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Uber den spezifischen Mechanismus enzymatischer Proteolysen.
Von Prof. Dr. E. Warpscumipt:LEITZ, Prag.
(Vortrag anlidfilich der Ubergabe des Paul-Ehrlich-Preises in Frankfurt a. M. am 14. Médrz 1930%).
(Eingeg. 28. Mirz 1930.)

Im Jahre 1897 ist PaulEhrlich!), dessen Geburts-
tag wir heute begehen, zuerst mit seiner bekannten
soeitenkettentheorie“ hervorgetreten, der Anschauung,
dafi hochmolekulare, physiologisch aktive Stoffe wie die
Antigene oder auch die Fermente ihre besondere Akti-
vitit der Ausbildung spezifischer Seitenketten ver-
danken, mittels welcher ihre Verankerung an den Sub-
straten ihrer Reaktion erfolge. Mit dieser einfachen Vor-
stellung gewann mnan erstmals eine klare Einsicht
in die chemischen Grundlagen vieler physiologisch
wichtiger Vorginge, vor allem auf den Gebieten der
Immunchemie und der Chemotherapie; ihre Giiltigkeit
fiir serologische Reaktionen ist heute durch zahllose ex-
perimentelle Belege und Befunde gesichert. Auf dem
Gebiete der enzymatischen Reaktionen hat man die Be-
stitigung der Ehrlichschen Anschauung bisher vor-
nehmlich durch Untersuchungen iiber das Schicksal von
Enzymen nach ihrer Einfiihrung in den lebenden Orga-
nismus gesucht, welche ebenfalls zur Bildung spezifischer
Abwehrstoffe, von , Antienzymen®, zu fithren scheint.
Wie fruchtbar die Ehrlichsche Seitenkettentheorie
aber auch fiir das Verstindnis der normalen enzymati-
schen Reaktionen, der Reaktionen zwischen Enzym und
Substrat, sich erwiesen hat, das zu zeigen, soll der Inhalt
meiner heutigen Ausfithrungen sein. Hier hat ja schon
Emil Fischer zur Erklirung der enzymatischen Spe-
zifitit den anschaulichen und chemisch durchdachten
Vergleich von Schlo§ und Schliissel gebraucht.

Die Enzymforschung ist diesen einfachen und klaren
Vorstellungen nicht immer gefolgt, sie hat manchen Irr-
weg beschritten. Unter dem Einfluf3 der sich entwickeln-
den Kolloidchemie hat W. M. Ba yliss?) versucht, das
Wesen der Enzymwirkung in erster Linie auf eine
durch Adsorption bedingte Konzentrationserhéhung des
Substrates an der Grenzfliche der Enzymteilchen, also
auf eine Oberflichenwirkung des Enzyms, nicht auf
bestimmte chemische Affinitdten zurilickzufiihren: der
Adsorptionsvorgang sollte die Voraussetzung bilden fiir
die nachfolgende chemische Reaktion, fiir deren Ausmafl
nur der jeweils adsorbierte Anteil der Reaktionspartner
als mafigebend angesehen wurde. Fiir die Erklarung der
fein auswihlenden enzymatischen Spezifitit beliefl diese
Anschauung nur geringen Spielraum; sie ist experi-
mentell nie bewiesen worden, und man hat sie heute
verlassen.

Eine der wichtigsten Grundlagen fiir die moderne,
mehr chemische Analyse enzymatischer Reaktionen
boten die Untersuchungen von L. Michaelis?®) am
Beispiel der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse, aus
welchen hervorging, dafl diese Reaktion der Giltigkeit

1) Klin. Jahrbuch 6, 299 [1897].

?) The nature of enzyme action, 3. Aufl,
S. 107 ff.

