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Von Gerhard Talsky"' 

In  der Literatur sindjir eine Reihe von Enzym-Reaktionen im log ub,/l/TDiagramm ,,Knicke" 
oder Kurven beschrieben worden. Wahlt man bei der Untersuchung der Temperaturabhangigkeit 
der Reaktionsgeschwindigkeit hinreichend kleine Temperaturintervalle (TKI-Technik), so ergibt 
sich stattdessen ein Kurvenzug. Dabei kann man Bereiche linearen Verlaufes und solche anomalen 
Verhaltens unterscheiden. - Es wurde gepriiji, welchen EinfuJ z. B. pH- Wert, Ionenstarke und 
Salzzusatze sowie die Grole der Enzym- und Substratmolekiile auf die Anomalien haben. Die 
anomale Temperaturabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit erwies sich als besonders 
empfindlicher Indikator fir das Reaktionsgeschehen am Enzym. Offenbar wird der Reaktions- 
ablauf schon durch relativ kleine Konformationsanderungen, vor allem in der Umgebung des 
aktiven Zentrums, beeinflu& 

1. Einleitung 

Die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskon- 
stante k chemischer Reaktionen wird allgemein durch die 
Arrhenius-Gleichung [Gl. (1) und (Z)] beschrieben : 

In k = In A - E,,,/RT ( 2 )  

Wenn man beim Auftragen von In k gegen 1/T nach GI. (2)  
eine Gerade erhalt, so kann aus deren Anstieg die ex- 
perimentelle Aktivierungsenergie Eexp berechnet werden. 
In Eexp geht bei einfachen Reaktionen neben der wahren 
Aktivierungsenergie die Temperaturabhangigkeit aller Re- 
aktionsparameter ein. 

Enzymreaktionen sind jedoch keine einfachen Reaktionen, 
sondern setzen sich aus einer Folge von Teilschritten 
zusammen. Schematisch 1aBt sich beispielsweise die enzy- 
matische Spaltung eines Esters nach G1. (3) darstellen : 

[*] Priv.-Doz. Dr. G. Talsky 
Institut fur Technische Chemie der Technischen Universitat 
8 Munchen 2, ArcisstraDe 21 

[**I Aus der Habilitationsschrift G. Talsky, ,,Zum anomalen Tempe- 
raturverhalten von Enzymreaktionen", Technische Universitat Mun- 
chen 1969. 

EH +AcORe(EHAcOR)+(EHAcOR): ... (EHAcOR) :~  

(3  a) e (EA~HOR)*+ (EACH OR) e EAC + H OR 

EAc + H, 0 ( EACH, 0) + (EACH, 0): ... (EACH, 0)Te 
e(EHAcOH)'+(EHAcOH)G EH +AcOH (3 b) 

Das Enzym (EH) und der Acylester (AcOR) bilden primar 
einen Adsorptionskomplex, den Michaelis-Komplex, der 
durch Konformationsanderung aktiviert wird. Hierauf 
bildet sich iiber mindestens zwei Stufen"] das Acylenzym 
(EAc), das man unter gunstigen Bedingungen sogar isolie- 
ren kann. EAc wird dann in Gegenwart von Wasser wieder 
iiber einige Reaktionsschritte in den Enzym-Produkt- 
Komplex (EHAcOH) iibergefuhrt, der schlieBlich nach 
Desaktivierung und Riickbildung der ursprunglichen Kon- 
formation des Enzyms in das Produkt (AcOH) und das 
Enzym zerfallt, welches in einen neuen Zyklus eintreten 
kann. 

Die Geschwindigkeitskonstante k nimmt bei solchen zu- 
sammengesetzten Reaktionen einen komplexen Wert an 
und setzt sich dann aus den einzelnen Geschwindigkeits- 
konstanten der Teilschritte zusammen. Trotzdem sollten 
auch in diesem Fall die Temperaturabhangigkeit der 
Geschwindigkeitskonstante der Bruttoreaktion k,, sowie 
die dazu proportionale Bruttoreaktiongsgeschwindigkeit 
vbr der Arrhenius-Gleichung gehorchen. Nun wurden aber 
auch Enzym-Substrat-Systeme beschrieben, bei denen dies 
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nicht zutrifft; die wichtigsten Enzyme sind in Tabelle 1 
zusammengefaljt. 

Tabelle 1. Beispiele fur Enzyme aus Enzym-Substrat-Systemen, deren 
Reaktionsgeschwindigkeit anomal von der Temperatur abhangt. 

Oxidoreduktusen 
Alkohol-Dehydrogenase [2] 
Bakterien-Dehydrogenase [3] 
L-Amino-Oxidase [4] 
Xanthin-Oxidase [ 5 ,  61 

Transjerasen 
Phosphorylase [7] 
Lavansacchardse [8] 

Hwlrolasrn 
Acetylcholin-Esterase [9] 
Lipase [iO, 111 
Trypsin [ I l l  
Chymotrypsin [lo] 
Cathepsin [lo] 
Papain [I21 
Myosin-ATPase [13, 141 
Urease [15-17] 
Invertase [ I l l  

Lyaset1 
Fumarase [18, 191 

Prinzipiell wurden zwei Arten von Anomalien unterschie- 
den, namlich konvexe Kurven (kontinuierlicher Ubergang 
von einer Aktivierungsenergie zu einer anderen) wie z. B. 
bei Acetylch~lin-Esterase[~~ und zwei sich schneidende 
Geraden (sprunghafter Wechsel zweier Aktivierungsener- 
gien) wie z.B. bei Pankreas-Lipase[". "I, Trypsin" und 
Invertase" '1. 

