 00H 

f / / ~  . . . .  + CADH II / / ~  ...... 7 +NAD' ~-- 

3 

3fl-Hydroxy-5fl-cholansf iure 

EXPERIENTIA XXI]I0 

I ~  + NADII+H+ 

0~3  
3- Keto-5/~-eholans~iure 

Fig. 5 ~ l  

Untersucht wurden aber bereits einige Sterole mit 
prim/iren Alkoholen in der Seitenkette (Tabelle III). 

26-OH Cholesterol reagiert nicht, was mSglicher- 
weise auf mangetnde L6slichkeit zurtickzuffihren ist. 
3e,7e,26-Trihydroxykoprostan reagierte, indem die 
26-OH-Gruppe oxydiert wurde, ebenso verhielt sieh 
3~, 7~, 12c~, 26-Tetrahydroxykoprostan.  Benachbarte 
Hydroxylgruppen in 24- und 25-Stellung verhinderten 
die Wirkung. 

Man kann aus den erw~hnten Versuchen ersehen, 
dass die Gallens/iuren und die Sterole, sofern sic Ms 
LADH-Substrate dienen k6nnen, in ganz verschie- 
denen Lagen an die Haftstelle eingefiigt werden. 

Tabelle I I .  Subst ra tspezi f i t f i t  der  L A D H ;  Akt iv i t / i t  nfit  H y d r o x y -  
cholansfiurc a 

Verbindung Geschwin- K m 
digkei t  ~ (M) 

3- Keto-5~-eholansfiure 100 5,05" 10 -~ 
3, 7-Diketo-5fl-eholans/iure 46 11,9 
3,12-Diketo-5fl-eholans~ure 145 50,1 
3, 7,12-Triketo-5/~-eholansfiure 18 - 
3, 7,12-Triketo-5/~-cholansfiure, 13,3 

gebunden  an Taur in  18 - 
3- Keto- 70~-hydroxy-5fl-eholans/iure 71 - 13,3 
3- Keto- 12c~-hydroxy-5/%eholans~ure 100 
3- Keto-7a, 12c~-dihydroxy-5fl-cholans/iure~ 0 - 7,1 
3~- H ydrox y-7-keto-5fl-eholansXure 0 - 
3c(, 12c~-Dihydroxy- 7-keto-5{]-cholans5 ure 0 - 7,1 
3c~-Hydroxy-7,12-diketo-5fl-ehola ns/iure 0 - 
11,12-Diketo-5{]-cholans~iure 0 - 5 
11c~-Hydroxy-12-keto-5fl-cholansfiure 0 - 
4-Cholesten-3-on~ 0 - 5 

Diese Subs tanzen  wurden  in 0,01 M N a O H  gel6st  und mi t  25 bzw. 
100 / /M ( ~  10%) 1.6sungen getes te t .  Die Kf ivet ten  en th ie l ten  4,0 ml  
L6sung. Die N A D H - K o n z e n t r a t i o n  be t rug  5 bzw. 10/~M. Die En-  
zymkonzen t ra t ion  war  0,72/~N. Die T e m p e r a t u r  war  23,5 ° C und  die 
Reak t ion  wurde in 0,1 /~ Phosphatpuffer ,  pH  7,0, ausgeffihrt .  

Eine  Gesehwindigkei t  von 1,35 ~ N  N A D H  pro min  wurde  mi t  
3- Ketocholans~iure erhal ten.  Die Anfangsgesehwindigke i t smessungen  
wurden  w~ihrend 90 see gemaeht ,  e Die aMfingliehe Geschwindig-  
ke i t sve rminderung  betr~igt 25% vom 3-Keto-VVert, aber  naeh 5 rain 
glieh sich dies aus;  folglieh is t  diese Ersehe inung  auf eine Verunreini-  
gung in der 3-Keto,7m, 12~-dihydroxyeholans/ iure  zur/iekzuffihren. 
Die L6sung war  opaleszent,  da  es unm6gl ieh  war,  die Verb indung  
vollst~indig aufzulSsenS[ 

Ftir die Gallensiuren und Sterole ergab die Analyse 
der kinetischen Data, dass der ,Theorell-Chanee~>- 
Mechanismus nicht gfiltig ist. Die Abweichungen sind 
sehr offenbar. Alle Voraussetzungen far den ~Theorell- 
Chanee~>-Mechanismus sind also nieht vorhanden. Wir 
stellen uns vor, dass entweder die intramolekulare 
Wasserstofffibertragung im, oder die Dissoziation des 
Substratproduktes vom Tern~trkomplex 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 yon physiotogischer Bedeutung ist. Katatase 
und Wasserstoffsuperoxyd z. B. oxydieren im Reagenz- 
glas Alkohole. Physiologisch scheint abet diese Reak- 