3) L.Michaelisu. M. L. Menten, Biochem. Ztschr. 49,
333 [1913].
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des Massenwirkungsgesetzes unterliegt, wie wenn sie in
homogener Losung erfolgte. Nicht ein adsorbierter
Bruchteil, sondern die gesamte vorhandene Menge des
Substrates erwies sich als mafigebend fiir die Reaktions-
geschwindigkeit; die Affinitdt eines Enzyms zu seinem
Substrate liefl sich zahlenmiflig festlegen. In anderen
Féllen wieder, insbesondere bei enzymatischen Fett-
spaltungeun, lehren uns die Erfahrungen der Enzym-
chemie doch eine gewisse Abhingigkeit der enzymati-
schen Aktivitit vom Adsorptionszustande, der Dis-
persitiat?). Den Gegensatz zwischen den Anschauungen
von Baylissund von Michaelis in gewissem Sinne
iiberbriickend, ist so die von R. Willstdtter?®) ver-
tretene Vorstellung gereift, dal die Enzyme sich zu-
sammensetzen aus einem kolloiden Tréager und aus einer
oder mehreren spezifisch aktiven Gruppen, welche ihre
Reaktion mit dem Substrate vermitteln und deren Auf-
ladung zugleich die Kolloidnatur des Enzymkomplexes
bedingt. Die enzymatische Reaktion fithrt danach {iber
eine intermedidr entsiehende Enzym-Substrat-Verbin-
dung, deren Bildung aus Enzym und Substrat und deren
Zerfall in freies Enzym und in die Spaliprodukte des
Substrates man auch analytisch zu unterscheiden vermag,
wenn die beiden Stufen der Reaktion, Bildung und Zer-
fall der Enzym-Substrat-Verbindung beispielsweise
durch hemmende Stoffe in verschiedenem Mafle beein-
fluBt werden. Nach einer zuerst von H. v. Euler?®)
vertretenen Vorstellung, welche man kurz als die ,,Zwei-
Affinitiatstheorie bezeichnet, werden fiir diese beiden
Teilvorginge einer enzymatischen Reaktion zwei ver-
schiedene aktive Gruppen des Enzymmolekiils verant-
wortlich gemacht, eine substratbindende neben einer
substratspaltenden. So gleicht die moderne Theorie vom
Mechanisinus der Enzymwirkung -weitgehend den Ge-
dankengingen der Ehrlichschen Seitenkettentheorie
mit ihrer Unterscheidung von haptophoren und von funk-
tionellen Gruppen, z. B. in den Fermenten; diesen ent-
sprechen zwei verschiedene, an der enzymatischen Re-

- aktion beteiligte Gruppen in den Substraten, eine enzym-

bindende und eine funktionelle. Inwieweit es gelungen
ist, an einigen einfacheren Beispielen proteolytischer
Reaktionen die Natur der an der Reaktion teilnehmenden
Gruppen in Enzym und Substrat zu ermitteln, dariiber
dartf ich im folgenden berichten.

Von den proteolytischen Enzymen sind die bekann-
lesten und bestuntersuchten die des tierischen Verdau-
ungstraktes. Hier unterscheidet man im Sekrete der

*) Vgl. den Bericht iiber die Feier S. 335 d. Ztschr.

%) Vgl. R. Willstéatter, E. Waldschmidt-Leitz
u. Fr. Memmen, Ztschr. physiol. Chem. 125, 93 [1922/23]
(Pankreaslipase). R. Willstdtter u. E. Waldschmidt-
Leitz, ebenda 134, 161 [1923/24] (Ricinuslipase).

5) Vgl. R. Willstdtter, J. Graser u. R. Kuhun,
Ztschr. physiocl. Chem. 123, 1, und zwar S. 45 u. 59 [1922].

