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Versuche, den Mechanismus enzym-katalysierter Reaktionen aufzukidren, stolen auf groBe experi-
mentelle Schwierigkeiten: Enzyme sind hochmolekulare Proteine, deren Aminosdure-Sequenz noch
weitgehend unbekannt ist. Sie sind empfindlich gegen chemische Reagentien und lassen sich nur
selten selektiv an den aktiven Zentren chemisch verdndern. — Etwas einfacher wird das Problem,
wenn niedermofekulare Coenzyme an der Katalyse beteiligt sind, die sich z. B. durch Einfiihrung neuer
Substituenten so abwandeln lassen, daB aus der noch verbleibenden enzymatischen Aktivitdt oder
durch die Aufnahme von Spektren Schliisse auf den Reaktionsmechanismus méglich werden. Gelegent-
lich geben Modellreaktionen Hinweise, doch sind solche Fdlle selten.

Einleitung

Woh! kaum ein Zweig der Naturwissenschaften hat in
den letzten Jahrzehnten eine derartig stiirmische Entwick-
tung durchlaufen, wie die Biochemie. Zahllose Stoffwech-
selvorgange wurden entdeckt, Reaktionsfolgen aufgeklart
und dic sie katalysierenden Enzyme untersucht. Mit zu-
nehmender Zahl der zur Verfiigung stehenden reinen En-
zymproteine wuchs die Mdglichkeit, den Mechanismus der
enzymatischen Reaktion zu studieren. Wie gering unsere
Kenntnisse hieriiber heute noch sind, sollen die folgenden
Ausfithrungen zeigen. Sie beschranken sich auf Untersu-
chungen an Enzymen und solchen niedermolekularen Sub-
stanzen, die mit prosthetischen Gruppen oder Coenzymen
entweder identisch oder chemisch nahe verwandt sind.
Nicht erwdhnt werden rein spekulative Betrachtungen
oder Modellreaktionen, wie sie z. B. Langenbeck') mit
groBem Erfolg seit vielen jahren angestellt hat. Langen-
becks Enzymmodelle bewirken zwar analoge Substrat-Um-
setzungen, ihre chemische Konstitution hat aber meist
keine direkte Beziehung zu den Wirk-

der zu katalysierenden Reaktion und der Reaktions-
partner. Sie ist jedoch meistens nicht absolut, d. h. viel-
fach werden mehrere chemisch &dhnliche Substanzen
umgesetzt.

Natiirlich mufSte den Chemiker die Frage reizen, wie die
Natur imstande ist, chemische Reaktionen, die im Labo-
ratorium die Anwendung von Druck und erhéhter Tem-
peratur erfordern, bei Korpertemperatur zum Ablauf zu
bringen. Es war naheliegend, zu versuchen, durch Modell-
substanzen Hinweise auf den Reaktionsmechanismus zu
gewinnen. In einigen Fallen ist dies auch gelungen.

Modellreaktionen
Pyridoxal

So konnten Snell und Mitarb. auf Grund von Modellver-
suchen zur enzymatischen Transaminierung den Reak-
tionsmechanismus deuten, bevor neuerdings erste Anhalts-
punkte fiir die Bildung einer Schiffschen Base am Coen-
zym der Glutamat-Aspartat-Transaminase entdeckt wur-
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A, B = Aldol-Spaltung

C, D = Transaminierung
C, E = «,f-Eliminierung
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dens-3). Snell konnte zeigen, daB in Gegenwart von Al3+
Fe?+ oder Cu?+ Glutamat beim Erhitzen seiner wafirigen Lo-
sung mit Pyridoxal (1), dem wesentlichen Bestandteil der
prosthetischen Gruppe von Transaminasen, in a-Ketogluta-
rat itberfiihrt wird, wobei sich Pyridoxamin (11) bildet. Snells
Mechanismus, der auch andere durch Pyridoxal-5-phosphat
katalysierte Reaktionen, wie Aldolspaltung, Racemisierung
oder «.p-Eliminierung, erkldrt, sieht die Bildung eines
Chelats zwischen der Carboxylgruppe der Aminosiure
und der Hydroxylgruppe des Pyridoxals vor®) (s. Schema
S. 160).

Bisher war fraglich, ob auch bei der enzymatischen Kata-
lyse ein Metall beteiligt ist. Wir haben neuerdings an hoch-
gereinigterGlutaminsdure-Alanin-Transaminase ausSchwei-
neherz eine starke Hemmung der Aktivitit durch o-
Phenanthrolin beobachten kénnen, was fiir eine Beteiligung
von Metall-Tonen spricht 7).

Thiamin

Ein anderer Modellversuch brachte Hinweise auf den
Mechanismus der enzymatischen Decarboxylierung. Thi-
amin, das entphosphorylierte Coenzym der Carboxylase,
kann bei Zimmertemperatur und nahezu neutralem pg
dhnlich wie das Enzym katalytisch Brenztraubensiure de-
carboxylieren, Acetaldehyd und Brenztraubensdure zu
Acetoin kondensieren, sowie Diacetyl und Acetaldehyd zu
Acetat und Acetoin umsetzen®-1%). Breslow hat ver-
schiedene Stellen des Thiamins chemisch verdndert und
gezeigt, daBl das Substrat an das C-Atom 2 des Thiazol-
Ringes angelagert wird?!), denn sobald dieses C-Atom
substituiert wird, verschwindet die katalytische Fahigkeit
des Thiamins. Der ,aktive Acetaldehyd“ ist demnach
2-(a-Hydroxyathyl)-thiamin12.13). Nach Breslow ist die
Reaktionsfahigkeit dieses C-Atoms auf die Ausbildung
einer Zwitterionen-Struktur im Thiazol-Ring zuriickzu-
fithren.

R-f’?r‘-‘c—cm R—N— C—CH,
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Franzen hat den Mechanismus der Glyoxalase-I-Reaktion!4)
ebenfalls durch Einschaltung von Modellen aufkliren kénnen. Die
enzymatische Reaktion besteht in einer intramolekularen Dispro-
portionierung des Methylglyoxals zu n-Milchséure mit Glutathion
als Coenzym. Franzen konnte zeigen, dall die Reaktion nicht-
enzymatisch durch N-Dialkyl-cysteamin katalysiert wird und
vermutet, dafl in analoger Weise auch in der Wirkgruppe des
Enzyms eine basische Aminosiure die katalytische Funktion
ausiibt!®). Auch ein Beispiel einer nicht-enzymatischen Wasser-
stoff-Ubertragung unter Beteiligung eines Coenzyms ist bekannt
geworden. Needham und Mitarb. entdeckten die Oxydation von
Glycerinaldehyd durch Diphospho-pyridin-nucleotid (DPN) bei
pu 8,518). O. Warburg gelang dieselbe Reaktion sogar bei pmr 7,5
in Phosphatpuffer!?).

3) D. E. Metzier, M. lkawa u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76,
648 [1954].

4) J. B. Longenecker u. E. E. Snell, ebenda 79, 142 [1957].

5) W. T. Jenkins u. I. W. Sizer, ebenda 79, 2655 [1957].

%) D. S, Hoare u. E. E. Snell: Proc. Internat. Symp. Enz. Chem.
Tokio u, Kyoto, Pergamon Press, London 1957, S. 142,

?) L. Grein u, G. Pfleiderer, Biochem, Z. 330, 433 [1958].

