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4. ZUSAMMENFASSUNG

1. Die von Neumann [3] beschriebene Methode zur Stopped-Flow-Ana¬

lyse der durch die Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber kataly¬

sierten Oxydation von Alkoholen mit NAD und Reduktion von Keto-

nen bzw. Aldehyden mit NADH wurde erweitert, modifiziert und in

ihrer Aussagekraft wesentlich verbessert. Durch geeignete Wahl

der Substratkonzentrationen sowie durch entsprechendes Vormi¬

schen von Enzym und Coenzym liess sich der Reaktionsabiauf

anhand von Teilmodeilen untersuchen.

2. Es wurde ein Computerprogramm entwickelt, welches die Simulation

des Reaktionsabiaufs anhand von Reaktionsmodellen mit bis zu

neun enzymhaltigen Zentren auf einem digitalen Kleincomputer

(PDP-8E) im "on-line"-Verfahren gestattet. Die Experimente wur¬

den ausgewertet, indem die simulierten Kurven mit den experimen¬

tellen Reaktionskurven durch Variation der Geschwindigkeitskons¬

tanten zur Deckung gebracht wurden. Als Ausgangspunkt dienten

dabei die Geschwindigkeitskonstanten für die Assoziation von

Enzym und Coenzym und die Dissoziation der binaren Enzym-Coen-

zym-Komplexe, sowie die Extinktionskoeffizienten der einzelnen

enzymhaltigen Spezies, welche von Hadorn [4] im Rahmen seiner

Dissertation bestimmt worden sind.

3. Das BZAL-BZOL-System wurde anhand des von Dalziel und Dickmson

[12] vorgeschlagenen Siebenzentrenmodells untersucht, welches

eine befriedigende Erklärung sämtlicher Stopped-Flow-Experimen-

te zuliess. Mit Hilfe der Isotopeneffekte auf die Geschwindig¬

keit der WasserstoffÜbertragung gelang es, bis auf die Assozia-

tionsgeschwindigkeitskonstante von Enzym und BZOL und die Dis-

soziationsgeschwmdigkeitskosntante für E'BZOL, sämtliche Ge¬

schwindigkeitskonstanten für die im Modell vorkommenden Reak¬

tionsschritte zu bestimmen.

4. Zur Untersuchung des CHON-CHOL-Systems wurde ein vollständig er¬

weitertes Neunzentrenmodell mit beliebiger Assoziationsfolge
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von Coenzym und Substrat verwendet. Mit diesem Modell konnte ei¬

ne gute Uebereinstimmung sämtlicher simulierter und experimen¬

teller Reaktionskurven erzielt werden. Insbesonders konnten auch

die in der Arbeit von Neumann [3] zu Widersprüchen führenden Ex¬

perimente mit Produktsubstratzusatz befriedigend erklärt werden.

Es gelang, die wichtigsten Geschwindigkeitskosntanten - ein¬

schliesslich derjenigen für die Wasserstoffübertragung - sowie

die Dissoziationskonstanten sämtlicher enzymhaltiger Spezies

eindeutig zu bestimmen.

Es wurden keine Hinweise auf ein nichtäquivalentes Verhalten der

beiden Untereinheiten des Enzyms gefunden, wie dies von ver¬

schiedenen Arbeitsgruppen [20-25] postuliert worden ist.

Das Verfahren zur Isolierung der Alkoholdehydrogenase aus Pfer¬

deleber wurde modifiziert und verbessert. Die von Neumann [3]

eingeführte Chromatographie an Hydroxylappatit wurde durch eine

Kristallisation des Enzyms durch Dialyse gegen Aethanol [8] und

Chromatographie an Whatman-CM-Cellulose [43] ersetzt. Dadurch

erhielt man elektorphoretisch reines und stabiles EE-Isoenzym

in guter Ausbeute, welches in kristallinem Zustand über länge¬

re Zeit lagerfähig war.
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5. ABSTRACT

An improved method is described for the investigation of the liver-

alcohol-dehydrogenase-catalysed Oxydation of alcohol by NAD and

reduction of keton or aldehyde by NADH. Stopped-flow reaction cur-

ves were evaluated by numerical adaptive Simulation on a small

Computer System (PDP-8E).

The Substrate pair benzaldehyde-benzyl alcohol was studied on the

basis of a seven-center reaction mechanism with random sequence of

addition of NAD and alcohol and ordered sequence of addition of

NADH and aldehyde. It was possible to determine the rate constants

for the individual reaction Steps and the deuterium isotope effects

on the hydrogen transfer.

To evaluate the experiments with cyclohexanone-cyclohexanol the a-

bove reaction mechanism was extended to allow randomness in the se¬

quence of association of NADH and ketone also. The rate constants

of some reaction steps and the dissociation constants for all en-

zyme containing species were determined and good agreement between

the simulated and the experimental reaction curves was obtalned.

No evidence was found indicating a non-equivalent behaviour of the

active Sites, as has been postulated by various authors [20-25].


