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ZUSAMMENFASSUNG

1)

2)

3)

4)

Die CD-Eigenschaften des Apoenzyms LADH wurden in widss-

riger Losung untersucht. Aus dem CD-Spektrum des Bereiches
im tiefen UV wurden die Sekundidrstrukturanteile des Enzyms
berechnet und im Vergleich zu den Daten der R&Gntgenstruk-

turanalyse diskutiert.

Die CD-Feinstrukturbanden des Apoenzyms konnten den ein-
zelnen Typen der aromatischen Aminosiuren (Tryptophan,
Tyrosin und Phenylalanin) zugeordnet werden. Der Vergleich
der Aenderungen in diesem Bereich, einerseits bei
Variation des pH, andererseits bei der Bindung von NAD

in Anwesenheit des Inhibitors Trifluordthanol, ergab
Hinweise auf eine coenzyminduzierte Konformationsinde-
rung des Enzyms und ermglichte es, die in der Literatur
vorgeschlagene Hypothese, dass bei der Bindung von

Coenzym ein Tyrosin deprotoniert wird zu widerlegen.

Dass die Bindung von NAD oder NADH an LADH eine Konfor-
mationsdnderung des Enzyms induziert, konnte auch aus

der Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften des LADH-.NAD-
und LADH-+NADH-Komplexes abgeleitet werden. Sowohl Fluor-
eszenz- als auch CD-Untersuchungen ergaben {ibereinstim-
mend, dass Tryptophanreste von LADH von dieser Konfor-

mationsdnderung betroffen werden.

Die Analyse der Fluoreszenzeigenschaften des Apoenzyms
ermdglichte die Separierung der Fluoreszenzbeitridge der
beiden Tryptophanreste in LADH. Danach zu schliessen
befindet sich ein Tryptophanrest im hydrophoben Inneren,
der andere nahe der Enzymoberfldche, aber nicht voll-

stdndig solvatisiert durch die umgebende LOsung. Diese
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Interpretation wurde als konsistent mit den Resultaten

der ROntgenstrukturanalyse erachtet.

Bindunsstudien zeigten, dass weder mit Benzamid und
Isobutyramid in Anwesenheit von NADH, noch mit Vitamin-
~A-Sdure ein kooperatives Bindungsverhalten an LADH
vorliegt, und dass gegenteilig lautende Berichte in

der Literatur auf Artefakte zurlickzufiihren waren.

Die spektroskopischen Eigenschaften der Coenzymanaloge
sNAD und sNADH und deren Mononukleotide in Wasser und
Aethanol/Wasser-L&sung wurden untersucht. Dadurch konnte
eine qualitative Unterscheidung gemacht werden zwischen
Coenzymbanden, welche auf Konformationsdnderungen empfind-
lich sind und solchen, die auf L&sungsmittel&dnderungen

reagieren.

Aufgrund der detaillierten Untersuchungen der freien
thio-Coenzyme war eine Interpretation der spektrosko-
pischen Verdnderungen, die durch die Bindung der Co-
enzymanaloge an LADH oder durch die zus&dtzliche Bindung

eines Inhibitors verursacht werden, mtglich.

Insbesondere konnte nachgewiesen werden, dass die Bin-
dung von Isobutyramid zum LADH.sNADH-Komplex eine Aende-
rung der Wechselwirkung des gebundenen Coenzyms oder/und
eine Konformationsdnderung desselben mit sich bringt.
Basierend auf Resultaten aus ROntgenstrukturanalysen

mit anderen Coenzymanalogen konnten die abnormalen
spektroskopischen Eigenschaften des gebundenen sNAD

in Anwesenheit von Trifluor&dthanol interpretiert werden.
Die aus CD- und Fluoreszenzstudien abgeleiteten Bindungs-
eigenschaften ergaben zusammen mit den kinetischen Unter-
suchungen ein einheitliches Bild des Verhaltens der

thio-Coenzyme mit LADH.
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Das systematische Vorgehen bei der Untersuchung der
spektroskopischen Eigenschaften ermdglichte eine kri-
tische Beurteilung der Aussagekraft der angewandten
Methoden beziiglich Informationen liber Struktur und
strukturelle Aenderungen eines Proteins und seiner

Komplexe in L&sung.
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Abstract

UV absorption, circular dichroism and fluorescence proper-
ties of horse liver alcohol dehydrogenase and its complexes
with different ligands have been investigated, in order to
obtain information about the structure of the enzyme in solu-
tion and about structural changes following the binding of
ligands. The results have been discussed based on recent x-

ray data for the enzyme.

Based on the far UV region of the CD spectrum, the secondary
structure of the apoenzyme has been estimated. The highly
resolved near UV region has been discussed in terms of the
contribution of the aromatic amino acid residues. Based on
the comparison of the CD fine structure of the apoenzyme at
alkaline pH and in the presence of NAD and trifluoroethanol,
it was possible to exclude the hypotheses from the litera-
ture that coenzyme binding induces the deprotonation of a
tyrosin residue. But the spectrum of the same complex indi-
cated a coenzyme-induced conformational change of the enzyme
which involves tryptophan residues of the enzyme. In agree-
ment with these results, the same conclusion was obtained
from fluorescence studies of binary enzyme-coenzyme comple-
xes. In addition, the analysis of the corrected fluorescence
properties of the apoenzyme permitted an identification of
the contribution of each of the two tryptophans to the total
enzyme fluorescence. In agreement with X-ray data, one tryp-
tophan could be located in the hydrophobic interior, the

second one near the protein surface.

Binding studies demonstrated that neither benzamide or iso-
tyramide in presence of NADH nor vitamin A acid show coope-
rative binding to horse liver alcohol dehydrogenase, contra-

dicting earlier reports in the literature.

Special attention has been devoted to the spectroscopic pro-

perties of the coenzyme analogs sNAD and sNADH free in
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solution and bound to the enzyme. Dissociation constants of
the thio-coenzymes from different complexes have been de-
termined from the quenching of the enzyme's fluorescence
following coenzyme binding. Based on extensive investiga-
tions of the spectroscopic properties of sNAD, sNADH and the
mononucleotide mixtures resulting from enzymatic cleaving of
the dinucleotides in different solvent systems, a detailed
analysis of the spectroscopic properties of the thio-coen-

zymes bound to the enzyme has been presented.

In particular, a change of the specific interaction of the
bound sNADH with functional groups of the active site and/or
a conformational change of the bound sNADH following isobu-
tyramide binding has been detected. Based on recent X-ray
data for énzyme-coenzyme complexes, also the anomalous spec-
troscopic properties of the bound sSNAD in the presence of
trifluoroethanol have been interpreted. The binding proper-
ties deduced from CD and fluorescence studies are consistent
with kinetic results observed for horse liver alcohol dehy-

drogenase with thio-coenzyms.

This systematic investigation of the spectroscopic proper-
ties was used to examine critically the inherent limits of
the methods empioyed in getting information about structure
and structural changes of a protein and its complexes in
solution.