8) 8. Mizuhara u. P. Handler, J. Amer, chem. Soc, 76, 571 [1954].

%) E. Yatko-Manze, F. Roddy, R. G. Yount u. D. E. Metzler, ]. biol.
Chemistry 234, 733 [1959].

10y R. G. Yount u. D. E. Metzler, ebenda 234, 738 [1959].

1y R. Breslow, J. Amer. chem. Soc. 79, 1762 [1957]; 80, 3719 [1958].

12y L. 0. Krampitz, G. Greull u. I. Suzuki, Fed. Proc. 78, 1050 [1959];
R. Breslow u. E. McNelis, J. Amer, chem. Soc. &7, 3080 [1959].

13) H. Holzer u. K. Beaucamp, Angew. Chem. 77, 776 [1959].

1) E. Racker, J. biol. Chemistry 790, 685 [1951].

18) V. Franzen, Chem. Ber. 88, 1361 [1955]; 89, 1020 [1956].

1) D. M. Needham, L. Siminovitch u. S, M. Rapkine, Blochem. J.
49, 113 [1951].

17y 0. Warburg, H. Klotz u. K. Gaweihn, Z. Naturforsch. 9b, 391
[1954].
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Phosphat-Ubertragung

SchlieBlich ist neuerdings auch das Modell fiir eine
Phosphatiibertragung beschrieben worden. Lowenstein
konnte in Gegenwart von Mn2+ bei Zimmertemperatur und
pu 9 aus Adenosin-triphosphat (ATP) und anorganischem
Phosphat Pyrophosphat und Adenosin-diphosphat ge-
winnen). Hierbei wird der elektrophile Charakter des
endstdndigen Phosphoratoms durch Chelatbildung er-
hoht und dadurch die nucleophile Anlagerung des Phos-
phat-Sauerstoffs ermoglicht. Als Phosphat-Acceptoren
kénnen auch Carbonsduren dienen'?).
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Diese wenigen Modellreaktionen, die analog den Enzym-
prozessen verlaufen, sind Ausnahmefalle. Die meisten En-
zymreaktionen lassen sich nicht mit Modellen imitieren,
besonders wenn sie ohne Beteiligung niedermolekularer
Coenzyme ablaufen. Welche Moglichkeiten bestehen nun,
um trotzdem Hinweise auf den Wirkungsmechanismus zu
erhalten? Im Rahmen dieser Arbeit steht dic chemische
Betrachtungsweise im Vordergrund. Es sei aber betont,
daB auch aus kinetischen Daten oder aus der pg-Abhéngig-
keit der Reaktionsgeschwindigkeit auf die Reaktionsfolge
und auf die Art der funktionell wichtigen Gruppen im
EiweiBmolekiil geschlossen werden kann.

Untersuchungen mit Coenzymen und Substraten
DPN-Analoga

Bei den Dehydrogenasen handelt es sich bis auf die 3-
Phospho-glycerinaldehyd-Dehydrogenase um Enzyme, die
ihre Coenzyme (Diphospho-pyridin-nucleotid, DPN, bzw.
Triphospho-pyridin-nucleotid, TPN) leicht abdissoziieren.
Sie katalysieren den ersten Schritt der biologischen Oxyda-
tion, wobei der Wasserstoff vom Substrat auf das Coenzym
{ibertragen wird. Dieser Prozel kann mittels der optischen
Methode von O. Warburg bequem verfolgt werden. Sie
beruht darauf, da wdahrend der Hydrierung des Co-
enzyms bei 340 my ein neues Absorptionsmaximum ent-
steht (Abb. 1). Verfolgt man aiso bei dieser Wellenlange
die Zu- oder Abnahme der Lichtabsorption, so hat man
wegen der streng stochiometrischen Reaktion zwischen
Substrat und Coenzym ein exaktes Maf fiir die Reaktions-
geschwindigkeit. Die Arbeitsgruppe von Westheimer und
Vennesland konnte mit deuterierten Substraten zeigen?®),
daB das Wasserstoff-Atom direkt vom Substrat auf das
C-Atom 4 im Nicotinamid-Teil des Coenzyms iibertragen?®')
und dabei je nach Spezifitit der Dehydrogenase oberhalb
oder unterhalb der Pyridin-Ring-Ebene angelagert wird
18y J. M. Lowenstein, Biochem. J. 70, 222 [1958].

19) J. M. Lowenstein, Biochem. biophysica Acta 28, 206 [1958].
20) F, H. Westheimer, H. F. Fisher, E. E. Conn u. B. Vennesland,

J. Amer. chem. Soc. 73, 2403 [1951]; H. F. Fisher, E. E. Conn,

B. Vennesland u. F. H. Westheimer, J. biol. Chemistry 202, 687

[1953].

21y M. E. Pullmann, A. San Pietro u. 8. P. Colowick, ebenda 206,
129 [1954].
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(=~ und 8-Form)?22). 1938 hat Meyerhof die Anlagerung von
Sulfit- und Cyanid-lonen an DPN entdeckt?3). Auch hierbei
entsteht eine Dihydropyridin-Konfiguration mit der
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Abb. 1. Absorptionsspektren von Diphospho - pyridin-nucleotid
(DPN), hydriertem Diphospho-pyridin-nucleotid (DPNH) und der
Diphospho-pyridin-nucleotid-Sulfit-Additionsverbindung
(DPN'SO;H)

charakteristischen Lichtabsorption im Gebiet von 320 bis
360 myu (Abb. 1). Die Reaktion entwickelt sich aus einer
mesomeren Grenzstruktur des Nicotinamids heraus, die
in 4-Stellung eine Elektronenliicke aufweist. Den ausfiihr-
lichen Untersuchungen Kaplans ist es zu verdanken,
daB wir iiber den EinfluB verschiedener Substituenten in
3-Stellung des Pyridin-Rings sowohl auf die chemische

Auch der Arbeitskreis von Wallenfels?%) hat in den letz-
ten Jahren durch die Synthese zahlreicher Modellsubstan-
zen (vor allem N(1)-2.6-Dichlorbenzyl-Derivate substitu-
jerter Pyridine) wesentliche theoretische Grundlagen fiir
das Verstindnis der enzymatischen Wasserstoff-Ubertra-
gung geschaffen. Allerdings ist nur das komplette Dinucleo-
tid als Coenzym wirksam?"). In einigen Féllen kann aber
die 6-Aminogruppe des Adenins mit salpetriger Saure durch
Hydroxyl ersetzt werden, ohne daB eine wesentliche Ak-
tivitdtsabnahme zu beobachten ist.

