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Nicotinamid-phenyl-dinucleotid (NPhD) ist als Coenzym in Dehydrogenasesystemen wirk-
sam. Die Bindung an das Enzym wird durch lipophile Krifte bewirkt. Die maximalen Um-
satzgeschwindigkeiten lassen den SchluBl zu, daB die Aktivierung des Coenzyms im Coenzym-
Enzym-Komplex durch das Enzym Lactatdehydrogenase ausschlieBlich am Nicotinamid-
ring erfolgt. Dagegen erfolgt die Aktivierung des Komplexes bei den zinkhaltigen Alkohol-
dehydrogenasen vorwiegend iiber den Adeninring.

NPhD wurde durch Kondensation der beiden Mononucleotide in wiaBrigem Pyridin
mit Dicyclohexylcarbodiimid hergestellt. 1-O-Phenyl-8-p-ribofuranosyl-5-phosphat  wie
auch das Coenzymanaloge sind sehr siureempfindlich. Durch milde saure Hydrolyse erhielten
wir aus NPhD die Nicotinamidribotid-5'-pyrophosphat(P2)-5"-ribose ).

Optische Untersuchungen am hydrierten und oxydierten Coenzym weisen auf eine sehr
geringe Wechselwirkung zwischen dem Phenyl- und dem Nicotinamidring hin. Im Fluores-
zenzanregungsspektrum des hydrierten Coenzymanalogen tritt eine Energieiibertragung
vom Phenyl- auf den Dihydronicotinamidring ein.

Das natiirliche Coenzym Nicotinamid-adenin-dinucleotid ist nach Verlust des
Adeninteils als Coenzym in Dehydrogenasesystemen nur noch schwach aktivl),
Dieses duBert sich in der groBen Michaelis-Konstanten, als MaB fiir die Bildung des
Coenzym-Enzym-Komplexes, wie auch in der geringen Aktivierung des Komplexes,
die durch die maximale Umsatz- oder Zerfallsgeschwindigkeit ausgedriickt wird. Um
die Bedeutung des Adeninteils im Coenzym zu kliren, haben wir zunichst die Sub-
stituenten im Purinteil verindert 2. Die synthetisierten purinhaltigen Coenzymmodelie
wiesen aber nahezu gleiche enzymatische Eigenschaften auf wie das natirliche
Coenzym NAD **), Erst der Ersatz des Purinringes durch 1-Desaza-purin **#* oder

*) Teil der Dissertat. M. Volz, Univ. Frankfurt am Main 1966.

**) Abkiirzungen: Nicotinamid-adenin-dinucleotid == NAD, Nicotinamid-phenyl-dinucleo-
tid = NPhD, Nicotinamidribotid-5'-pyrophosphat(P2)-5"'-ribose = NMNPR, Dihydro-
nicotinamid-adenin-dinucleotid = NADH, Dihydronicotinamid-phenyl-dinucleotid =
NPhDH, Leber- bzw. Hefe-Alkoholdehydrogenase = ADHy bzw. ADHy, Lactat-
dehydrogenase = LDH.

**%) [.Desaza-purin = 3H-Imidazolo[4.5-b]pyridin.

V) G. Pfleiderer, E. Sann und F. Ortanderl, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 73,
39 (1963).

2) C. Woenckhaus, Chem. Ber. 97, 2439 (1964).
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Benzimidazol3) fithrte zum Abfall der Coenzymfunktion. Da bei diesen Ringsystemen
noch die Moglichkeit einer Wasserstoffbriicken- oder Nebenvalenzbindung zwischen
dem Ringstickstoff und entsprechenden Gruppen im ,,aktiven Zentrum* des Enzym-
eiweiles besteht, interessierte ein Coenzymmodell, in dem der nichtfunktionelle
Molekiilteil einen lipophilen Phenylring enthilt, um die Moglichkeit jeder anderen
Bindungsart auBer der lipophilen Bindung auszuscheiden.