¢ H. v. Euler u. K. Josephson, ehenda 133, 279
[1923/24].
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Magenschleimhaut das Pepsin, ausgezeichnet durch ein
Wirkungsoptimum bei stark saurer Reaktion, und im
Sekrete der Bauchspeicheldriise vier verschiedene am
Eiweiflabbau beteiligte Enzyme, das Pankreastrypsin
neben drei Peptide spaltenden Enzymen, einer Carboxy-
Polypeptidase, einer Amino-Polypeptidase und einer Di-
peptidase”); ihr optimaler Wirkungsbereich entspricht
schwach alkalischem bis neutralem Milieu. Die Iso-
lierung der einzelnen proteolytischen Enzyme aus dem
pankreatischen Enzymgemische ist durchgefiihrt; sie be-
ruht auf der Anwendung spezifischer Adsorptionsver-
fahren, wie sie R. Willstatter?®) in die Enzymchemie
eingefithrt hat. Es ist dabei bemerkenswert, dafl nach
neueren Erfahrungen nicht Gele von ausgezeichneter
Oberflachenentwicklung, wie sie bisher angewandt wur-
den, sondern dafl kristallisierte Stoffe, z. B. Tonerde-
oder Eisenmineralien, sich als die auswahlendsten Ad-
sorbentien erweisen, Bauxit fiir die Isolierung der
Carboxy-Polypeptidase, Hamatit fiir die Abtrennung der
Dipeptidase aus den Enzymgeiischen®). Die Adsorption
dieser Enzyme ist danach keine reine Oberflichen-
erscheinung, sie scheint vielmehr zwischen spezifischen
chemisch aktiven Gruppen in Adsorbens und Enzym zu
erfolgen.

An Versuchen, zwei dieser Enzyme, Pepsin und
Trypsin, von deren Existenz man schon lange weif, auf
Grund ihrer spezifischen Wirkungsweise bei der Eiweif-
spaltung zu unterscheiden, hat es nicht gefehlt. Am be-
merkenswertesten ist die von J. H. Northropt) vor-
genommene und experimentell begriindete Unterschei-
dung auf Grund elektrochemischer Affinititen, wonach
das Trypsin nur mit den Eiweiffanionen, das Pepsin nur
mit den Eiweiflkationen in Reaktion zu treten vermdége;
die Vereinigung von Enzym und Substrat wird also in
diesen Fillen als eine lonenreaktion verstanden, doch
ohne nahere Kennzeichnung der reagierenden Gruppen.

Viel weiter gehen die Aufschliisse, welche man iiber
den Reaktionsmechanismus der drei peptidspaltenden
Enzyme, Carboxy-Polypeptidase, Amino-Polypeptidase
und Dipeptidase, gewonnen hat, man verdankt sie der
Untersuchung ihrer Spezifitit gegeniiber Peptiden und
Peptidderivaten. Die Frage nach der Natur der enzym-
bindenden Gruppe in den Substraten ist am Beispiel
dieser Enzyme zuerst gelost worden. So hat sich ergeben,
daf die Bindung der Dipeptidase und die der Amino-
Polypeptidase an der freien Aminogruppe der Peptide
erfolgt; fiir die Anlagerung dieser Enzyme ist ndmlich
die Gegenwart einer freien NH.,-Gruppe in den Sub-

straten unbedingt erforderlich, nach ihrer Substitution, -

z. B. durch Siurereste, unterbleibt die enzymatische Ein-
wirkung; eine freie Carboxylgruppe findet man dagegen
entbehrlich!t). Die Wirkung von Amino-Polypeptidase

7Y E.Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. J. Wald-
schmidt-Graser, Ber. Disch. chem. Ges. 62, 956 [1929].
E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, ebenda 62, 2217
[1929].

8) Untersuchungen iiber Enzyme, Jul. Springer, Berlin 1928.

9) Nach demniichst zu vercffentlichenden Versuchen mit
Fr.E.Zimmermann u. G. F. Hiittig.

19) Naturwiss. 11, 713 [1923].

11y H, v. Euler u K. Josephson,
Chem. 157, 122, und zwar S. 124 u. 137 [1926]. K. Joseph-
son u. H. v. Euler, ebenda 162, 85 [1926/27]. E. Wald-
schmidt-Leitz, W. Grafmann u. A. Schiffner,
Ber. Disch. chem. Ges. 60, 359 [1926/27). E. Waldschmid!l-
Leitzu. W. Klein, ebenda 61, 640 [1928].

Ztschr. physiol.

und Dipeptidase besteht daher in der Abspaltung des die
freie Aminogruppe tragenden Aminosiurerestes. Fiir den
Spezifititsunterschied der beiden Enzyme untereinander
andererseits ist maigebend die Lange der Peptidkette: die
Wirkung der Dipeptidase ist auf die Hydrolyse von Di-
peptiden, die der Amino-Polypeptidase auf die Spaltung
von Tri- und héheren Peptiden beschrinktt?).