Hemmstoffe

Kaplan konnte erstmals einen dem Enzym-Coenzym-
Substrat-Komplex analogen Hemmstoffkomplex aus Le-
ber-Alkohol-Dehydrogenase, DPN und Hydroxylamin
beobachten??). Es war naheliegend, die Hemmwirkung
des Hydroxylamins auf eine nucleophile Anlagerung an die
4-Stellung des Pyridin-Rings im DPN zuriickzufiihren.
Zwei Jahre spiter gelang es Pfleiderer, Jeckel und Wieland,
einen analogen Komplex aus Milchsiure-Dehydrogenase
(LDH), DPN und Sulfit zu entdecken. Sie beobachteten
eine auBerordentlich starke Hemmung verschiedener De-
hydrogenasen, vor allem der LDH, durch Sulfit-fonen und
konnten deren nahezu stdchiometrische Anlagerung an
DPN unter dem EinfluB des Enzyms durch das hierbei neu
auftretende Absorptionsmaximum bei 320 mp. demonstrie-
ren?’). Das Spektrum ist identisch mit dem des von Meyer-
hof nicht-enzymatisch dargestellten DPN-Sulfit-Adduk-
tes, das infolge seiner groBen Dissoziationskonstanten aber
erst bei hoheren Sulfit-Konzentrationen auftritt. Bei Zu-
gabe steigender Sulfit-Mengen zu DPN enthaltender LDH
beobachteten wir zuerst einen proportionalen Extinktions-
Anstieg und schlieBlich einen Sattigungswert, der uns ein
MaB gab fiir die Zahl der maximal vom Enzym gebundenen
DPN-Molekiile. Der Wert von 3 bis 4 DPN-Molekiilen 29, 30)

pro Mol Enzym ist bei der LDH

X relative Hydrierungs-Geschwindigkeiten mit

H “ Alkohol-Deh. aus ;

Lactat-Deh. aus '

mit vollig anderen Bestimmungs-
methoden bestatigt worden?31.32),

o PR - |- e e ! 3-Phosphoglyc.~ Wir fanden auBerdem, daB die

o\ | Tlerder | Hete " nanichen: Rinderherzi‘ aldeh.-Det. Milchsaure mit den Sulfit-lonen kon-

‘ ‘ kurriert: Durch Erhéhung der Lac-

X=—CO(NH,) .... \ 1,00 1,00 (1),28 (1),(:8 ‘ (1),(:3 tat-Konzentration konnte die durch
_gggggg:) ' g:gg gzgg 033 0.0 ‘ 0.38 Sulfit lzeywrkte Hemmung schlieB-
—CH=NOH ....... 050 | 0,06 0,07 001 0,01 lich vallig aufgehoben werden®).
—COCHy) - v ‘ 0.31 0 0 0 0 Gleiches gilt fiir die Apfelsiure-De-
—NH, ....covvnn 0 0 0 0 ‘ Y hydrogenase ). Ein direkter Hinweis
mCNHH*é:O(CCIéa)N‘};I' . (0) g | g g 8 fiir eine der Sulfit-Reaktion analoge
:CO:CS(;Hggz 2) 7,02 0,52 | 1,25 0,37 0,01 Anlagerung des Substrates an das
—CS(NH,) «vnvnnwn 3,48 0,16 0,03 bo0,41 0,16 DPN unter EinfluB des Enzyms
Tabelle 1. Vergleich von DPN-Analogen in Dehydrogenase-Systemen?3) konnte bisher nicht erbracht werden,

Anlagerungsreaktion als auch auf die enzymatische Hydrie-
rung gut orientiert sind. Mit einem Enzym, das die N-
glycosidische Bindung zwischen Nicotinaniid und Ribose
spaltet, ist es moglich, in einer Austauschreaktion Pyridin-
Abkémmlinge, die in 3-Stellung anders als durch die
Carbonamid-Gruppe substituiert sind, in das DPN-Molekiil
einzubauen. Frither schon hatte Kaplan zeigen kdnnen?¢),
daB die 3-Acetylpyridin- und Pyridin-3-aldehyd-Analogen
von DPN als Coenzyme wirksam sind. Weitere Ergebnisse
sind in Tabelle 1 zusammengefaBt?*). Man sieht, daB die
natiirliche Carbonamid-Gruppe nicht unbedingt fiir die
katalytische Funktion notwendig ist.

22) H. R. Levy u. B. Vennesland, J. biol. Chemistry 228, 85 [1957].

) 0. Meyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Mdhle, Biochem. Z. 297, 113
[1938].

24y N. 0. Kaplan u. M. M. Ciotti, ]. biol. Chemistry 227, 823 [1956].

28y B. M. Anderson u. N. O. Kaplan, ebenda 234, 1226 [1959].

162

da sich natiirlich sofort DPNH und
das oxydierte Substrat bilden. Auch Substrat-Analoge, wie
die a-Hydroxy-isobuttersaure oder die a-Methyl-a-hydroxy-
bernsteinsdure (Citramalsdure), die nicht mehr enzyma-
tisch dehydriert werden, bildeten keine optisch erkennba-
ren Additionsverbindungen bzw. wirkten, vermutlich we-
gen sterischer Behinderung durch die Methylgruppe, nicht
einmal als kompetitive Hemmstoffe,

26) K. Wallenfels u. Mitarb., Liebigs Ann. Chem. 627, 86 [1959] u.
folgende.

27y J.v. Eys, M. M. Ciotti u. N. O. Kaplan, J. biol. Chemistry 237,
571 [1958].

28) R. M. Burton u. N. O. Kaplan, ebenda 277, 447 [1954].

2%) G.Pfleiderer, D. Jeckel u.Th.Wieland, Biochem. Z. 328, 187 [1956].

30) G. Pfleiderer u. D. Jeckel, ebenda 329, 370 [1957].

31) Y. Takenaka u. G, W. Schwert, J. biol. Chemistry 223, 157 {1956].

32) S. F. Velick, ebenda 233, 1455 [1958].

33) G. Pfleiderer, D. Jeckel u. Th. Wieland, Biochem. Z. 329, 104
[1957].

34) G. Pfleiderer u. E. Hohnholz, ebenda 337, 245 [1959]).
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Absorptions- und Fluoreszenzspektren

Fiir die Untersuchung bindrer Enzym-Coenzym- und
ternédrer Enzym-Coenzym-Substrat-Komplexe eréffnen sich
auf andere Weise neue Mdoglichkeiten. Theorell und Bon-
nichsen3%) beobachteten erstmals eine Verschiebung des
DPNH-Absorptions-Maximums von 340 my nach 325 mg
bei Zugabe von Leber-Alkohol-Dehydrogenase. Eine dhn-
liche Verschiebung nach kiirzeren Wellenlangen, die durch
eine Komplexbildung zwischen hydriertem Coenzym und
Apo-Enzym verursacht wird, stellten Neilands und Chance
an der LLDH fest3¢). Pfleiderer und Hohnholz?*) fanden eine
Verschiebung des DPNH-Absorptions-Maximums nach
351 my in Gegenwart von Apfelsaure-Dehydrogenase
(MDH) aus Schweineherz. Besser zu beobachten ist diese
Komplexbildung im Fluoreszenzspektrum des DPNH.
DPNH sendet bei Anregung im UV (340 oder 366 my) eine
sehr intensive weiBe Fluoreszenz aus, deren Emissions-
maximum bei 462 bis 468 my liegt. Schwert beobachtete
eine Verdoppelung der Fluoreszenz-Intensitdt, wenn der
DPNH-Lésung LDH zugefiigt wurde3?). Velick3?) konnte
daraus das Bindungsvermdgén von DPNH an LDH und
an 3-Phospho-glycerinaldehyd-Dehydrogenase bestimmen
und prinzipielle Unterschiede in der Art der Bindung des
Coenzyms durch das Apo-Enzym feststellen: LDH steigert
die Fluoreszenz von DPNH, wahrend 3-Phospho-glycerin-
aldehyd-Dehydrogenase sie vermindert. Pfleiderer und
Hohnholz fanden eine Verdreifachung der DPNH-Fluores-
zenz-Intensitdt bei Bindung an MDH (Abb. 2) und errech-
neten aus der Titrationskurve eine Wirkgruppe pro Mol
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Abb. 2. Fluoreszenzspektren des frelen und an Apfelsiure-Dehydro-

genase (MDH) gebundenen hydrierten Diphospho-pyridin-nucleotids

(DPNH). DPNH: 10-% Mol/cm®, MDH: 2-10-® Mol/cm?, m/5 Tris-

puffer pgy 6,5; Anregung mit Hg-Linie 366 my, ZeiB Fluoreszenzzusatz
ZF 4, Temp. = 25 °C

Enzym (Abb. 3). Neuerdings bewies Schwert die Bildung
eines ternaren Komplexes aus DPNH, Lactat und LDH?7),
spater auch aus Glutamat, DPNH und Glutaminsiure-
Dehydrogenase oder aus Alkohol, DPNH und Alkohol-
Dehydrogenase®). Auf Zugabe des hydrierten Substrates
erhoht sich die DPNH-Fluoreszenz nochmals betrachtlich
unter Verschiebung des Maximums nach kiirzeren Wellen-

85) H. Theorell u. R. Bonnichsen, Acta chem, scand. 5, 1105 [1951].