Tabelle I I I .  Subs t ra tspez i f i t l i t  der  L A D H ;  A k t i v i t ~ t  mi t  Sterolen,  
die eine prirmire Alkoholgruppe  en tha l ten  

Gel6st  in Verbir tdung ~ Geschwin- Kra 
Glyeodeoxy-  d igke i t  b (M) 
ehols~iure 
m M  

26-Hydroxy-eholes tero l  0 - 

3or, 7~, 26-Tr ihydroxy-  
kopros t an  12,3 18,7.  10 6 
30t, 7c% 12c% 24-]k' tra- 
hyd roxy -kop ros t an  0 ...... 
3c~, 7c~, 12c~, 26-Tetra-  
hydroxy-kopros tan  13,7 10,8 . I0  -~ 
3c(, 7c~, 12g, 25, 26- Penta-  
h yd roxy-kopros t an  0 - 
3c~, 7cq 12cq 24, 26-Penta-  
byd roxy -kop ros t an  0,73 - 

Alle Verbindungen,  mi t  Ausnahme  von Pen tahydroxy-kopros t an ,  
wurden  w~ihrend des L6sungsprozesses auf  p H  9,8 eingestell t .  Sie 
wurden  in  Glycodeoxycholsf iure in den  angegebenen  Konzea t ra -  
t ionen gel6st.  Die Konzen t ra t ionen  der  Sterole be t rugen  75-200 #M. 
26-Hydroxy-choles tero l  16ste sich n ieh t  vol l s tandig ,  jedoch wurde 
eine s tabi le  kol lo ida le  Suspension erreieht ,  l%lgende Konzentra-  
t ionen wurden  a n g e w a n d t :  fiir NAD+ 125 bzw. 500 txM; fiir Sterol 
10 bzw. 25 /~M.  Die Kf ive t ten  en th ie l t en  %0 LSsung. Die Enzym-  
konzen t ra t ion  war  0,9 itN. Die T e m p e r a t u r  war  23,5°C, und die 
Reak t ion  wurde iu 0,1 / t Glye in-NaOH-Puffer ,  pH  9,5 ausgefiihrt .  
b Eine Geschwindigkei t  yon 0,78 t i n  NAD + pro rain, e rha l ten  mi t  
3/7-Hydroxy-cholans~ure,  wurde  als 1,0 Bas i s -Wer t  ve rwand t  oi. 
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tion keine Rolle zu spielen. SJOVALLS Versuche, in 
Leberbrei eine St6rung des Steroid- oder Gallens~iure- 
umsatzes durch Pyrazolzusatz hervorzurufen, sind bis- 
her erfolglos verlaufen. Die Versuche werden aber fort- 
gesetzt. 

KomptexkristalIe, R6ntgenkristallographie und op- 
tische Rotationsdispersion. Wir haben mit YONETANI 
seit 1962 einige vergleichende Untersuchungen fiber 
das freie Ferment s o ~ e  seine bin/iren und tern~iren 
Komplexverbindungen ausgeffihrt. Es stellte sich her- 
aus, dass bin~ire, und in noch h6herem Grade terniire 
Komplexbildung das Protein stabilisiert. Mit p-Chloro- 
mereuri-benzolsulfonat reagiert ADH momentan  unter 
Inaktivierung 34. Der bin~ire Komplex mit  NADH 
reagiert schon soviel langsamer, dass man den Re- 
aktionsverlauf fluorimetrisch mit einem gew6hnlichen 
Sehreiber verfolgen kann; der tern~tre Komplex mit 
NADH und Isobutyramid reagierte etwa zehnmal 
langsamer als der Bin~trkomplex. Bei pH 4,2 wird 
ADH in wenigen Minuten zerst6rt. NADH stabi- 
lisiert etwas, wird ausserdem Isobutyramid zuge- 
geben, so h/ilt sich der Tern/irkomplex unbegrenzt. 
Dasselbe wurde bei stark alkalischer Reaktion (pH 
11,9) und bei hoher Temperatur  (75°C) beobaeh- 
tet. Diese Ergebnisse scheinen darauf hinzudeuten, 
dass Strukturver~inderungen im Protein bei Kom- 
plexbildung eintreten. In der Literatur  diskutiert man 
vielfaeh solche M6glichkeiten, wobei die Nomenklatur  
- ~configurational adaptabili ty~ (KARUSIt 1950); 
, rack  mechanism,  (LuMRY und EYRING); ,induced 
fit~> (KosHLA~D); <,allosterie effects~ (MONOO) - r e i c h -  
licher erscheint ats die experimentellen Belege. Wir 
haben uns deshalb zusammen mit  YONETANI vorge- 
nommen, eine Reihe yon bin~iren, tern/iren und 
Mosaikkomplexen zu kristallisieren um n~ther zu unter- 
suchen, ob Komplexbildung zu Umlagerungen ffihrt. 
Es ist uns auch gelungen, viele Komplexe als makro- 
skopisch sichtbare Kristalle darzustellen (Figur 6-8). 