Die Bindung der Carboxy-Polypeptidase an ihre Sub-
strate findet man von anderer Art: sie erfolgt an der
freien Carboxylgruppe?®). Die Wirkung dieses Enzyms
auf Peptide besteht daher in der Abspaltung der Amino-
siuren vom freien Carboxylende her. Die Verschieden-
heit in der Bindungsweise der beiden Polypeptidasen
wird besonders anschaulich belegt durch die Tatsache,
dafl fiir die Verankerung der Amino-Polypeptidase nur
die sterische Konfiguration der die ifreie Aminogruppe
tragenden Aminosidure, fiir die der Carboxy-Poly-
peptidase dagegen nur die raumliche Anordnung der
Atome an der Carboxylgruppe mafigebend ist'*). So er-
folgt die Hydrolyse beispielsweise des racemischen Tri-
peptids d,l-Leucyl-glycyl-l-tyrosin nur durch Amino-
Polypeptidase asymmetrisch, unter Beschrankung auf die
den l-Leucinrest enthaltende Komponente, die durch
Carboxy-Polypeptidase dagegen symmetrisch, sie betrifft
die beiden optischen Antipoden unter Bildung von

d,l-Leucyl-glycin neben 1-Tyrosin.

Die enzymbindende Gruppe in den Peptiden ist also
fir die Verankerung der Dipeptidase und der Amino-
Polypeptidase die NH.-Gruppe, fiir die der Carboxy-Poly-
peptidase das Carboxyl. Welches ist nun die Natur der
an der Verankerung beteiligten chemisch aktiven Grup-
pen in den Enzymen selbst, ihrer haptophoren Gruppen?
Uber diese Frage hat uns die nidhere Uutersuchung der
pu-Abhéngigkeit der einzelnen Enzymwirkungen, ihrer
Abhingigkeit von der Wasserstoffzahl, belehrt. So hat
sich fiir den Fall der Dipeptidase gezeigt, dafl die
pu-Abhédngigkeit ihrer Wirkung auf Dipeptide mit der
pu-Abhéngigkeit einer einfachen chemischen Reaktion
der Peptide, der Geschwindigkeit ihrer Kondensation
mit Aldehydzucker, Glucose, vollkommen iiberein-
einstimmt®®); die Gestalt der pg-Kurve ist fiir die Re-
aktion von Dipeptid und Glucose und von Dipeptid und
Dipeptidase identisch. Auch hat die nahere analytische
Priifung ergeben, dafl der Einflul der Wasserstoffionen
auf die enzymatische Dipeptidspaltung die Lage des
Gleichgewichtes zwischen Enzym und Peptid oder
die Bildungsgeschwindigkeit der Enzym-Peptid-Verbin-
dung, nicht ihre Zerfallsgeschwindigkeit betrifft®). Die
Schlufifolgerung ist berechtigt, dal an der Reaktion
zwischen dem Peptide einerseits und zwischen Dipepti-
dase und Glucose andererseits ahnliche chemisch aktive

12) E.Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. J. Wald-
schmidt-Graser, a. a. 0. Vgl. W. GraSmann u.
H. Dyckerhoff, ebenda 175, 18 [1928]. Ber. Dtisch. chem.
Ges. 61, 656 [1928].

13) E. Waldschmidt-Leitz u. W. Klein, Ber.
Disch. chem. Ges. 61, 640 [1928). E. Waldschmidt-Leitz,
W.Kleinu A.Schiaffner, ebenda 61, 2092 [1928].

18) E. Waldschmidt-Leitz u H. Schlatter,
Naturwiss, 16, 1026 [1928]. E. Abderhalden, ebenda 17,
293, und zwar S. 294 [1929].

15) E. Waldschmidt-Leitz un G. Rauchalles,
Ber. Dtsch. chem. Ges. 61, 645 [1928]. Vgl. dazu H. v, Euler
u. E.Brunius, LieBiGs Ann. 467, 201, und zwar S. 209 [1928].