Den konvexen Verlauf der Kurve, den man beim Auftragen 
von log vbr gegen 1/T erhalt, fuhrten Wilson und Cabib['] 
bei Acetylcholin-Esterase darauf zuruck, dalj bei niedrigen 
Temperaturen die Acetylierung, bei hoheren Tempera- 
turen die Desacetylierung geschwindigkeitsbestimmend 
ist. Stern[201 hat fur solch einen Kurventyp zwei Folge- 
reaktionen mit unterschiedlichen Temperaturkoeffzienten 
diskutiert. 

Dagegen lassen sich scharfe ,,Knicke" im Arrhenius- 
Diagramm mit den ublichen kinetischen Vorstellungen 
nicht erklaren. Nach K i s t i a k o ~ s k y [ ~ ~ ' ,  der sich mit der 
anomalen Temperaturabhangigkeit von Reaktionen der 
Urease kritisch auseinandersetzte, muljten sich namlich 
die Aktivierungsenergien der beiden Reaktionen um etwa 
200 kcal/mol unterscheiden, wenn man den ,&nick" 
auf einen Bereich von 2°C begrenzt. Er halt deshalb nur 
die gekrummte Kurve, nicht aber die scharfen Knicke 
fur reell. Die Anomalien erklart Kistiakowsky durch ein 
Gleichgewicht zwischen aktiver und inaktiver Form des 
Enzyms. 

2. Temperaturabhangigkeit der Reaktionsgeschwin- 
digkeit in kleinen Temperaturintervallen 

AUS den in der Literatur zitierten Beispielen anomaler 
Temperaturabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
wahlten wir als erstes das System Pankreas-Lipase - Tri- 

butyrin"] pus. Bestimmt man, wie bisher iiblich, die Ge- 
schwindigkeit der Hydrolyse von Glycerinestern durch 
Lipase in Abstanden von 5 bis I O T ,  so erhalt man Melj- 
punkte, durch die sich im log v,,/l/T-Diagramm je nach 
Interpretation sowohl zwei sich schneidende Geraden als 
auch ebensogut eine gekrummte Kurve legen lassen["] 
(Abb. 1 a). Um aber zu genaueren Aussagen uber den Ver- 
lauf der Kurven, besonders im Gebiet des Uberganges der 
beiden Geraden, zu gelangen, ermittelten wir die Re- 
aktionsgeschwindigkeit in kleineren Abstanden, etwa 
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Abb. 1 a. Temperaturabhangigkeit der Hydrolyse von Tributyrin 
durch Lipase aus Schweinepankreas. Bedingungen : [Substrat] 
=27.3.10-2 mol I- ' ,  [Natriumtauroqholat] =5.95.10-' mol I- ' ,  
[CaCI,] =2.4.10-' moll- ', Glykol 
=4.7 mol I- ' ,  1 mg Lipase-EiweiO I - ' ,  pH=8.12, Temperaturinter- 
valle 4-7°C. 

[NH,Cl] = 1.2. lo-' moll- ', 

1 bis 2°C (TKI-Technik), und registrierten sie auch 
kontinuierlich wahrend gleichzeitiger, stetiger Erhohung 
oder Erniedrigung der Temperatur. 

Die sorgfaltige Auswertung der Meljergebnisse fiuhrte zu 
einem anfangs uberraschendem Ergebnis. In den jeweiligen 
,,kritischen Temperaturbereichen" der Kurve ergab sich 
namlich ein wellenformiger Verlauf[2'-231 (Abb. 1 b). Er- 
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Abb. 1 b. Bedingungen wie bei Abb. l a ,  jedoch Temperaturintervalle 
1-2°C. 

fafit man auf gleiche Weise ein groBeres Temperatur- 
gebiet, so erhalt man einen Wellenzug, dessen gut re- 
produzierbare Abweichungen von der durchgelegten Ge- 

[*] Tributyrin 1st Glycerin-tributyrat. 
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raden deutlich auDerhalb des Fehlerbereiches von maximal 
+4% liegen (Abb. 2)[223231. 

33 34  35 36 
1IT .lo1 [ O K - ' ]  ---- 

Abb. 2. Temperaturabhangigkeit der Hydrolyse von Tributyrin durch 
Lipase aus Schweinepankreas. Bedingungen: [Substrat] =20.5.10- 
mol I-', [Glykol]=3.59 mol I - ' ,  pH=8.10, 1 mg Lipase-EiweiD I - ' .  

Zur automatischen Registrierung der Zeit-Umsatz-Kurven 
verwendeten wir einen Autotitrator (Firma Radiometer, 
Kopenhagen) rnit Glas-Kalomel-Elektroden[221. Bei kon- 
stantgehaltenem pH-Wert (pH-stat) wurde die freiwer- 
dende Saure rnit 0 . 0 2 ~ N a O H  unter Stickstoff auto- 
matisch titriert. Auf diese Weise lieDen sich die Anfangs- 
geschwindigkeiten vo ermitteln. 

Die Realitat der von uns festgestellten Anomalien wurde 
auf verschiedene Art bewiesen : 
a) Die Abweichungen einiger MeDpunkte von einer durch- 
gelegten Geraden waren weitaus groRer als die ermittelten 
experimentellen Fehler1231, 
b) die Abweichungen waren bei Verwendung gleicher 
Enzympraparationen gut reprod~zierbar [~~*~ ' l ,  
c) auch bei kontinuierlicher Temperaturerhohung nahm 
die Reaktionsgeschwindigkeit nicht nach einer e-Funktion 
stetig zu, sondern wies Diskontinuitaten auf 1211, und 
schlieRlich 
d) verlief die Hydrolyse des Substrates ohne Enzyrn normal 
nach Arrhenius. 