%) B. Chance u. j. B. Neilands, J. biol. Chemistry 799, 383 [1952].

37) A. D. Winer, W. B. Novoa u. G. W. Scawert, J. Amer. chem. Soc.
79, 6571 [1957].

38y A. D. Winer u. G. W, Schwert, Biochim. biophysica Acta 29,
424 [1958].
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langen. Schwert hat durch Fluoreszenz-Messungen sogar
Komplexe aus DPNH, LDH und enzymatisch nicht de-
hydrierbaren Sauren nachweisen kénnen). AuBerdem
fand er, daB in Gegenwart des Oxalsiure-halbamids, eines
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Abb. 3. Fluoreszenz-Intensitdt von 10-% Mol/cm? reduziertem
Diphospho-pyridin-nucleotid in Abhingigkeit von der zugesetzten
Apfelséure-Dehydrogenase-Menge (MDH). Versuchsbedingungen wie

bei Abb. 2. Der Enzym-Blindwert ist beriicksichtigt

kompetitiven Hemmstoffs der Brenztraubensiure-Hydrie-
rung, die Fluoreszenz des DPNH-LDH-Komplexes stark
vermindert ist, obwohl diese Substanz enzymatisch nicht
reduziert wird. Schwert deutet diesen Befund, indem er an-
nimmt, daB die Carbonamidgruppe des Oxalsiureamids
durch eine positiv geladene I'midazolgruppe des Proteins
polarisiert wird. Ein Hydrid-lIon soll

. Protein
dann vom DPNH zum positiv gelade- ‘
nen Carbonyl-C-Atom gezogen werden, H"NH
so daB sich der aromatische Pyridin- \N/
Ring bildet. " ®
Wir haben in dhnlichen Untersuchun- 55
gen an der MDH betrachtliche Unter- 847
schiede in der Fluoreszenz-Intensitat HaN—¢—C0.°
vonn DPNH bei Zugabe von MDH und H\?/HCONH
D- oder L-Malat festgestellt ), NS '
Wir untersuchten die optischen ﬂj'
Eigenschaften von in 3-Stellung ver- IT
schieden substituierten N(1)-Methyl- R

dihydro-pyridin-Derivaten in der Hoffnung, so erste An-
haltspunkte fiir die Deutung obiger Befunde zu gwinnen.
In Tabelle 2 sind die Absorp-

tionsmaxima einer Anzahl coX
derartiger Modellkdrper auf- | J
gefiihrt, die E. Sannt!) ohne N

Kenntnis der gleichlaufenden \

CH
Arbeiten von Wallenfels und :
Mitarbeitern 26) bestimmt hat. X = l mu
K.rohnke hatte erstmals den NH, ....... 360
Einflul der Slle-tltueﬂten NHCH, . 355,5
auf das Absorptionsspek- NHC,H;.... 357
trum und Reaktionsvermg- NHCgHg.... 3173,5
gen bei Pyridin-Derivaten :EgHP?); 223'5

. 2*6/2 - -

studiert?). Aus den Daten ncyc,n,.. | 372

der Tabelle 2geht hervor,daB oH ........ i 355

die Polarisierung des Di- OCH; ...... | 364
hydropyridin-Molekiils durch ggz;‘s ----- 3235
Substituenten wie Methyl 4 °° 777 372

oder Athyl, die einen Elek-
tronendruck ausiiben, zuriick-
gedréngt wird, wahrend Sub-

Tabelle 2, Absorptionsmaxima
verschiedener N(1)-Methyl-
dihydro-pyridin-Derivate

¥y A, D. Winer u. G.W. Schwert, ]. biol. Chemistry 234, 1155 [1959].

40y E. Hohnholz, unverdffentl.

41y E. Sann, Diplomarbeit, Universitat Frankfurt 1959.

42y F, Krohnke, K. Ellegast u. E. Bertram, Liebigs Ann, Chem. 600,
176 [1956].
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E(Enzym) + AS(Aminosdure) 4+ ATP =

stituenten, die Elektronen saugen (z. B. der Phenyl-Rest),
sie vergroBern. Man darf also im 1. Fall eine Anndherung
an die mesomere Grenzstruktur A mit kurzwelligerem Maxi-
mum annehmen, im 2. Fall an die polarisierte Form B mit
einem langwelligeren Maximum.

Mo H, Hio®
C |

/N__C~NH, (N-=C—NH,
“ | > “

) N 7

N N®

! |

R A R B

Coenzym A

Der Arbeitskreis von Lynen hat in den letzten Jahren
an Coenzym A bediirftigen Enzymen systematische Unter-
suchungen mit Bruchstiicken des Coenzyms A, wie Pan-
tethein, Pantethein-phosphat, Dephospho-CoA und deren
im Pantoyl-Rest chemisch verdnderten Derivaten Bisnor-
a-desoxy-pantoyl-, Bisnorpantoyl-, sowie mit N-Acyl-
cysteamin ducchgefithrt. Teilweise kamen hierbei {iber-
raschende Ergebnisse zutage. So ist die Transacetylase aus
Clostridium kluyveri nur mit intaktem CoA voll wirksam.
Bei der Thiolase dagegen spielt der Pantoyl-Rest als Bau-
stein des Cofaktors offenbar keine groBe Rolle: Die Mi-
chaelis-Konstante ist fiir N-Acetyl-cysteamin 12-10-3 M,
fiir Panthetein oder sein Phosphat, wie fiir die entspre-
chenden Bisnor-Verbindungen je 5-10—-3 M. Bei der B-Hydr-
oxyacyl-Dehydrogenase ist der Pantoyl-Rest fiir die Funk-
tion des Coenzyms wesentlich, nicht dagegen der Adenyl-
siure-Rest. Bei der Crotonase schlieBlich fiihrt die Abspal-
tung des AMP-Restes ebenfalls zu einem starken Affinitats-
verlust. Allerdings sinkt in den meisten Fillen die Wechsel-
zahl mit den CoA-Bruchstiicken stark ab.

HO—CH,~C(CH,),~CHOH-CONH~CH,~CH,—CONH—CH,CH,—-SH Pantethein

HO—CH,—C(CH,),—~CHOH—-COOH Pantoylsdure
HO~CH;~CH,—CH,~COOH
HO~CH,—~CH,—~CHOH-—-COOH
CH,;—-CO—-NH-CH,~CHy;—SH

a-Desoxy-bisnor-pantoylsédure
Bisnor-pantoylsdure
N-Acetyl-cysteamin

Austausch-Reaktionen

Natiirlich ist die Isotopentechnik ein wichtiges Hilfsmit-
tel bei der Aufkldrung des Mechanismus von Enzym-Reak-
tionen.