Nicotinamid-phenyl-dinucleotid erhielten wir durch Kondensation der beiden
Mononucleotide Nicotinamid- und Phenylribotid-5-phosphat mit Dicyclohexyl-
carbodiimid in w#Brigem Pyridin4, Die Synthese des Phenylribotid-5-phosphats
gelang durch Veresterung des in 2- und 3-Stellung durch eine Isopropylidengruppe
geschiitzten Phenylribosids mit -Cyan-iithylphosphat in wasserfreiem Pyridin5. Bei
allen Reaktionsschritten durften die Verbindungen nur kurzzeitig schwach saurem
Medium ausgesetzt werden, da sonst der Phenylring abgespalten wird. Die Isolierung
der Verbindungen gelang als Lithiumsalze. Wir vermieden die Acetonfillung bei
NPhD, da der Nicotinamidteil Aceton in neutraler oder schwach alkalischer Lésung
irreversibel addiert©.
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Die Michaelis-Konstante und maximale Umsatzgeschwindigkeit (¥pax) von NMNPR
(4) wurden schon frither in unserem Institut bestimmt?. Bei der Elution der durch Hoch-
spannungselektrophorese auf Papierstreifen abgetrennten Substanz werden aus dem Papier
Stoffe miteluiert, die die enzymatische Reaktion stark becinflussen kénnten. Wir haben deshalb
die damalige Untersuchung tiberpriift und muBten feststellen, daB die Ky-Werte und die
maximalen Umsatzgeschwindigkeiten etwas von denen der recinen Substanz abweichen.

Das Coenzym NPhD ist beinahe so aktiv wie die vorher erwihnten Modelle
Nicotinamid-1-desazapurin-dinucleotid und Nicotinamid-benzimidazol-dinucleotid.
Die Bindung an das Enzym kann nur durch lipophile Krifte bewirkt werden. In der
Tabelle sind die enzymatischen Daten aufgefiihrt. Der Unterschied, den NPhD als

) C. Woenckhaus und G. Pfleiderer, Biochem. Z. 341, 495 (1965).

4 N. A. Hughes, C. W. Kenner und A. R. Todd, J. chem. Soc. [London] 1957, 3733.

$) G. M. Tener, J. Amer. chem. Soc. 83, 159 (1961).

6) R. M. Burton, A. San Pietro und N. O. Kaplan, Arch. Biochem. Biophysics 70, 87 (1957).
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Biochemische Eigenschaften von Nicotinamid-phenyl-dinucleotid (NPhD) verglichen mit NAD
und Nicotinamidribotid-5’-pyrophosphat(P2)-5""-ribose (NMNPR)

ADHy ADHL LDH
Km Vmax Km Vmax Km Vmax
NAD 2.5x104 55000 0.3 104 410 0.75x 104 17000
NPhD 50 X104 7000 6 X104 240 8.7 xX10™4 15000
NMNPR 100 X104 1000 40 X104 100 60 X104 500

Coenzym im Test mit Alkoholdehydrogenasen einerseits und Lactatdehydrogenasen
andererseits aufweist, konnen wir nur durch die unterschiedliche Aktivierung des
Nicotinamidteils an den verschiedenen Dehydrogenasen erkldren. Die Enzym-Sub-
strat-Affinitit ist bei den drei Enzymen LDH, ADHy und ADH; etwa in der gleichen
GroBenordnung herabgesetzt., Die maximalen Umsatzgeschwindigkeiten unterschei-
den sich bei den drei Enzymen erheblich. NPhD erreicht im Test mit Lactatdehydro-
genase die gleiche maximale Umsatzgeschwindigkeit wie natiirliches Coenzym. Die
hydrophobe Bindung durch den Phenylring reicht aus, das Coenzym im ,,aktiven
Zentrum** des Enzyms zu halten?. Die Aktivierung des Enzym-Coenzym-Komplexes
erfolgt also ausschlieBlich am Nicotinamidring. Dagegen finden wir im Test mit
Alkoholdehydrogenasen erheblich kleinere maximale Umsatzgeschwindigkeiten. Wir
schlieBen daraus, daB bei den zinkhaltigen Alkoholdehydrogenasen die Aktivierung
des Coenzym-Enzym-Komplexes nur zum Teil am Nicotinamidring erfolgt, daneben
tritt in diesem Komplex noch eine Aktivierung iiber den Adeninring ein. Beim Ersatz
des Purinringes durch einen Benzimidazol-, 1-Desaza-purin- oder Phenylring fillt
dieser Aktivierungsanteil aus.