Seit zwei Jahren werden diese von BRXNDI~N und 
LINDQVlST in Uppsala r6ntgenkristallographisch stu- 
diert. Von der Technik des Kristallisierens m6chte ich 
nur erw~ihnen, dass Zusatz von Ammoniumsulfat  sich 
als ungeeignet erwies, da auf diese Weise nur kleine 
Kristalle erhalten wurden. Bessere Resultate ergab 
Einengen in Dialyseschl~iuchen von L6sungen in ver- 
dfinntem Phosphatpuffer. Uberraschenderweise zeigte 
sich, dass die Tern~irkomplexe fiinf- bis zehnmal t6s- 
licher sind als freie ADH - schon eine Andeutung, dass 
eine Strukturver/inderung bei Komplexbildung ein- 
tritt .  U m  die L6slichkeit herabzumindern, setzten wit 
manehmal  mit  guten Erfolg entweder etwas Methanol 
- d a s  entgegen wiederholten Angaben in der Literatur 
mit  ADH-NAD nicht reagiert - oder den ebenfalls 
nicht reagierenden tert-Butanol  zu. Mit Hi|fe solcher 
Methoden sind nunmehr von allen Gesichtspunkten 
aus - Gr6sse, Regelm/issigkeit und Haltbarkei t  - be- 
friedigende Kristalle erhalten worden, die allenfalls 

Fig. 6. LAI)H-NADH Binlirkomplex (Skala 1,0 mm). T. YONETANI 
und H. TnEORELL, Arch. Biochem. Biophys. 100, 554 (1963). 

Fig. 7. LADH-NADH-Isobutyramid Tern~irkomplex (Skala 1,0 mm). 
T. YONETANI und H. THEORELL, Arch. Biochem. Biophys. 100, 554 

(1963). 

Fig. 8. LADH-NAI)~-Pyrazol Tern/irkomplex {Skala 1,0 ram) 1~. 

34 T. YONETANI und [1. THEOREI,L, Arch. Bioctwm. Biophys. 99, 433 
(1962). 
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wochenlang haltbar sind und auch fiir 2 A Aufi6sung 
verwendet werden k6nnen. 

Es stellte sich heraus, dass freie ADH und der Bin~ir- 
komplex mit NADH bis zu 6 A Aufl6sung identisch 
waren und ortho-rhombisehe Einheitszellen bilden, die 
drei zueinander senkrechte Symmetrieaxen enthalten aa. 
Da eine Einheitszelle acht nicht/iquivalente Positionen 
besitzt, konnte das Gewieht jeder asymmetrisehen 
Einheit zu 68,700 (atomische Massenskala) berechnet 
werden. Da dieser Wert kleiner als das Molekular- 
gewieht ist, muss jede Einheit ein halbes Molekfil ent- 
h a r e m  Man kann also mit Sieherheit sagen, dass das 
ADH-Molekiil aus zwei identisehen oder sehr nahe 
identisehen Peptidketten besteht. Das passt sehr seh6n 
zu der sehon frfiher bekannten Tatsache, dass LADH 
zwei aktive Gruppen enth~ilt, die kinetisch identisch 
reagieren. Die beiden Peptidketten sind aber mitein- 
ander so stark verknfipft, dass es nicht gelungen ist, 
sit reversibel zu trennen. 

Die Tern~rkomplexe zeigten iiberraschenderweise 
yon ADH u n d  Bin~trkomplexen stark abweichende 
kristallographische Eigenschaften. Die Kristalle sind 
monoklin, und die Einheitszelle ist nur halb so gross 
wie die yon ADH und Bin/irkomplexen. Figur 9 zeigt, 
wie sich BRXND~N aS das Verhgtltnis zwisehen den bei- 
den Kristallformen vorstellt. Die hohe Symmetrie  der 
ortho-rhombischen Kristalle ist durch eine Form- 
ver~inderung bei der Tern~irkomplexbitdung 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 
Konformationsfinderung hervorrufen kann. 