Setzt man einem Enzym ein Reaktionsprodukt in radio-
aktiv-markierter Form zu, so kann infolge des dynamischen
Gleichgewichtes, aus der Art und dem Ausmaf des Ein-
baues in die anderen Reaktionspartner u. U. auf den Re-
aktionsmechanismus geschlossen werden. Als Beispiel sei
die 1955 von Hoagland *3) entdeckte Austauschreaktion von
radioaktivem Pyrophosphat mit dem Pyrophosphat-Rest
von ATP in Gegenwart von Aminosauren und cytoplasma-
tischen Enzymen erwihnt, wodurch die Aufklirung der
Biosynthese von Proteinen rasch vorangetrieben worden
ist. Hoagland folgerte aus diesem Austausch, daB in Gegen-
wart von Aminosduren diese Enzyme ATP in AMP und
Pyrophosphat spalten und formulierte die Reaktion, da in
Gegenwart von Hydroxylamin a-Amino-Hydroxamsduren
entstehen, als:

E-AMP-AS + Pyrophosphat
E-AMP-AS + NH,0H -> E 4+ AMP 4 AS-NHOH

Inzwischen sind mehrere aminosiure-aktivierende Enzyme
rein dargestellt oder angereichert worden. Sie katalysieren
den ersten Schritt der Biosynthese von Proteinen, indem
sie die Aminosduren in eine fiir die Peptidverkniipfung
notwendige, aktivierte Form bringen. Hoaglands Formu-
lierung konnte durch die Synthese von Aminosadure-AMP-

43y M. B. Hoagland, Biochim. biophysica Acta 76, 288 [1955].
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Anhydriden*-17") und deren Umsetzung mit Pyrophosphat
durch dieselben Enzyme zu ATP gesichert werden#.48),
Neuerdings konnten auch natiirliche Aminosaure-AMP-An-
hydride nach Trichloressigsdure-Fallung vom Enzym ab-
gespalten und elektrophoretisch identifiziert werden°-52),

Bei enzymatischen Reaktionen der Phosphorsdure und
ihrer Ester gab die Verwendung des stabilen 18Q-Isotops
niitzliche Hinweise auf den Mechanismus. Hoagland inkn-
bierte das tryptophan-aktivierende Enzym mit ATP, Mg?+
und Tryptophan, das in der Carboxylgruppe mit 803%)
markiert war, und fand, daB ein Sauerstoff-Atom im AMP
durch 180 ersetzt wird. Dies ist nur moglich, wenn inter-
medidr zwischen Aminosdure und AMP eine Anhydridbin-
dung vorlag. In gleicher Weise konnten Boyer und Kosh-
land®4.5%) eine Anhydrid-Bindung zwischen Glutaminsdure
und ! Phosphorsdure bei der biologischen Glutamin-Syn-
these aus Glutaminsidure, ATP und Ammoniak demon-
strieren.

Die katalytischen Zentren am Enzym
Cytochrom C

Die bisher angesteliten Betrachtungen haben den fiir die
Aktivierung von Substrat und Coenzym entscheidenden
EinfluB des Apo-Enzyms weitgehend vernachldssigt. Hier
beginnen nun auch die auBerordentlichen experimentellen
Schwierigkeiten vor allem in den Fallen, in denen das En-
zym seine katalytische Funktion unmittelbar, d. h. also
ohne Beteiligung eines Coenzyms, ausiibt. Es geniigt ja
nicht zu wissen, ob ein Enzym bei der Behandlung z. B. mit
einem Acylierungsmittel unwirksam wird, sondern es gilt
festzustellen, welche der vielen Aminosaure-Reste, die
acyliert wurden, nun funktioneile Bedeutung fiir den
katalytischen ProzeB haben. Giinstige Ver-
hialtnisse liegen vor, wenn eine prosthetische
Gruppe homdopolar an das Protein gebunden
ist. So hat Tuppy durch proteolytische Spaltung des
Cytochrom c, eines an der biologischen Oxydation be-
teiligten Haminenzyms, Peptide isolieren kénnen, die
noch die Haminkomponente, iiber Thiodtherbriicken ge-

NH, NH,
| |
...Val-Qlu-Lys-Cys- Ala- Glu-Cys- !—Hs-Thr-Val-O!u- Lys...

S—-CH S

Sci, USA 42, 325 [1956].

%) P. Berg, ]J. biol. Chemistry 233, 608 [1958].

46) Th. Wieland u. F. Jaenicke, Liebigs Ann. Chem. 673, 95 [1958].

7y C. Z. Zioudrou, S. Fuji u. J. 8. Fruton, Proc. natl. Acad. Sci.
USA 44, 439 [1958].

48) P, Berg, Fed. Proc. 16, 152 [1957]; J. biol. Chemistry 233, 601
[1958].

49y M., Karasek, P, Castelfranco, P. R. Krishnaswamy u. A. Meister,
J. Amer. chem, Soc. 80, 2335 [1958].

50) 8. B. Weiss, G. Acs u. F. Lipmann, Fed. Proc. 17, 333 [1958].

51y P. C. Zamecnik, M. L. Stephenson u. L. I. Hecht, Proc. natl.
Acad. Sci. USA 44, 73 [1958].

52) H. S. Kingdon, L. T. Webster, jr. u. E. W. Davie, ebenda 44, 757
[1958].

53y M. B. Hoagland, P.C. Zamecnik, N. Sharon, F. Lipmann, M. P.
Stuhlberg u. P.D. Boyer, Biochim. biophysica Acta 26, 215 [1957].

54y P. D. Boyer, O. J. Koeppe u. W. W. Luchsinger, ]J. Amer. chem.
Soc. 78, 356 [1956].

58) A. Kowalsky, C. Wyttenbach, L. Langer u. D. E. Koshland jr.,
J. biol, Chemistry 279, 719 [1956].

Angew, Chem. | 72. Jahrg. 1960 | Nr. 5



bunden?®6.57)  enthalten®). Er konnte die Aminosiurese-
quenz an den Haftstellen aufkldren und damit exakte Vor-
stellungen iiber die Konstitution des aktiven Bezirks ge-
ben. Unter Beriicksichtigung der Helixtheorie von Pauling
haben Ehrenberg und Theorell>®) dann ein rdumliches Mo-
dell des Cytochrom ¢ entwickelt.