NPhD zeigt eine sehr geringe Wechselwirkung zwischen dem Phenyl- und dem
Nicotinamid- bzw. Dihydronicotinamidring. Die Differenz der molaren Extinktions-
koeffizienten zwischen oxydierter und hydrierter Form gemessen bei 265 my. betrigt
4.0x103 und ist fast so groB} wie bei Coenzymmodellen, die nur den funktionellen
Nicotinamidring besitzen. Purinhaltige Coenzymanaloge wiesen molare Extinktions-
differenzen zwischen 3 —3.4 X 103 auf?. Bei den Coenzymmodellen ohne einen zwei-
ten Ring liegt sie bei 4.5 x 103,

Das Fluoreszenzanregungsspektrum von NPhDH (Abbild. 1) zeigt, daB Licht vom
Phenylring bei 270 my absorbiert und auf den Dihydronicotinamidring iibertragen
wird. Dieser emittiert Licht mit einer Wellenlinge von 465 mp.

Die Fluoreszenzanregung des Dihydronicotinamids durch den Adeninring im NADH
ist nach Leonard und Laursen® keine strahlungslose Anregung. Sowohl unsere Unter-
suchungen am «-NAD®9 als auch die von Leonard am Nicotinamid-3-isoadenin-
dinucleotid zeigten, daB3 diese Erscheinung nicht im Zusammenhang mit der Coenzym-
funktion steht.

7} B. M. Anderson, M. I. Reynolds und C. D. Anderson, Arch. Biochem. Biophysics 111, 202
(1965).

8 N. J. Leonard und A. R. Laursen, Biochemistry 4, 365 (1965).

9) G. Pfleiderer, C. Woenckhaus und M. Nelbock-Hochsteiter, Liebigs Ann. Chem. 690, 170
(1965).
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Abbild.1. Fluoreszenzanregungsspektrum von NPhDH, ¢ = 10~5 m in 0.1 m Natriumchiorid-
Losung pH 9.5. Ordinate: relative Fluoreszenzintensitit, bezogen auf die Photozelle des
Aminco-Bowman Spektralfluorimeter, Spaltprogramm 0.03
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Abbild. 2. Absorptionsspektrum von 0.1 uMol/ccm NPhD in 0.2 m Glycin/Natronlauge-
Puffer pH 9.5 (1), NPhOH in 0.1 m Natriumchlorid-Lésung pH 9.5 (2)

Beschreibung der Versuche

Hefe-Alkoholdehydrogenase, Leber-Alkoholdehydrogenase und Schweineherz-Lactatdehydro-
genase wurden von C. F. Boehringer & Soehne GmbH, Mannheim-Waldhof, bezogen.

Absorptionsmessungen wurden im Zeiss-Spektrophotometer PQM 1I vorgenommen. Das
Fluoreszenzanregungsspektrum wurde im Spektralfluorimeter Aminco-Bowman aufgenom-
men. Zur Messung der Michaelis-Konstanten wurde ein Photometer Eppendorf mit registrie-
rendem Schreiber verwandt und in einer Thermokiivette bei 25° der Absorptionsanstieg bei
366 mu gemessen. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist in AE/Min. angegeben. Die maximale
Umsatzgeschwindigkeit ist definiert als Mol gebildetes Dihydrocoenzym/Mol Enzym/Min.
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ADH-Hefe-Test: In einer 1-cm-Kiivette befanden sich in einem Gesamtvolumen von 2 ccm
0.2 m Glycin/Natronlauge-Puffer pH 9.5, 1.0 mMol Athanol und 0.5—4 wMol Coenzym. Die
Reaktion wurde mit 60 wg ADHy (0.02 ccm einer [:30 verd. Enzymsuspension 10 mg/ccm)
gestartet. Den gleichen Testansatz verwandten wir zur Bestimmung der ADH-Leber-Reak-
tion (200 ug ADH1) (0.02 ccm einer Enzymsuspension 10 mg/cem). Der LD H-Test wurde in
0.2 m Glycin/Natronlauge-Puffer pH 10 durchgefithrt, 0.4 mMol Lithiumlactat wurden als
Substrat zugesetzt; die Coenzymmenge betrug 0.5 —4 pMol. Ausgeldst wurde die Reaktion
mit 4 ug LDH (0.02 ccm einer 1:50 verd. Enzymsuspension 10 mg/ccm). Die Michaelis-
Konstanten und Vax-Werte wurden nach Lineweaver und Burk 19) bestimmt.