18) E. Waldschmidt-Leitzu G.v.Schuckmann,
Ztschr. physiol. Chem. 184, 56 [1929].
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Gruppen beteiligt sind. Die haptophore Gruppe der Di-
peptidase, vielleicht auch die der Amino-Polypeptidase,
wire danach in Ubereinstimmung mit einer zuerst von
H. v. Euler und K. Jose phson?) aus Hemmungs-
versuchen abgeleiteten Vorstellung, eine Aldehyd- oder
eine Ketogruppe, die Verankerung der Peptidase an der
Aminogruppe des Peptids vollzége sich also unter Bil-
dung einer Schi ff schen Base.

Weniger bestimmt sind die Aussagen iiber die che-
mische Natur der substratbindenden, der haptophoren
Gruppe der Carboxy-Polypeptidase. Zur Verankerung
dieses Enzyms an das Carboxyl der Peptide scheint ein
bestimmter Ionisationsgrad der Carboxylgruppe er-
forderlich zu sein®); ein Angriff dieses Enzyms auf
Polypeptide erfolgt namlich nur dann, wenn ihre freie
Carboxylgruppe besonderen Aminosidureresten, bei-
spielsweise einem Tyrosin-**) oder einem Tryptophan-
reste?®) angehort. Der Einfluf solcher endstindiger
Aminoséurereste auf die Anlagerung der Carboxy-Poly-
peptidase scheint die elektrochemische Natur der
Carboxylgruppe zu betreffen; denn es hat sich gezeigt,
dal man unabhingig von der Natur des endstindigen
Aminosdurerestes die Anlagerung der Carboxy-Polypep-
tidase durch eine Acylierung der freien Aminogruppe
in den Peptiden bewirken kann2): so wird z. B. Benzoyl-
glycyl-glycin durch Carboxy-Polypeptidase zerlegt, das
freie Dipeptid Glycyl-glycin dagegen nicht. Die mit der
Acylierung verbundene Verstirkung der elektronegativen
Natur des Carboxyls ermoglicht also in diesem Falle erst
die Bindung des Enzyms. Die Reaktion der Carboxy-
Polypeptidase mit ihren Substraten scheint eine Ionen-
reaktion, die haptophore Gruppe dieses Enzyms eine ba-
sische Gruppe zu sein.

Wir wenden uns nun zu der Frage nach der Natur
der funktionellen Gruppen in Enzym und Substrat. Wie
sind die Atomgruppen beschaffen, durch deren Reaktion
nach erfolgter Verankerung des Enzyms an das Substrat
der Zerfall der Enzym-Substrat-Verbindung eingeleitet
wird? Diese Frage erscheint heute erst fiir eine der
behandelten proteolytischen Reaktionen, fiir die enzyma-
tische Spaltung von Dipeptiden, der Beantwortung zu-
gianglich. Die primire Verankerung der Dipeptidase an
den Dipeptiden vollzieht sich, wie schon angefiihrt,
mittels deren freier Aminogruppe. An der Reaktion mit
dem Enzym ist indessen auch der zweite Aminosdurerest
des Dipeptids, der die freie Carboxylgruppe tragende,
beteiligt. Dies hat man aus der Tatsache zu schliefien,
daf3 fiir den Angriff des Enzyms die sterische Konfigu-
ration auch dieser Halfte des Peptids entscheidend ge-
funden wird: das Dipeptid Glycyl-d-leucin z. B., das den
in der Natur nicht vorkommenden Antipoden des Leu-
cins enthilt, wird enzymatisch nicht zerlegt. Aus Ver-
suchen iiber die enzymatische Spaltbarkeit der Glycyl-
aminobenzoesiuren, welche Herr Dr. A. K. Balls??) in

17) A.a.O.
18) EWaldschmidt-Leitz, W.Kleinu.A.Schaff-
ner, Ber. Dtsch. chem. Ges. 61, 2092 [1928].

19) E, Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, H.
Schlatter u. W. Klein, Ber. Disch. chem. Ges. 61, 299
[1927/28].

20) E, Abderhalden u. E. Schwab, Fermentforsch.
9, 501 [1928].

21) EWaldschmidt-Leitz, W.Klein u.A.Schaff-
ner, a. a. 0.