Die Frage, warum solche Effekte nicht friiher beobachtet 
wurden, kann man folgendermaoen beantworten : Bei den 
iiblichen kinetischen Messungen beschrankte man sich 
meist auf die Ermittlung einiger MeDpunkte in groReren 
Abstanden, um daraus die Aktivierungsenergie zu be- 
rechnen ; grogere Abweichungen wurden als Fehler ge- 
wertet und blieben unbeachtet. Hinzu kommt die Durch- 
fiihrung der Reaktion in Gegenwart grol3erer Mengen 
von Puffern oder Salzen. Gerade dadurch werden aber die 
Anomalien vielfach unterdriickt. Es wird deshalb durchaus 
verstandlich, daD beispielsweise weder Bender et a ~ [ ~ * ]  am 
Acetyltrypsin noch Follrnann et al.[361 bei Ribonuclease 
anomale Kurven beobachteten. 

Nachdem nun die anomale Temperaturabhangigkeit der 
Hydrolyse von Tributyrin durch Lipase feststand, wurde 
im folgenden gepriift, wieweit sich die Anomaliebereiche 
durch Variation der Reaktionsbedingungen und Systeme 
beeinflussen lassen, um Naheres iiber die Ursache und den 
Grund dieses Phanomens zu erfahren. 

3. Beeidussung der Anomaliebereiche 

3.1. Molekiilgrok von Enzym und Substrat 

Vergleicht man die anomale Temperaturabhangigkeit von 
Reaktionen der Urease (Mol.-Gew. 473 000[241) und Xan- 
thin-Oxidase (Mo1.-Gew. 290000t251) rnit der von Papain 
(Mo1.-Gew. 20700[261), Trypsin (Mol.-Gew. 23 800[2'9 271) 
und Chymotrypsin (Mo1.-Gew. 21 000[2'*271), so kann man 
feststellen, daR bei Enzymen rnit hoheren Molekularge- 
wichten der fast als ,,harmonisch oszillierende Kurve" 
anzusprechende Verlauf bei niedrigeren Molekularge- 
wichten unregelmaDiger wird. Das gleiche gilt fur die 
Substrate. Verwendet man beispielsweise zusatzlich bei 
Trypsin und Chymotrypsin nicht das hochmolekulare, 
selbst strukturierte Casein, sondern N"-Benzoyl-L-arginin- 
amid, N"-Benzoyl-L-arginin-athylester sowie Tyrosin-ath- 
ylester als Substrat, so treten zwischen Abschnitten ano- 
malen Verhaltens auch lineare Bereiche auf. Dies gilt 
ebenso fur das System Ribonuclease - cycl. Cytidin-2',3'- 
monophosphatL2']. Offenbar trennen sich bei Verwendung 
von Enzymen rnit verhaltnismaDig niedrigem Molekular- 
gewicht und einfachen, niedermolekularen Substraten die 
Bereiche normaler und anomaler Temperaturabhangigkeit. 
Solche Systeme eignen sich wegen ihrer grol3eren Uber- 
sichtlichkeit besser zur Untersuchung der Anomalien. 
Abbildung 3 moge dies am Beispiel von Trypsin und 
Xanthin-Oxidase veranschaulichen. 

Abb. 3. Kurve a :  Temperaturabhangigkeit der Spaltung von N"-Ben- 
zoyl-L-arginin-athylester durch Trypsin. Bedingungen: [Substrat] 
=3 .8~f0 -3molI - ' ,  [Trypsin]=lmgI-', pH=9.6. ~ Kurve b: Tem- 
peraturabhangigkeit der Oxidation von Salicylaldehyd durch Xanthin- 
Oxidase. Bedingungen: [Salicylaldehyd] = I 5  l o - *  mol I - ' ,  [Phos- 
phatpuffer, pH=7.4] =5.10-* mol I-', [Methylenbla~]=6.25.10-~ 
mol 1- ', [Xanthin-Oxidase] = 10 pg ml-'. 

3.2. Modifderte Enzyme 

Aus Arbeiten der vergleichenden Biochemie weiR man, 
da0 sich homologe Proteine und Enzyme je nach Indi- 
viduum, Organ oder Herkunft ~ Tier, Pflanze, Bakterium 
oder Pilz - meist geringfiigig in ihren physikalischen oder 
immunologischen Eigenschaften unterscheiden. Wahrend 
das aktive Zentrum und gewisse Teile des Molekiils bei 
allen Spezies identisch sind, treten an anderen Stellen des 
Molekuls Abweichungen in der Aminosauresequenz auFZ9]. 
Man kann derartige Enzyme somit als einfachste naturlich 
modifizierte Enzyme ansprechen. 

Die Temperaturabh'angigkeit der Reaktionsgeschwindig- 
keit solcher Enzyme, beispielsweise Trypsin aus Schweine- 
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und aus Rinderpankreas, zeigt zwar die gleiche ,,Grund- 
charakteristik der Kurven, jedoch lassen sich die Enzyme 
trotz der geringen strukturellen Unterschiede auf relativ 
einfache Weise rnit der TKI-Methode charakterisieren 
(Abb. 4, Kurven a und c)["'. Auch partiell autolysiertes 
Trypsin (Mo1.-Gew. 17500), bei dem ein Teilstiick der 
Sequenz (Mo1.-Gew. 6000) - aber nicht aus der Umgebung 
des aktiven Zentrums ~ herausgespalten wurdeL301, kann 
auf diese Weise deutlich unterschieden werden, obwohl 
derart modifiziertes und natives Enzym praktisch die 
gleiche spezifische Aktivitat besitzen (Abb. 4, Kurve b). 

33 36 35 36 
rn I / T . l O ' [ " K - ' ]  - 
Abb. 4. Kurve a :  Temperaturabhangigkeit der Spaltung von Nu-Ben- 
zoyl-L-arginin-athylester durch Schweinetrypsin. Bedingungen : [Sub- 
~ t r a t ] = 3 . 8 . I O ~ ~ m o l I - ' ,  [Trypsin]=lmgI- ' ,  pH=9.6. - Kurve b: 
wie a, jedoch teilautotysiertes Rindertrypsin vorn MoL-Gew. 17 500 
[30]. - Kurve c :  wie a, jedoch natives Rindertrypsin. 