Esterasen, Proteasen

Bei einer anderen Enzymklasse konnten in neuerer Zeit
Hinweise auf den Bau der aktiven Bezirke erhalten wer-
den. Schon lange war bekannt, da Esterasen und Pro-
teasen durch Di-isopropyl-fluorphosphat (DIFP) gehemmt
werden. In manchen Féllen, z. B. beim Chymotrypsin,
bringt bereits der Umsatz mit einem Aquivalent DIFP die
enzymatische Aktivitat vollig zum Erliegen?). Nach der
Hydrolyse der mit 32P-DIFP behandelten Enzyme fanden
sich die Phosphat-Reste mit Serin verestert, was einen er-
sten Hinweis auf die funktionelle Bedeutung dieser Amino-
sdure gab. Nach proteolytischer Spaltung konnten
isotop-markierte Serin-Peptide isoliert werden®!). Hier
wurde bei einer grofen Zahl von Proteasen und Esterasen —
neuerdings auch beim gruppeniibertragenden Enzym
Phospho-glucomutase — in der Umgebung des funktionellen
Serins immer dieselbe Sequenz Gly-Asp-Ser-Gly beobach-
tet®?), was auf einen gleichartigen Wirkungsmechanismus
der hydrolytischen Enzyme deutet. Neuerdings gelang die
Isolierung eines am Ser* mit 32P markierten Pentadekapep-
tids der Zusammensetzung Asp-Ser-Cys-Glu-Gly-Gly-Asp-
Ser*-Gly-Pro-Val-Cys-Ser-Gly-Lys®?) aus Trypsin. Uber-
raschenderweise war aber in der Nahe des essentiellen Se-
rins kein Histidin zu entdecken, obwohi dessen funktionelle
Bedeutung fiir die enzymatische Aktivitat einwandfrei ge-
sichert ist: Man hatte an Modellversuchen zeigen kbn-
nen, daB die direkte Phosphorylierung von Serin mit DIPF
nur in Gegenwart eines Katalysators, und zwar des Imid-
azols moglich ist und daB die hydrolytische Spaltung eini-
ger Ester, z. B. des Nitrophenyl-acetates, durch Imidazol
beschleunigt wird. Dabei tritt ais Zwischenprodukt Acyl-
imidazol auf, dessen Absorption bei 245 my ein Maximum
aufweist. Die Beteiligung des Histidins an enzymati-
schen Reaktionen lieB sich z. B. durch oxydativen Abbau
des Histidin-Imidazolrings zeigen, der mit sichtbarem
Licht in Gegenwart von Methylenblau rasch eintritt®4).
Nach der Photooxydation eines Histidin-Restes®s), wie
auch nach der Entfaltung des Proteinmolekills in Harn-
stofflosung werden manche Proteasen inaktiv und der
essentielle Serinrest kann nicht mehr chemisch phos-
phoryliert werden. Aus diesen Beobachtungen muB man
eine durch die Faltung der Proteinkette bedingte An-
naherung eines Histidin-Rests an das funktionelle Serin
annehmen.

Es wiirde zu weit fithren, die zahlreichen Untersuchungen
iiber die Einwirkung von Proteasen auf synthetische Sub-
strate zu besprechen, deren Ergebnisse verschieden gedeu-

58) K. Zeile u. H. Meyer, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 262, 178
[1939].

57) H. Theorell, Enzymologia 6, 88 [1939].

58y H. Tuppy u. G. Bodo, Mh. Chem. 85, 1024 [1954]; 85, 1182
[1954]; H. Tuppy u. S. Paleus, Acta chem. scand. 9, 353 [1955].

5) A. Ehrenberg u. H. Theorell, ebenda 9, 1193 [1955].

80) E, F. Jansen, M. D. Fellows Lutting, R. Jang u. A. K. Balls,
J. biol. Chemistry 779, 189 [1949].

81) N. K. Schaffer, R. R. Engle, L. Sincef, R. W. Drisko u. §. Harsh-
man, Fed. Proc. 15, 347 [1956]; N. K. Schaffer, R. P. Lay, L. Si-
met u. R. W. Drisko, J. biol. Chemistry 230, 185 [1958].

%2) G. H. Dixon, D. L. Kauffmann u. H. Neurath, ebenda 233, 1373
[1958].

83) F, Turba u. G. Gundlach, Biochem. Z, 327, 186 [1955].

84) L. Weil, W. G. Gordon u. A. R. Buchert, Arch. Blochemistry 33,
90 [1951].

88) L. Weil, S. James u. A. R, Buchert, ebenda 46, 266 [1953].
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tet wurden®®). Guifreund und Siurtevant®’) hatten aus ki-
netischen Daten 3 Reaktionsschritte bei der Spaltung von
Nitrophenyl-acetat durch Chymotrypsin abgeleitet. Zuerst
soll ein Enzym-Substrat-Komplex entstehen. Dann wird
Nitrophenol abgespalten unter gleichzeitiger Bildung eines
acylierten Enzyms, das in der 3. Phase hydrolytisch in
freies Enzym und freie Sdure zerfallt. Die genannten
Autoren postulierten eine Wasserstoff-Briickenbindung zwi-
schen einem Histidin-(Imidazol-) und einem Serin-Rest des
Proteins®®), die bei der Acylierung des Enzyms am Serin-
Rest aufgespalten wird. Andererseits glaubten Neurath und
Mitarb.®®) aus Absorptionsmessungen bei 245 my. zu ent-
nehmen, daf in dem nach Balls und Wood?™) isolierten
Acyl-Enzym beim Inkubieren in Puffer vom pg 9 eine O—N-
Acylwanderung stattfindet und sich schlieBlich die hydroly-
tische Spaltung des acylierten {imidazols optisch verfolgen
1aBt*!). Eine soeben publizierte Arbeit von Marini und
Hess ™) scheint diese unterschiedlichen Ergebnisse in Ein-
klang bringen zu kénnen, indem sie fiir das intermediir
auftretende acylierte Enzym folgende Struktur annehmen:

His
|: . Protein
N N h

SH-Enzyme

In den meisten Fillen ist eine chemische Markierung der
aktiven Bezirke in Enzymen sehr viel schwieriger, da die
an der Bindung des Coenzyms oder Substrats wie die an der
Umsetzung direkt beteiligten Aminosiduren nicht so spezi-
fisch durch bestimmte Agentien fixiert werden kénnen, wie
die Serin-Reste von Proteasen oder Esterasen. Dies gilt
insbesondere fiir freie SH-Gruppen, die in der Enzymche-
mie eine grofie Rolle spielen??). Als Beispiel sollen die in
unserem Institut unternommenen Untersuchungen iiber
die chemische Fixierung essentieller SH-Gruppen in det
LDH aufgefiihrt werden.

Schon lange ist bekannt, dafl Jodessigsidure oder ihr Amid mit
SH-Gruppen von Enzymen unter Thiodther-Bildung reagieren
konnen und dall dabei in den meisten Fallen die Enzymaktivitit
abnimmt. Heute wissen wir, da nur ein begrenzter Teil der SH-
Gruppen in Proteinen mit diesen Reagentien erfaBt wird. Spiter
wurden giinstigere und spezifischere SH-Reagentien wie Malein-
imide und quecksilber-organische Verbindungen mit Erfolg an-
gewandt™). Vor allem die Quecksilber-Verbindungen sind duBerst
wirksame Hemmstoffe, die in vielen Fallen unter villiger Reak-
tivierung des Enzyms mit iiberschiissigem Mercaptan oder KCN
wieder entfernt werden konnen. Die Dissoziationsfihigkeit der
S—Hg-Bindung hat aber auch den Nachteil, daB sie im Verlauf der
chemischen Untersuchungen gespalten werden kann. Durch das
von Boyer™) entdeckte spektrophotometrische Verfahren kann
aus der Zunahme der Absorption bei 250 oder 2556 my. (S—Hg-
Bande) die Zahl der reagierenden Thiol-Gruppen in Proteinen quan-
titativ ermittelt werden.

%) G. H. Dixon, H. Neurath u. J. F. Pechtre, Ann. Rev. Biochem. 27,
518 [1958].