22) Noch unveroffentlicht.

unserein Institute kiirzlich ausgefiihrt hat, ist nun zu ent-
nelimen, daf als die zweite Haftstelle des Enzyms in den
Dipeptiden, als deren funktionelle Gruppe, die NH-
Gruppe der Peptidbindung selbst anzusehen ist. Von
den untersuchten Glycylderivaten der Ortho-, der Meta-
und der Para-Aminobenzoesidure findet man bemerkens-
werterweise das o-Derivat gar nicht, die m- und p-Ver-
bindung dagegen leicht zerlegbar; aus Hemmungs-
versuchen ergibt sich andererseits, dafl auch das o-sub-
stituierte Benzoesdurederivat das Enzym zu verankern
vermag. Die Affinitit der Iminogruppe, deren Funktion
fiir den Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes notwendig
erscheint, ist in der o-substituierten Siure infolge der
Neigung zur Anhydridbildung so abgeschwiacht, daB8 sie
zur Reaktion mit dem Enzym nicht mehr hinreicht. Diese
Erfahrungen finden in Hinblick auf die Kennzeichnung
auch der funktionellen Gruppe in der Dipeptidase selbst
eine wertvolle Erginzung durch neuere Beobachtungen
von M. Bergmann,V.duVigneaudund L. Zer -
vas?) iiber die auBerordentlich grofie Zerfallstendenz
der Peptidbindung nach Substitution ihrer NH-Gruppe
durch Siurereste; an der Iminogruppe acetyliertes Di-
peptid zerfillt danach schon in schwach alkalischem,
wisserigem Milieu unter Aufsprengung der Peptidbindung
in seine Bausteine. Dieser Versuch ist ein bemerkens-
wertes Modell zum Verstindnis der Wirkungsweise von
Dipeptidase, deren funktioneller Gruppe man danach
den Charakter eines Siurerestes zuzuordnen hitte.

So rundet sich die Vorstellung vom Mechanismus
der enzymatischen Peptidspaltung, wie wir sie heute ent-
werfen konnen, zum Bilde einer Reaktion mittels Seiten-
ketten im Sinne der Ehrlichschen Theorie. Diese
Theorie gibt uns auch Antwort auf die Frage nach der
Ursache der besonderen physiologischen Aktivitit der
Seitenketten in den Enzymen, diese ist ndmlich bedingt
durch die Verkniipfung der chemisch-aktiven Gruppen
mit dem grofien Molekiil des kolloiden Trégers. Fiir die
ausgeprigte Spezifitit andererseits, der wir bei den
Enzymen gleichfalls begegnen, wird man entweder eine
spezifische Struktur der Seitenketten selbst oder aber
eine besondere Konfiguration des kolloiden Tréagers
verantwortlich zu machen haben. In diesein letzteren
Sinne konnte man nidmlich die Erfahrungen verwerten,
welche kiirzlich E. Bamann und P. Laeverenz?)
aus dem Miinchener Laboratorium iiber eine willkiirliche
Anderung, ja Umkehr der optischen Auslese fettspalten-
der Enzyme durch zugesetzte, optisch-aktive Stoffe mit-
geteilt haben. Wenn die chemisch-aktive Gruppe eines
Enzynis an verschiedenen, sterisch-isomeren, kolloiden
Tragern verankert ist, so mag dies schon zur Aus-
I6sung einer funktionellen Spezifitit hinreichend sein.
So weitgehend erfiillen sich die Voraussetzungen der
Ehrlichschen Theorie fiir das Beispiel der Enzyme.

Es gibt zwei Arten, naturwissenschaftlich zu ar-
beiten. Die eine ist, ein grofles experimentelles Tat-
sachenmaterial zu sammeln und aus ihm GesetzmaBig-
keiten abzuleiten. Die wirklich, produktive Arbeitsweise
eines Naturforschers aber scheint mir die Paul Ehr-
lichs zu sein, der die Wahrheit intuitiv erkannte, und
fiir den das Experiment nur ihre Bestiitigung bedeutete.

[A. 44.]

23) Ber. Dtsch. chem. Ges. 62, 1909 [1929].
24) Ebenda 63, 394 [1929/30].
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