Zu ahnlichen Resultaten gelangt man bei der Untersuchung 
von a-, p-, y- und 6-Chymotryp~in'~'I. 

Die chemische Modifizierung, soweit sie nicht das aktive 
Zentrum betrifft, wirkt sich analog auf die Temperatur- 
abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit aus. So konnte 
am Chymotrypsin, bei dem zwei der insgesamt drei ter- 
minalen Aminogruppen rnit Fluorescein-isothiocyanat 
umgesetzt wurden, gezeigt werden, dal3 eine Veranderung 
des Molekiils selbst weit entfernt vom aktiven Zentrum 
die Anomaliebereiche beeinflu&. Das gleichegilt, wenn man 
beim teilautolysierten Trypsin die gegenuber nativem 
Trypsin zusatzlich auftretende terminale Aminogruppe 
substituiert oder das Enzym acetyliert[2'.31! 

Bindet man jedoch Trypsin adsorptiv oder kovalent an 
hochmolekulare Trager wie z. B. p-Aminobenzylcellulose, 
so erhalt man zwischen 10 und 50°C praktisch eine Gerade 
im lg ~, , / l /T-Diagramrn[~~~. 

3.3. Einfliisse des Reaktionsmediums 

3.3.1. Homogene und heterogene Phase 

Bei den Arbeiten uber Pankreas-Lipase wurde eine starke 
Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Ver- 

teilung des in Wasser schwerloslichen Glycerinesters be- 
o b a ~ h t e t [ ~ ~ !  Es war deshalb nicht auszuschliel3en, daD die 
Anomalien damit im Zusammenhang stehen. Da aber auch 
Systeme rnit Tween 20 (einem gut wasserloslichen Lauryl- 
sorbitanpolyathylenglykolather) als Substrat anomale Tem- 
peraturabhangigkeit zeigen, ist bewiesen, da13 die Vertei- 
lung des Substrats dafur keine Bedeutung hat. Dies wurde 
auch durch die spateren Versuche rnit anderen Enzym- 
Substrat-Systemen bestatigt, die alle in homogener Phase 
abliefen. 

3.3.2. pH-Wert des Reaktionsmediums 

Die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen hangt 
meist stark vom pH-Wert der Losung ab, was dem unter- 
schiedlichen Ladungszustand der fur die Katalyse wich- 
tigen Aminosauren im aktiven Zentrum zugeschrieben 
wird. Wir hatten bereits bei der Pankreas-Lipa~eI~~] be- 
obachtet, daD eine Erhohung des pH-Wertes - unabhangig 
vom pH-Optimum der Enzym-Reaktion - 9, nach niedri- 
geren Temperaturen verschiebt"]. Gleichzeitig war rnit 
abnehmendem pH-Wert eine starkere Auspragung des 
Anomaliebereiches verbunden. Bei den Systemen Trypsin - 
Casein sowie Trypsin - Nu-Benzoyl-L-arginin-athylester 
nahm jedoch die Amplitude der Kurve rnit abnehmendem 
pH-Wert ab. Beriicksichtigt man, daD der isoelektrische 
Punkt von Lipase bei pH=5.2, der von Trypsin bei 10.8 
liegt, so wird dieses scheinbar kontrare Verhalten ver- 
standlich. Offensichtlich tritt - unabhangig vom pH- 
Optimum der Enzym-Reaktion - die Anomalie in der 
Nahe des isoelektrischen Punktes verstarkt auf. 

3.3.3. Salzgehalt der Reaktionslosung 

Anionen und Kationen iiben auf enzymatische Prozesse 
in vielen Fallen einen mehr oder weniger grol3en EinfluIj 
aus. Bei niedrigen Salzkonzentrationen kann es durch 
spezifische Wirkung auf das aktive Zentrum sowohl zu 
einer Beschleunigung als auch zu einer Hemmung der 
Reaktion komrnenf2 'I. GroDere Mengen von Ionen fuhren 
dagegen zusatzlich zu einem unspezifischen Aktivitatsver- 
lust sowie schliel3lich zu Denaturierung und Ausfallung 
des Proteins. Wir haben deshalb - wenn immer moglich - 
bei unseren Bestimmungen auf Puffer und Salze verzichtet. 
Die wenigen zur Einstellung des pH-Wertes in das System 
gebrachten Na+- und Cl--Ionen storten bei den unter- 
suchten Reaktionen nicht und konnten deshalb vernach- 
lassigt werden. 

Bei Pankreas-Lipase wurde eine Verschiebung von 9.4 
durch Salzzusatze regi~triert '~~].  Am System Trypsin-NK- 
Benzoyl-L-arginin-athylester konnten diese Effekte wegen 
der einfacheren und ubersichtlicheren Reaktion noch 
besser verfolgt werdenC2 'I. Beispielsweise verschieben 0.1 
mol/l NaCl die linearen Teilstiicke der Kurve fast parallel. 
Dies 1aDt auf die Nichtbeeinflussung des Reaktionsge- 
schehens auDerhalb der Anomaliebereiche schlieDen. Da- 
gegen liegt SA nicht immer an der gleichen Stelle. 

[*] Mit SA wurde diejenige Temperatur bezeichnet, bei der die Ab- 
weicbung von der Jrrhenius-Geraden" beginnt. 
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Anders verhalt sich Trypsin, wenn man in Gegenwart von 
0.03 mol/l CaCl, arbeitet, dessen aktivitats- und stabili- 
tatssteigernde Wirkung hinlanglich bekannt ist. In diesem 
Fall wird auBer der Verschiebung von QA noch eine unter- 
schiedliche Steilheit der Linearabschnitte beobachtet, was 
darauf hindeutet, dal3 das Calcium-Ion zusatzlich auf den 
katalytischen Vorgang einwirkt. 