1-0-Phenyl-2.3-isopropyliden-p-D-ribofuranose (1): 2.6 g 1-O-Phenyl-8-D-ribofuranvsell)
wurden in 300 ccm trockenem Aceron suspendiert, mit 18.9 g p-Toluolsulfonsiuremonohydrat
versetzt und die Mischung unter gelegentlichem Schiitteln 30 Min. stehengelassen. Dann
wurde sie unter Riithren in 45 ccm 0.5 7 NaHCOj; gegeben und anschlieBend i. Vak. bei 30° zur
Trockne eingeengt. Nach Trocknen des Riickstands tiber P4O;g extrahierte man dreimal mit
heiBem Benzol und dampfte die Extrakte erneut ein: 2.6 g blaBgelber Sirup.

Lithium-1-O-phenyl-3-D-ribofuranosyl-5-phosphat (2): 2.6 g 1 wurden mit einer f-Cyan-
dthylphosphat-Losung 5) (aus 16.1 g Barium-B-cyan-ithylphosphat nach Behandeln mit Do-
wex-50 X8, 100—200 mesh, H®-Form und L&sen in 50 ecm Pyridin) und 30 ccm Pyridin
versetzt. Die Losung wurde bei 30° zur Trockne eingeengt, der Riickstand mit je 30 ccm absol.
Pyridin dreimal i. Vak. bei 30° azeotrop getrocknet, anschlieBend in 100 ccm absol. Pyridin
aufgenommen und mit 10.0 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 40 Stdn. setzte man bei
Raumtemperatur 100 ccm Wasser zu, dampfte nach einer Stde. Pyridin und Wasser bei 30°
i. Vak. ab, versetzte den Riickstand mit 80 ccm 0.5 » NaOH und kochte 1 Stde. unter Riick-
fluB. Nach dem Abkiihlen wurde mit verd. Salzsidure neutralisiert, der Dicyclohexylharnstoff
abfiltriert, das Filtrat i. Vak. auf 30 ccm eingeengt und mit Salzsiure auf pH 2 eingestellt,
um die Isopropylidengruppe zu entfernen. Nach 20 Min. wurde mit verd. Natronlauge
neutralisiert und die Losung auf eine Dowex-1 X8-Sdule (Cl®-Form, 100—200 mesh, 2 X 50
cm) gegeben. Nach Aufgabe von 0.5 m LiCl-L&sung erscheint 2 im Eluat. Nach Lyophilisieren
l6ste man den Riickstand in wenig Methanol, fillte 2 mit dem dreifachen Volumen Aceton,
zentrifugierte ab, 16ste das Sediment in moglichst wenig Wasser und fillte nach Filtrieren mit
dem 20fachen Volumen kaltem Isopropylalkohol. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert
und getrocknet. 650 mg (20 %) farbloses, amorphes Produkt. Gef. Phosphat: Ribose!?) = 1: 1.

UV (0.1 m Tris/Acetat-Puffer pH 7.0): Apyax 267 mp (e = 1.1 X 103).
LiC{1H;408P (312.1) Ber. C42.33 H4.52 P9.92 Gef. C41.91 H 4.88 P 8.38

Nicotinamid-phenyl-dinucleotid, Lithiumsalz (3): 320 mg 2 wurden in wenig Wasser an einer
Dowex-50 X8-Sidule (Ammonium-Form, 200—400 mesh, 2x20 cm) in das Ammoniumsalz
iibergefiihrt. Das waBr. Eluat wurde mit 10 ccm Pyridin versetzt und i. Vak. bei 30° zur Trockne
eingeengt; Pyridinzugabe und Eindampfen wurden zehnmal wiederholt. Nach Lo&sen des
Phenylribotids in 25 ccm Wasser und Zugabe von 500 mg Nicotinamidmononucleotid setzte
man solange Pyridin zu, bis eine leichte Triibung bestehen blieb, lieB nach Zufiigen von 20.0 g
Dicyclohexylcarbodiimid 24 Stdn. bei Raumtemperatur stehen, filtrierte anschlieBend vom ge-
bildeten Dicyclohexylharnstoff, und wusch den Riickstand mit 4.5 ccm heiBem Wasser. Filtrat
und Waschwasser wurden vereinigt und mit 10 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Fil-
trieren, Waschen und Zugabe von Dicyclohexylcarbodiimid wurden fiinfmal nach je 24 Stdn.

10} H. Lineweaver und D. Burk, ). Amer. chem. Soc. 56, 658 (1934).

11) E. Vis und H. G. Fletcher, J. Amer. chem. Soc. 79, 1182 (1957).