$7) H. Guifreund u. J. M. Sturievant, Biochem. J. 63, 656 [1956];
Proc. natl. Acad. Sci. USA 42, 719 [1956].

88) B, R. Hammond u. H. Guifreund, Biochem. J. 72, 349 [1959]; T.
Spencer u. J. M. Sturtevant, J. Amer. chem. Soc. 87, 1874 [1959].

89 G. H. Dixon u. H. Neurath, J. Amer. chem. Soc. 79, 4558 {1957].

20) A. K. Balls u. H. N. Wood, J. biol. Chemistry 279, 245 [1956].

7y Th. Wieland u. G. Scheider, Liebigs Ann. Chem, 580, 159 [1953];
H. A. Staab, Chem. Ber. 89, 1927 [1956].

72) M. A. Marini u. G. P. Hess, Nature [London] 784, 113 {1959].

78) Haufig sind im Innern des Molekiils gelegene SH-Gruppen che-
mischen Agentien nicht zugénglich. Hier haben wir im p-Benzo-
chinon ein Reagens gefunden, das anscheinend mit allen SH-
Gruppen nativer Proteine durch Anlagerung zum Thiodther des
Hydrochinons reagiert74),

7y G, Pfleiderer, D. Jeckel u. Th. Wieland, Arch. Biochem. Blophysics
83, 275 [1959].

) A. Schéberi, Angew. Chem. 70, 646 [1958].

) P, D. Boyer, ]J. Amer. chem, Soc, 76, 4331 [1954].
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Neuerdings hat man auch die durch SH-Reagentien be-
wirkte Verdringung des Coenzyms vom Apo-Enzym op-
tisch verfolgen kdnnen. So wird z. B. das an 3-Phosphogly-
cerinaldehyd-Dehydrogenase gebundene DPN durch Zu-
gabe von quecksilber-organischen Verbindungen in Freiheit
gesetzt,was sich in einerAbnahme derAbsorption bei 360 my
duBert. Wie schon erwahnt, verlauft die Dehydrierung mit
3-Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrogenase anders als bei
den iibrigen Dehydrogenasen, indem hier intermediar eine
S-Acylverbindung des Proteins entsteht, die phosphoroly-
tisch zu der energiereichen 1.3-Diphospho-glycerinsaure
gespalten wird?).

Pfieiderer und Wieland™) konnten an der LDH zeigen,
daB der oben erwdhnte DPN-Sulfit-Enzym-Komplex sto-
chiometrisch in dem MaBe zerlegt wird wie Quecksilber ge-
bunden wird. Der Extinktionsanstieg bei 255 my, der fiir
die Reaktion von SH-Gruppen des Enzyms mit Quecksil-
ber charakteristisch ist, entspricht der Abnahme der Licht-
absorption bei 320 my, die ein Ausdruck fiir die Spaltung
des DPN-Sulfit-Enzym-Komplexes ist. Damit diirfte wohl
die Beteiligung von Thiol-Gruppen des Enzyms an der Bin-
dung des Coenzyms, wahrscheinlich des Pyridin-Teiles, be-
wiesen sein, umso mehr als LDH drei bis vier sehr reaktions-
fahige SH-Gruppen enthélt, die gleichzeitig fiir die enzyma-
tische Aktivitdt verantwortlich sind3°.31.79). Diese Zahl
stimmt sehr gut mit der Zahl von DPN-Molekiilen iiberein,
die von der LDH maximal gebunden werden. Verfolgt man
die Reaktion des Quecksilber-Reagens spektrophotome-
trisch bei 255 my und die Enzymaktivitat {iber 1angereZeit,
so zeigt sich, daB die LDH noch weitere Thiolgruppen ent-
hilt, die jedoch nichts mit der enzymatischen Wirksamkeit

% Aktivifot ——w=

T2 3 4 5 6 7 8 9 10 7R3 K
- Mol SH —=

Abb. 4. Abhangigkeit der Milchsdure-Dehydrogenase-Aktivitit
(LDH aus Schweineherz) von der Zahl der mit p-Chloro-mercuri-
benzoat (PCMB) reagierenden SH-Gruppen. LDH: 4-10-% Mol,
PCMB: 1,1:10-¢ Mol in 2,7 cm® m/15 Phosphatpuffer, pg 7,0

zu tun haben (Abb. 4). Pfleiderer, Jeckel und Wieland?4)
fanden insgesamt 14 freie SH-Gruppen in Lactat-Dehydro-
genasen verschiedenen Ursprungs. Es bestand also das

40
CH~—C\ _
_Z N\
H N (= R
CH—Ck
(o] 111

Problem, durch selektive chemische Reaktion aus 14

Thiolen 3 funktionell besonders wichtige auszuwéahlen, was

uns neuerdings durch Verwendung substituierter N-Phe-

nyl-maleinimide (II11) gelungen ist. Durch Verwendung iso-

77) Neueste zusammenf. Ubersicht: E. Racker u. I. Krimsky, Fed.
Proc. 77, 1135 [1958].

78) G. Pfleiderer u. Th. Wieland, Vortrag Jahrestag. Deutsch. Ges.

Physiol. Chem. Hamburg 27, 9. 1957,
@) A. P. Nygaard, Acta chem. scand. 70, 397 [1956].
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topen-markierter Phenyl-maleinimide haben wir nun die
Maoglichkeit, die Aminosauresequenz in der Wirkgruppe des
Enzyms aufzuklaren.

< Es sei vermerkt, daB nicht in allen Enzymen die che-
misch reaktionsféhigsten SH-Gruppen auch fiir die katalyti-
sche Funktion wichtig sind. Zum Beispiel enthaltenUrease 80)
und Glutaminsiure-Dehydrogenase®') zwei Typen von SH-
Gruppen. Zuerst reagieren die als a-Gruppen bezeichneten
mit Jod oder Quecksilber-Verbindungen ohne Abnahme
der enzymatischen Aktivitdt, dann erst nimmt diese linear
mit der Blockierung der b-Gruppen ab.

Im Verlauf seiner Untersuchungen iiber den Wirkungs-
mechanismus der B-Galactosidase hat Wallenfelss'2) die
interessante Beobachtung gemacht, daB die Zahl der en-
zymatisch wirksamen SH-Gruppen mit der Temperatur
zunimmt (bei 5°C 2, bei 40 °C 10 pro 100000 g Protein).
Wie er aus der Abhdngigkeit der maximalen Reaktions-
geschwindigkeit vom pg und aus der GroBe der Dissozia-
tionsenergie entnahm, sind neben SH-Gruppen (pk = 8,9)
auch Histidin-Reste (px = 6,67) an der katalytischen Wir-
kung der B-Galactosidase beteiligt. Diese soll auf einem
nucleophilen Angriff des Imidazol-N-Elektronenpaars auf
das anomere C-Atom des Galactosids und einem gleich-
zeitigen elektrophilen Angriff des SH-Protons auf das
glykosidische O-Atom beruhen. Dabei entsteht eine inter-
medidre Galactose-Enzym-Verbindung, die den Charakter
einer energiereichen Oniumverbindung hat.