Das System Ribonuclease - cycl. Cytidin-2',3'-monophos- 
phat spricht auf Salze noch empfindlicher an. Dies druckt 
sich z. B. in der Zunahme der negativen optischen Drehung 
einer 1.295-proz. waDrigen Losung des Enzyms von 
u;25 = - 3.275 O (ohne NaCl) auf - 3.295 O (0.033 mol/l 
NaCl) aus ; bei weiterer Natriumchlorid-Zugabe bleibt 
die optische Drehung konstant (bis 0.1 mol) gepruft)L2 1*331. 
Interessanterweise werden aber rnit Zunahme der negativen 
optischen Drehung durch Salzzugabe die Anomalien 
schwacher und verschwinden bei einer Konzentration von 
0.1 mol/l schlieBlich ganz; hier resultiert eine Gerade im 
lg v,Jl/T-Diagramm. Im vorliegenden Fall zumindest 
gehen die Strukturanderungen, die sich in der Anderung 
der optischen Drehung ausdrucken, rnit dem Auftreten 
von Anomalien konform. 

3.4. Partielle Denaturierung 

Weitere Informationen uber die anomale Temperatur- 
abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit hofften wir 
durch vorsichtige Denaturierung der Enzyme zu erhalten, 
wobei wir erwarteten, die Struktur des Proteins zwar zu 
verandern, die Aktivitat jedoch nicht allzusehr herabzu- 
setzen. 

Inkubiert man Pankreas-Lipase langere Zeit bei 0°C und 
verfolgt dabei sowohl die Aktivitat des Enzyms als auch 
die Temperaturabhangigkeit der Hydrolysegeschwindig- 
keit, so kann man schliel3lich bei 69.3 % Restaktivitat 
keinerlei Anomalie mehr zwischen 10 und 25°C feststel- 
len[231. Zur Kontrolle untersuchten wir auch ein Gemisch 
aus 70% nativem und 30% vollig denaturiertem Enzym. 
In diesem Fall blieben die Anomalien vollstandig erhalten, 
und bei Umrechnung auf gleiche Konzentrationen an 
aktivem Enzym ergaben sich praktisch deckungsgleiche 
Kurven. 

Bei der Hydrolyse von Casein durch Trypsin lieB sich der 
EinfluB der Denaturierung noch deutlicher beobachten. 
Inkubiert man das Enzym 30min bei 50"C, so sind die 
Amplituden des Kurvenzuges hoher als beim 15 min lan- 
gen Inkubieren oder bei nativem Enzym ; dagegen ergibt 
sich beim 60 min langen Erwarmen auf 50°C eine Kurve, 
die zwischen 5 und 20°C normal verlauft und ein Tem- 
peraturoptimum bei 13 "C aufweist[, 'I. 

Zuletzt sei noch auf Versuche in Gegenwart von 6mol/l 
Harnstoff hingewiesen. Der zugesetzte Harnstoff lost Was- 
serstoffbrucken und andert die Solvatationsverhaltnisse 
des Molekuls, was zur Auffaltung und partiellen Denatu- 
rierung des Proteins fuhrt. Wir fanden entsprechend im 
lg vbr/lfl-Diagramm nur eine gekrummte Kurve und nicht 
die charakteristische anomale Temperaturabhangigkeit 
vor[211. 

4. Diskussion der Anomalien 

Das von uns erstmalig an Lipase aufgefundene anomale 
Temperaturverhalten der Reaktionsge~chwindigkeit[~~*~~~ 
konnte inzwischen an insgesamt 29 Enzym-Substrat-Sy- 
stemen beobachtet werden. Aus den zumindest in Teilbe- 
reichen auftretenden Abweichungen vom nach Arrhenius 
erwarteten linearen Verlauf mu13 man schlieBen, daB die 
Voraussetzungen fur die Arrhenius-Gleichung - namlich 
die Temperaturunabhangigkeit von Eexp und/oder die 
unveranderten raumlichen Verhaltnisse am Reaktionsort 
und in dessen unmittelbarer Umgebung (sterischer Fak- 
tor) - in diesen Fallen nicht erfullt sind. 

Nehmen wir beispielsweise an, das Enzym wurde gleich- 
zeitig in zwei verschiedenen aktiven, nicht ineinander 
ubergehenden Formen vorliegen, zwei die Reaktion rnit 
verschiedenen Aktivierungsenergien katalysierende aktive 
Zentren besitzen oder zwei verschiedene aktivierte Enzym- 
Substrat-Komplexe bilden konnen. Unterscheiden sich 
die beiden Parallelreaktionen in ihrer Temperaturabhan- 
gigkeit, dann wird bei hoheren Temperaturen die Reaktion 
mit der groI3eren Aktivierungsenergie vorherrschen. Im 
log v,,/l/T-Diagramm hatte man dann eine konkave 
Kurve, aber keine konvexe Kurve zu erwarten. Dies ist 
aber gerade das Gegenteil von dem, was bisher - rnit einer 
Ausnahme - bei den Anomalien beschrieben wurde. Nur 
Massey['81 gibt fur die fumarase-katalysierte Hydratation 
von Fumarat fur pH-Werte oberhalb des pH-Optimums, 
also pH=7, bei Temperaturen uber 18°C eine Aktivie- 
rungsenergie von 8.8 kcal/mol an, wahrend er unterhalb 
18°C nur 5.8 kcal/mol findet. Patat und K ~ i b " ~ '  erhielten 
im Gegensatz dazu keine anomale Kurve; sie konnten die 
von Massey gefundenen Abweichungen durch die Tempe- 
raturabhangigkeit des Extinktionskoefizienten des Fuma- 
rates (4% pro IOOC) erklaren. Bei Anbringen dieser Kor- 
rektur resultiert dann fur pH = 7.8 (Phosphatpuffer) eine 
einheitliche Aktivierungsenergie von 7.3 kcal/mol. 