12) E. Volkin und W. E. Cohn, Methods of Biochemical Analysis, Bd. 1, S. 298, Interscience
Publishers, New York 1957.
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wiederholt. Anschliefend fiigte man 200 ccm Wasser zu, destillierte das Losungsmittel i. Vak.
bei 30° bis auf 100 ccm ab, entfernte den Dicyclohexylharnstoff mit dem restlichen Pyridin
durch Extraktion mit 3 X 200 ccm Chloroform, engte die widBr. Phase i. Vak. bei 30° auf 30
ccm ein und gab auf eine Dowex-1 X8-Siule (CI®-Form, 100 — 200 mesh, 2 < 50 cm). Zunéchst
wurde mit Wasser eluiert, dann mit Lithiumchloridlésungen steigender Konzentration
(Mischgefil 500 ccm). Mit 0.05 m LiCl-Losung erschien das Coenzymanaloge. Nach Ge-
friertrocknen wurde der Riickstand in absol. Athanol gelost, das Lithiumsalz 3 mit Ather
gefillt, der Niederschlag abzentrifugiert, in méglichst wenig Wasser geldst, filtriert und das
Coenzymanaloge mit kaltem Isopropylalkohol gefillit. Ausb. 102 mg (16 %) farblose, amor-
phe Substanz.

UV (6.1 m Tris/Acetat-Puffer pH 7.0): Ayax 267 myr (e == 5.7x 103 + 59%).

LiC22H27N2015P2'1/2 H20 (637.4) Ber. C41.46 H4.43 N4.34 P9.72
Gef. C41.52 H4.98 N 4.07 P9.71

e-Werte des reduzierten Coenzymanalogen in 0.2 m Glycin/Natronlauge, pH 9.5: ¢ = 1.05 X
103 + 5% bei 267 my, e = 5.9 103 4+ 59 bei 338 my.

Dihydronicotinamid-phenyl-dinucleotid (NPhDH): Zur Messung des Fluoreszenzanre-
gungsspektrums wurden 10 mg NPAD in 10ccm 0.2 m Glycin/Natronlauge-Puffer pH 9.5
gelost und mit 0.1 ccm Athanol versetzt. Die Reduktion wurde mit 1.5 mg ADHy (0.15 ccm
einer Enzymsuspension 10 mg/cem) ausgelést. Man lie 2 Stdn. bei Raumtemperatur stehen,
dampfte dann i. Vak. bei 30° zur Trockne ein, extrahierte aus dem Riickstand Dihydronico-
tinamid-phenyl-dinucleotid mit 5ccm Methanol, dampfte das Losungsmittel i. Vak.ab und nahm
den Riickstand in 1 ccm Wasser auf. Zur Reinigung wurde auf eine Sephadex-Siule (CI®-
Form, A 50 coarse, 3 15c¢m) gegeben, die mit einer 0.01m NaCl-Lésung (mit verd. Natron-
lauge auf pH 9.5 eingestellt) dquilibriert worden war. Nach Aufgabe einer 0.1m NaCl-Losung
als Gradient (Mischgefdfl 500 ccm) erschien NPhDH im Eluat. Der Coenzymgehalt wurde
durch Absorptionsmessungen bei 340 und 267my und durch Phosphatanalyse 13) bestimmt.

Nicotinamidribotid-5'-pyrophosphat( P2)-5"-ribose (NMNPR), Lithiumsalz, (4): Zu 150 mg
NPhD (Lithiumsalz) in 10 ccm Wasser gab man 0.5 ccm konz. Salzsdure, lieB 12 Stdn. bei
Raumtemperatur stehen und féllte dann mit dem I5fachen Volumen Isopropylalkohol.
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und noch einmal umgefillt. Man erhielt 77 mg eines
farblosen, amorphen Produkts, das pherographisch einheitlich war und keine Phenolreaktion
mit Millons-Reagenz zeigte. Die Substanz war sehr gut wasserldslich und reagierte in der
Kilte mit alkalischer Triphenyltetrazoliumlosung unter Rotfirbung. Mit stark verdiinnten
Enzymlosungen konnten wir auf Grund der verschiedenen Umsatzzahlen von NPhD und
NMNPR Spuren von NPhD im NMNPR nachweisen.

LiC]6H23N2015P2 (552.3) Ber. C34.80 H4.20 N5.07 P11.22
Gef. C34.62 H4.41 N 492 P11.00

13) M. Martland und R. Robinson, Biochem. J. 20, 848 (1926). [521/65]