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

Schweden) far  uns synthetisierte und freundlicher- 
weise zur Verfiigung stellte. Sie bilden Tern~trkomplexe, 
von welchen 3-I und 3-Br am stabitsten sind. Der 3-I- 
Komplex wurde schon kristallisiert. Wir hoffen, anch 
die anderen bald in Kristallen fassen zu k6nnen, ob- 
wohl z.B. 3,4, 5-I-Pyrazol wegen geringer Wasserl6s- 
lichkeit gewisse Schwierigkeiten bereiten wird. Sehon 
zwei Iodatome (2 • 127 = 254) wirken r6ntgenkristallo- 
graphisch starker als ein Atom Quecksilber, und da wir 
wissen, dass die Pyrazole an der aktiven Haftstelle des 
Alkohols eintreten, wird man sie im Fermentmolekiil  
lokalisieren k6nnen. 

Optische Rotationsdispersion. Es erschien durchaus 
m6gtich, dass die r6ntgenkristallographisch gefundene 
Konformations/inderung bei der Tern~trkomplexbil- 
dung von einer Vefiinderung der ~-Spiralisierung her- 
riihrt. Auf Grund yon Messungen der optischen Rota-  
tionsdispersion in synthetischen Polypeptiden kann 
man sich aueh in natiirlichen Proteinen einen Begriff 
yon dem Ausmass der Spiralisierung machen. Dabei 
verwendet man die Moffitt-Yangsche Gleichung 

3 M R W  a o .73 o b o ,~  
m'-- X X [~h- + 

wo nit den Refraktionsindex bei der Vv'ellenl~inge 2, 
M R W  das Durchschnittsgewicht der Aminos~iure- 
reste, [a~a die spezifische Drehung bei 2 nm und 2 o 
eine konstante Wetlenl~tnge bedeutet,  die so gew~hlt 
wird, dass eine gerade Linie resultiert, wenn man 
m (;~ -- 2~o) ~o ~ gegen 2o~/(,% ~ -- 2:) in einem Koordinaten- 
system auftdigt. Die Neigung der Linie wird dann 

T a b e t l e  I V .  D a t e n  f iber  K r i s t a l l e  a u s  P f e r d e l e b e r - A D H  u n d  e in ige  
K o m p l e x e  

E - E R  2 E ( R I )  z - E ( O P )  2 = E ( O P J )  2 

b a ~ ¢ 9 ~ h l  a{ a~ 

~ / / ' / +  "> 
\\ / / /  

Fig .  9. O b e n :  Ortho - rhombi sche  E i n h e i t s z e l l e  ( L A D H  o d e r  Binf i r -  
k o m p l e x ) .  U n t e n :  M o n o k l i n e  E i n h e i t s z e l l e  ( T e r n ~ i r k o m p i e x ) .  W e i s s e  
u n d  b e s c h a t t e t e  F i g u r e n  s i n d  e n t l a n g  d e r  C - A c h s e  u m  e ine  h a l b e  

E i n h e i t s z e l l e  v e r s c h o b e n  8a. 

O r t h o - r h o m b i s e h e  S y m m e t r i e  M o n o k l i n e  S y m m e t r i e  

R a u m g r u p p e  C2221 R a u m g r u p p e  P21 

a ~ 5 6 A  a = 5 1 A  
b = 7 5 A  b = 4 4 N  
c = 181 A c = 1 8 2 A  
V = 7 6 0 0 0 0 A  a V = 3 8 8 0 0 0 A  s 
Z - 8  Z = 2  
d = 1,2 g / c m  a d = 1,2 g / e r a  a 

p = 108 ° 
E = P f e r d e l e b e r - A D H  
O = N A D  + - N i k o t i n a m i d - a d e n i n -  

d i n u c l e o t i d  
R ~ N A D H  
I = I s o b u t } a - a m i d  
P ~ P y r a z o l  
P J  = 3 - 1 o d o p y r a z o l  

(Re f .  as) 

a5 C . - I .  BRXNDI~N, A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s . ,  i m  D r u c k .  
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= b o. b o g ib t  ein Mass der  Spira l is ierung:  zu 100% 
nach rechts  spira l is ier te  Po lypep t ide  geben b o ~ - 630 °. 