Auf diese Weise kann man zwar die beschriebenen Ano- 
malien rnit kontinuierlichem ubergang erklaren, nicht 
aber den ,,Knick (Schnittpunkt zweier Geraden), vie1 
weniger noch den Kurvenzug, den wir rnit der TKI-Tech- 
nik fanden. 
Bei der enzymatischen Lavanbildung haben Ebert et a1.[81 
den beobachteten Knick im Arrhenius-Diagram der Auf- 
baureaktion rnit der Annahme gedeutet, daB sich die Ge- 
samtreaktion aus gleichzeitig ablaufenden Teilreaktionen 
zusamensetzt. Mit dieser ,,gekoppelten Simultanreaktion" 
kann man aber nur solche Knicke erklaren, die zu niedri- 
geren Temperaturen hin die groBeren Werte der Aktivie- 
rungsenergie anzeigen ; Wellenziige lassen sich damit nicht 
deuten. 

Als Grund des anomalen Verhaltens haben wir nach den 
ersten experimentellen Befunden["] die Konformations- 
anderung des Enzyms und damit des Enzym-Substrat- 
Komplexes zumindest in der Umgebung des aktiven Zen- 
trums, die vergleichbar rnit einer reversiblen Phasenum- 
wandlung ablauft, angesehen. Die spateren Ergebnisse 
stutzen und rechtfertigen diese Deutung. 

La5t man natives und modifiziertes Enzym, deren aktive 
Zentren sich nicht unterschneiden, auf das gleiche Sub- 
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strat einwirken, so miiDte bei gleichem Reaktionsmechanis- 
mus auch die Temperaturabhangigkeit der Reaktionsge- 
schwindigkeit gleich sein - vorausgesetzt, der iibrige Teil 
des Enzymmolekiils ist fur die Anomalien unwichtig. Da 
die erhaltenen Kurven sich aber unterscheiden, mu13 man 
Konformationseinfliisse zur Erklarung heranziehen. 

Es konnte bei der Hydrolyse von cycl. Cytidin-2',3'-mono- 
phosphat durch RNase auch ein Zusammenhang zwischen 
der optischen Drehung und den Anomalien im log v,Jl/T- 
Diagramm nachgewiesen Untersuchun- 
gen an Trypsin gaben uns ahnliche Hinweise; allerdings 
Iagen die beobachteten anomalen Drehungs- und pH- 
Anderungen an der Grenze der MeDgenauigkeit. Es gelang 
bisher noch nicht, ahnliche Zusammenhange mit der Rota- 
tionsdispersion, der Fluoreszenz, der DK-Dispersion so- 
wie dern Verhalten bei der Differentialthermoanalyse 
sicher nachzuweisen. 

Nach diesen Ergebnissen kann es sich nur um geringe Kon- 
formationsanderungen, vielleicht sogar nur um die Lage- 
anderung weniger Aminosauren handeln. Nach Abschat- 
zung unter Beriicksichtigung der Empfindlichkeit der an- 
gewendeten Methoden ist eine Anderung der Achsenver- 
haltnisse des globularen Proteins um weniger als 5% zu 
erwarten. 

Aus den Befunden, daR teildenaturierte Enzyme normale 
Temperaturabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
aufweisen, sowie aus den Modifizierungsversuchen leitet 
sich der nur mittelbare Zusammenhang zwischen der eigent- 
lichen Katalyse und dem die Anomalie verursachenden 
Vorgang ab. - Auch bei pH-Anderung fallen das Maximum 
der Enzym-Aktivitat und die starkste Auspragung der 
Anomaliebereiche nicht zwingend zusammen. Man geht 
deshalb wohl nicht fehl, wenn man die Ursache an der 
Bindungsstelle des Substrates und in deren Umgebung 
sucht. 

Nimmt man beim System Trypsin-Na-Benzoyl-L-arginin- 
athylester die Anfangsgeschwindigkeit vo bei verschiede- 

.-*-.-. .-. 9 30°C /-----ii I:! 75°C 
0--O 10 15°C O--O li, 20°C 
1-1. 11.85"C .--T 1535°C 

-1 ..-r ltj80"C 

8 16 21 31 10 ifl 56 
. .I 1 I ~ .~ ! 1 ~ -  . --- 1- 

' A  8 2 3  5 

Abb. 5. Abhangigkeit der Hydrolyse von N"-Benzoyl-L-arginin-athyl- 
ester (= S) durch Trypsin von der Substratkonzentration bei 9.30,10.45, 
21.85,12.75,14.20,15.35und16.80~C.Bedingungen:[Substrat] = 1'10-3 
bis 6 0 . I K 3  moll-', [Trypsin]=l mgl- ' ,  pH=9.59. 

nen Temperaturen in Abhangigkeit von der Substratkon- 
zentration [S] auf, so sollte man erwarten, daR die erhal- 
tenen ,,Michaelis-Kurven". rnit steigender Temperatur 
synchron iibereinander liegen. Man findet dagegen bei 
15.35"C durchwegs niedrigere v,-Werte als bei 14.20 und 
16.80"C (Abb. 5)12']. 15.35 "C liegt aber genau im Anomalie- 

bereich der Gesamtreaktion"]. Wir sehen dies als weiteren 
Beweis dafur an, daR die Anomalien durch Anderungen im 
Enzym-Substrat-Komplex zustande kommen. 
Wie aus Abbildung 5 weiter ersichtlich, handelt es sich 
hier um ein Enzym-Substrat-System, bei dem die Abhan- 
gigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substrat- 
konzentration nicht der Michaelis-Menten-Beziehung ge- 
horcht. Will man die Michaelis-Konstante Kml**] berech- 
nen, so kann man nur den Kurven-Abschnitt im Bereich 
geringer Substratkonzentrationen heranziehen, da bei 
hoheren Konzentrationen der Verlauf von der normalen 
,,Michaelis-Kurve" stark abweicht. Die experimentelle 
Maximalgeschwindigkeit liegt also dort weit unter der aus 
dem Dixon-Diagramm berechneten. Dies wurde auch an 
anderen Enzym-Substrat-Systemen wie Lipase - Trigly- 
cerideCz3], Xanthin-Oxidase - Aldehyde[251, Urease - 
Harnst~ff[ '~] und Chymotrypsin - Tyro~in-athylester[~~,  381 

beobachtet, sol1 jedoch erst nach AbschluR der Untersu- 
chungen diskutiert werden. 