Enzyme, die Schwermetalle enthalten

Auch die Bedeutung von Schwermetalien als Bestand-
teile der Wirkgruppen von Enzymen ist bei den Dehydro-
genasen besonders eingehend studiert worden. Als Ergeb-
nis ausfithrlicher Untersuchungen der Arbeitskreise von
Vallee und Wallenfels wissen wir heute, daB Zink €in funk-
tionell wichtiger Bestandteil einiger Dehydrogenasen ist.
Die Alkohol-Dehydrogenase aus Hefe bindet pro Molekiil
Enzym 4 Mole Coenzym und enthélt 4-5 Atome Zink 82.83),
Bei der Alkohol-Dehydrogenase aus Leber sind es zwei
Zink-Atome®4) pro Mol Protein in Ubereinstimmung mit
2 DPN-Molekiilen, die maximal angelagert werden kionnen.
AuBer auf analytischem Wege konnte die Bedeutung des
Zinks, das nicht austauschbar ist und nur bei der Biosyn-
these ins Enzym eingebaut wird, auch aus dem hemmenden
EinfluB von Metallkomplexbildern auf die Enzymaktivitat
bewiesen werden. Vallee hat dem Zink eine allgemeine Be-
deutung fiir die Wirkgruppen der Dehydrogenasen zuge-
schrieben®). Pfleiderer, Jeckel und Wieland haben jedoch
das Vorkommen von Zink in der LDH ausschlieBen und
Pfieiderer und Hohnholz das Fehlen von Zink auch fiir die
MDH sehr wahrscheinlich machen konnen34.86), Wir sind
der Ansicht, daB dem Zink nur dann eine Bedeutung zu-
kommt, wenn das Substrat keine polare Gruppe enthilt,
die fiir die Bindung und Aktivierung durch das Protein
Voraussetzung ist.
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Struktur und enzymatische Aktivitdt

Mit Amino-87) oder Carboxypeptidasense-8?) lassen sich
Aminosiuren aus Proteinen vom Amino- oder Carboxyl-
ende her abspalten. 1n einigen Féllen, z. B. bei Pepsin?®),
Ribonuclease?1-93) und Papain®) konnte gezeigt wer-
den, daB nicht das gesamte Protein-Molekiil fiir die
volle katalytische Aktivitat notwendig ist. Malmstrim
gelang es, an der Enolase aus Hefe sowohl vom Amino-
wie vom Carboxyl-Ende her je 150 Aminosdure-Reste ab-
zuspalten, ohne daB das Enzym dabei an Aktivitat ver-
lor®®). Auf diese Weise solite es in Zukunft gelingen, nieder-
molekulare Polypeptide zu gewinnen, die noch katalytisch
wirksam sind und deren Konstitution sehr viel leichter auf-
zuklaren ist als die der hochmolekularen Proteine.

Uber die Raumstruktur, die in der Proteinchemie viel-
fach als sekundire und tertidre Struktur bezeichnet wird,
wissen wir noch sehr wenig, obwoh! sie offenbar entschei-
denden Einfluf auf die Wirksamkeit eines Enzyms hat. Im
vergangenen Jahr konnte erstmals die Raumstruktur des
Myoglobins durch Kendrew?s) anfgeklart werden. Der Zu-
sammenhang zwischen Struktur und Aktivitat eines En-
zyms wird am besten durch den Einfluf der Hitze- und
Harnstoff-Behandlung deutlich. Es diirfte bekannt sein,
daB die meisten Proteine zwischen 50 und 70 °C koagulie-
ren und dabei ihre enzymatische Aktivitit verlieren. Auch
bei der Inkubation von Enzymen in 6- bis 8-molarer Harn-
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Abb, 5. Abhangigkeit der Milchsdure-Dehydrogenase-Aktivitit
(LDH aus Schweineherz) von der durch Harnstoff bewirkten Frei-
legung von SH-Gruppen. LDH: 1,2:10-% Mol in 2 cm® 3 m Harnstoff-
Lésung, gepuffert durch m/15 Phosphat pg 7,0, Nach verschiedenen
Zeiten wurde die mit 4,2:10-7 Mol p-Chloro-mercuri-benzoat erzielte
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stoff-Losung tritt meist eine mehr oder weniger rasche Ak-
tivitits-Abnahme ein. Beide Denaturierungs-Prozesse ha-
ben ihre Ursache in der Entfaltung der Peptidketten, was
sich bei der Harnstoff-Denaturierung {die iibrigens rever-
sibel sein kann) sehr schén durch die Freilegung von SH-
Gruppen, die im nativen Protein nicht mit chemischen
Agentien reagieren, beweisen 148t (Abb. 5).

Wir konnten feststellen, wie wichtig die Wirkgruppe der
Enzyme fiir den Denaturierungs-Vorgang ist: In dem oben
bereits erwdhnten terndren Komplex aus DPNH, Lactat
und LDH oder aus DPN, Sulfit und LDH bleibt die enzy-
matische Aktivitat sogar in 6 M Harnstoff-Losung lange
Zeit erhalten. Nicht nur die Wirkgruppe bleibt intakt, son-
dern wir konnten mit der Boyerschen Methode auch nicht
die geringste Entfaltung im Protein beobachten. Dieses
Phianomen scheint allgemeinere Bedeutung zu haben. So
berichteten Elddi und Szabolcsi®?) liber den stabilisierenden
EinfluB des gebundenen DPN auf die Struktur der 3-
Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrogenase. Sobald das Coen-
zym durch Adsorption an Holzkohle oder durch queck-
silber-organischie Verbindungen verdrdngt war, verinderte
sich die optische Drehung, stieg die Viscositat und die
proteolytische Angreifbarkeit des Apo-Enzyms. Cyto-
chrom ¢ ist in 10 m Harnstoff-Losung stabil, solange es
seine Himin-Komponente enthalt. Wird diese durch Silber-
salze abgespalten, so setzt sofort die Entfaltung der Peptid-
ketten ein®), g-Amylase wird durch proteolytische En-
zyme erst dann angegriffen, wenn das gebundene Calcium
(1 Mol pro 1 Mol Enzym) durch Komplexbildner entfernt
wurde®). Auch ,gelbe Fermente®, welche die prostheti-
sche Gruppe fest gebunden enthalten, z. B. Diaphorase aus
Schweineherz, sind weitgehend gegen Harnstoff resistent
und konnen durch aggressive Proteasen wie das fiir die
Eiweif-Strukturaufklarung neuerdings viel benutzte Sub-
tilisin1°0) nicht angegriffen weiden.

Im Rahmen dieses Aufsatzes war es natiirlich unmdglich,
den komplizierten Fragenkomplex iiber den Wirkungsme-
chanismus von Enzymen erschépfend zu behandeln. So
wiaren z. B. die zahlreichen Arbeiten von B. Chance iiber
den Nachweis von Enzym-Substratverbindungen mit
eigens hierfiir konstruierten Spektralphotometern, die sol-
che Komplexe in Bruchteilen von Sekunden erfassen und
automatisch aufzeichnen, zu erwidhnen. Es wurde ver-
sucht, die wesentlichen und heute aktuellen Gesichtspunkte
herauszustellen und an gut untersuchten Beispielen aus der
Enzymchemie zu erliutern. Es sollte klar geworden sein,
dah dieses verhaltnismaBig neue Arbeitsgebiet sowohl dem
Chemiker und Physiker, als auch dem Physikochemiker
und Biochemiker interessante Aufgaben stellt, wobei die
hier aufgefundenen Erkenntnisse in der Zukunit weiten
Gebieten der Biologie und Medizin von Nutzen werden
kdnnen.

Prof. Dr. Th. Wieland danke ich fiir anregende Diskus-
sionen bei der Abfassung dieses Referates.
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