ROSENBERG a6 in Uppsa l a  liess sich f reundl icher-  
weise yon uns anregen eine Reihe von O.R.D.-Messun-  
gen an freier L A D H ,  bin/iren und  tern/iren Komplexen  
zu un te rnehmen .  Mit ;t o = 212 nm, ein Wer t  der  auch 
von anderen  Au to ren  an anderem Mater ia l  gefunden 
worden ist,  e rgab  sich % . . . .  30 ° ± 10, b 0 = -- 100 ° ± 10 
fiir L A D H ,  und innerha lb  der  Fehlergrenzen dasselbe  
ftir L A D H - N A D H  (% = - 4 9  ° :~: 15, b o = - 1 1 9  ° 4- 10). 
F i i r  die Tern~irkomplexe ergaben sich andere  Werte"  
L A D H - N A D H - I s o b u t y r a m i d  b 0 = - - 1 8 5  ° ~ 10, 
a o = --  65 ° ± 10; L A D H - N A D + - P y r a z o l  b 0 = - 185 ° 
± 10; a o = - 60 ° ~ 10 (Figur  10). 

Das  ADH-Molek t i l  enttl~ilt e twa  780 Aminos/ iure-  
reste.  Berechne t  m a n  die Anzah l  der  sp i ra l i s ier ten  
Aminosgure res te  aus den bo-Werten (was a l lerdings  
n icht  e inwandfre i  sicher ist) so f indet  man ,  class L A D H  
und Bin~irkomplexe 125, Tern / i rkomplexe  234 ~-spiral i-  

A ,, 

70 , "  

4," 

& j"  

/.2 " 5 

30 

5 7 9 11 13 
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Fig. 10. • . . . .  LADH', o-o-o ADH-NAD+-Py; A ADH-NADH-IB 
(lk korr. Itir Cotton Effekt 340 nm)," " - ADH-NAD+-Py korrigiert 

mater einer Voraussetzung, die zu verwerfen ist 8~b. 

sierte Reste  pro  Mol en tha l ten .  Die Tern~irkomplex- 
b i ldung  durch  kleine L iganden  ha t  also eine e r s taun-  
liche F e r n w i r k u n g  auf die Sekund~trs t ruktur  des 
Proteins.  

Abschl iessend m6chte  ich sagen, dass  die Wege far  
die Be s t imnmng  der  dre id imens ionalen  S t r u k t u r  des 
gesamten  L A D H - S y s t e m s  je tz t  als often erscheinen.  
Die Tatsaehe ,  dass  zwei gleiche P e p t i d k e t t e n  vorhan-  
den sind, er le iehter t  d ie  Aminos / iu resequenzbes t im-  
mung,  woran  wir  j e tz t  a ibe i ten .  Andererse i t s  wird  die 
Arbe i t  da du rc h  verdoppe l t ,  dass  die S t r u k t u r  von 
L A D H  und ihren Tern / i rkomplexen  so verschieden zu 
sein scheint ,  dass die  r6n tgenkr i s ta l lographische  Arbe i t  
ftir beide  durehgef~hr t  werden muss.  

Summary. Liver  alcohol  dehydrogenase  (LADH)  is 
one of the  most  in tense ly  s tud ied  of all enzymes  be- 
cause it is easi ly  ava i lab le  in c rys ta l l ine  t o im  and  has 
m a n y  proper t ies  which are favourab le  for expe r imen ta -  
tion. I t s  mode  of ac t ion has been e luc ida ted  to  some 
ex ten t  ma in ly  by  kinet ic  exper imen t s  wi th  and  wi thou t  
inhibi tors .  

I t s  subs t r a t e  specif ic i ty  is ve ry  low, since t i le  en- 
zyme a t t acks  a g rea t  va r i e ty  of p r i m a r y  and  secondary  
alcohols,  or revers ib ly  a ldehydes  and ketones.  I t s  main  
physiologica l  funct ion is st i l l  unknown,  b u t  m a y  be 
found b y  the a id  of pyrazo le  which acts  as a specific 
inhib i tor  in vivo. 

Complexes  of the  enzyme  with coenzyme,  or co- 
enzyme + inh ib i tors  have  been c rys ta l l i zed  and  are  
p re sen t ly  be ing  s tud ied  b y  X - r a y  c ry s t a l l og ra phy  in 
the  hope of de t e rmin ing  the  th ree -d imens iona l  s t ruc-  
ture  of the  molecule.  The  fo rmat ion  of the  t e r n a r y  
complexes  leads  to  a p ro found  change of conformat ion  
(monoetinic ins tead  of ortho-rhombic crysta ls) .  Simul-  
t aneous ly  the  opt ica l  r o t a t o r y  dispers ion is d ras t i ca l ly  
changed.  

:IG A. ROSENBERG, H .  THEORELL u n d  T .  ~I'ONETANI, (a) N a t u r e  203, 
755 (1964) ;  (b) Arc.h. B i o c h e m .  B i o p h y s . ,  i m  1) ruck .  