Fink und P a t ~ t [ ~ ~ ]  geben bei der Hydrolyse von Tyrosin- 
athylester durch Chymotrypsin A aufgrund von NMR- 
Messungen am reagierenden Substrat einen ,,Knick" in 
der Temperaturabhangigkeit des Anlagerungsvorganges 
des Substrates bei ca. 19°C an. Bei dieser Temperatur 
hatten wir aber im log vbr/l/T-Diagramm der Gesamtreak- 
tion einen der Anomaliebereiche vorgefundenL2 'I. Fur die 
Abreaktion, also fur die postulierte Mehrzentrenreaktion, 
ergibt sich bei gleicher Auftragung dagegen eine Gerade[381. 

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen wir bei der kinetischen 
Analyse der Hydrolyse von cycl. Cytidin-2',3'-monophos- 
phat durch RNase (s. u.)['~]. Gegenwartig vorgenommene 
Versuche zur Esterhydrolyse durch Trypsin, wobei wir die 
Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes, die Acylierung 
und Desacylierung sowie die Gesamtreaktion unabhangig 
voneinander untersuchen, sollen die Ursache der Anoma- 
lien in diesem System noch genauer l~kal is ieren '~ 'I. 

Bei Lipase - Tween 20["] oder RNase - cycl. Cytidin-2',3'- 
m o n o p h o ~ p h a t [ ~ ~ ]  1aSt sich der Verlauf der Abhangigkeit 
der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzen- 
tration im Gegensatz zu den obigen Beispielen nach 
Michaelis und Menten beschreiben. Tragt man bei RNase 
K, gegen 1/T auf, so erhalt man zwei Geraden verschiede- 
ner Steigung mit wellenformigem ifbergang an der glei- 
chen Stelle wie im log v,r/l/T-Diagramm[281. Mit steigen- 
der Substratkonzentration treten die Anomalien immer 
mehr zuruck. Dies ist auch verstandlich, da bei Substrat- 
sattigung das vorgelagerte Gleichgewicht der Bildung des 
aktivierten Enzym-Substrat-Komplexes immer weniger 
EinfluD auf die Bruttoreaktionsgeschwindigkeit hat und 
diese immer eindeutiger eine Funktion von k,,, der Ge- 

[*] B.  H .  Hausteen (Univ. Aarhus, 1969) hat bei Chymotrypsin und 
Maloamidinochymotrypsin fur die Temperaturabhangigkeit sowohl der 
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit als auch der Michaelis-Konstanten 
K, ahnliche Anomaliebereiche nachweisen konnen (personliche Mit- 
teilung). 
[**I K, ist eine Substratkonstante, die angibt, bei welcher Substrat- 
konzentration die halbe Maximalgeschwindigkeit vorliegt. Je nach 
angewandter Theorie kann K, durch Geschwindigkeitskonstanten 
der Hin- und Riickreaktionen ausgedriickt werden. Nach der Vor- 
stellung von Michaelis und M e n t e n  ist z. B.  K, = (k- , ) /(k+ ,), nach 
Briggs und Haldane K,=(k-, + k+2)/(k+ J. Modelle, bei denen meh- 
rere Zwischenstufen oder kovalente Zwischenverbindungen formuliert 
werden, fiihren zu komplizierteren Ausdrucken (vgl. d a m  z. B. [39,40]). 
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schwindigkeitskonstante der Abreaktion, wird. k + wird 
im Gegensatz zu K, auch im Anomaliebereich durch 
Temperaturanderung immer nur stetig beeinfluSt, d. h. 
bei logarithmischer Auftragung von k + gegen 1/T erhalt 
man eine Gerade[281. Entscheidend fur die anomale Tem- 
peraturabhangigkeit der Gesamtreaktion ist somit der 
Beitrag, den die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes 
zum Gesamtgeschehen liefert. 

Versuche rnit Inhibitoren stutzen die obigen Befunde. 
Beispielsweise zeigen sich im Temperaturprofil der Hem- 
mung von Trypsin mit Sojabohnen-Inhibitor neben nor- 
malen auch anomale Bereichef3 ']. AuSerdem ergibt sich 
fur die Konstante K, der kompetitiven Produkthemmung 
von RNase durch das entstehende 3'-Cytidylat bei ca. 
22°C - und somit im gleichen Bereich wie bei K, - eine 
Temperaturanomalierz81. Dies deutet darauf hin, daI3 sich 
die postulierte geringe Konformationsanderung auf die 
Bindung des Inhibitors und des Substrates ahnlich aus- 
wirkt, wodurch sich der Reaktionsablauf andert. 

5. Modell zur Beschreibung der Temperatur- 
anomalien 

Um eine Vorstellung zu gewinnen, welche Annahmen 
notig sind, um die experimentell erhaltenen Anomalie- 
bereiche durch ein Modell beschreiben zu konnen, haben 
wir beim System Trypsin - N"-Benzoyl-L-arginin-athyl- 
ester den Kurvenverlauf zwischen 4 und 21 "C eingehend 
gepriift[21,33! Abbildung 6 gibt diesen Teil der Kurve 

m IIT. loL  [ O K - ' 1  - 
Abb. 6. Anomale Temperaturabhangigkeit der Hydrolyse von N"-Ben- 
zoyl-L-arginin-athylester durch Trypsin. Bedingungen: [Suhstrat] 
=3.8.10-3 mol I - ' ,  [Trypsin]=l mgl- ' ,  pH=9.6. Weitere Erlaute- 
rungen s. Text. 

wieder. Setzt man voraus, daR unterhalb TI praktisch nur 
(ES),, oberhalb T, nur (ES),, vorhanden sind und zwischen 
T I  und T, beide Formen im Gleichgewicht stehen, so er- 
gibt sich fur die Abnahme der Substratkonzentration rnit 
der Zeit, d. h. fur die Geschwindigkeit der Hydrolyse 

S =Substrat, E =Enzym, (ES)= Enzym-Substrat-Komplex, E,,,=ex- 
perimentelle Aktivierungsenergie. 

wobei in diesem Fall (Eex,),= (E,,,),,, jedoch A,  #A, sind. 
Beschrankt man den Anomaliebereich auf 3.28" rnit 
T1=284.9 und T2=288.18"K (11.74 bzw. 15.02"C), so 

ergibt sich nach Umformung der van't Hoffschen Reak- 
tionsisobare fur die Enthalpie des uberganges 

2.303RT2-T, K 
A H  = . log L!? 

T,-T* KT L 

Postuliert man weiter, daI3 die Konzentrationen der For- 
men I und I1 bei TI  0.99 bzw. 0.01, bei T, 0.01 bzw. 0.99 
betragen, so errechnet sich fur AH 457.2 kcal/mol, ein 
Wert, der unverstandlich hoch liegt. Ahnlichen Schwierig- 
keiten begegnete man z. B. bei der Behandlung des Helix- 
Coil-Uberganges von Polypeptiden oder DNA. Man ist 
deshalb auf die zusatzliche Annahme kooperativer Vor- 
gange angewiesen. In diesem Fall gilt fur die scheinbare 
Gleichgewichtskonstante 

K,,, = K" (6) 

wobei K die Gleichgewichtskonstante des Elementarprozes- 
ses und n die ,,kooperative Lange" bedeuten. Fur die Ge- 
schwindigkeit resultiert dann : 

wobei 

n = kooperative Lange, AH = Bindungsenthalpie einer kooperativen 
Bindung oder Wechselwirkung, T* = Temperatur, bei der die Konzen- 
trationen von (ES), und (ES),, gleich sind (KT= 1). 

Setzt man in obigen Ansatz fur n 80 und AH 5 kcal/mol 
ein, so erhalt man Punkte, die den experimentell gewon- 
nenen Kurvenverlauf gut wiedergeben (Abb. 7) ; somit ist 
zumindest eine formale Beschreibung des Temperaturver- 
haltens moglich. Allerdings sollte man dann erwarten, daS 

34 5 35 35 5 
&mg 1/T 10L [OK-']---, 

Abb. 7. Temperaturabhangigkeit der Hydrolyse von N"-Benzoyl-L- 
arginin-athylester durch Trypsin. Bedingungen : [Substrat] = 3.8. 
mol 1- I,  [Trypsin] = 1 mg I -  ', pH =9.6. 

man bei der gewahlten ,,kooperativen Lange" entgegen 
den bisherigen Befunden rnit physikalischen Methoden 
(Abschnitt 4) eine deutlichere Strukturanderung nachwei- 
sen konnte, sofern sich diese nicht grol3tenteils auf das 
Innere des gefalteten Molekuls beschrankt. 
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Die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeit vieler 
Enzym-Reaktionen folgt nicht der Arrhenius-Gleichung, 
sondern gibt sich bei sorgfaltiger Messung in kleinen 
Temperaturintervallen als Kurvenzug zu erkennen. Aus 
der kinetischen Analyse der Gesamtreaktion konnten 
noch Hinweise auf Anderungen der Elementarprozesse 
gewonnen werden. Die genaue Verfolgung des Tempera- 
turverlaufes gestattet es sornit - empfindlicher als etwa 
durch Messung der optischen Drehung - geringe struk- 
turelle Veranderungen am Enzym oder am Enzym-Sub- 
strat-Komplex sichtbar zu machen. 

Auch fur die Bioteclinik enzymatischer Prozesse sollten 
sich zusatzliche Informationen gewinnen lassen. Beispiele 
sind die Veranderung der Enzyme bei der Konservierung, 
besonders der Gefriertrocknung sowie die Entwicklung 
moglichst bestandiger und technisch verwendbarer Enzyme 
fur die Synthese spezieller chemischer Produkte. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaj? sowie der Fond der 
Chemischen lndustrie haben die Untersuchungen dankens- 
werterweise durch Such- und Personalmittel unterstutzt. - 
Fraulein Dip1.-Chem. G. Klunker und Fraulein K .  Thomass 
sowie den Herren Dr. W Miiller, Dr. G .  Fink, Dip1.-Chem. 
Ch. Gramsch, Dip1.-Chem. J .  Maris, Dip1.-Chem. D. Wolf 
und Dip1.-lng. H.  Rusche mochte ich an dieser Stelle fur 
ihre Mitarbeit, Frau R.  Ehnier f i r  die technische Assistenz 
herzlich danken. 

Eingegangen am 24. November 1970 [A 8231 

[I] 7: E. Barman u. H .  Gutjireund, Biochem. J. 101,411 (1966). 
[2] B. Miiller-Hill u. K .  Wallenfels, Biochem. Z .  339, 338 (1964). 
[3] B. S. Gould u. I .  W Sizer, J. Biol. Chem. 124,269 (1938). 
[4] J. F. Koster u. C. Veeger, Biochim. Biophys. Acta 167, 48 (1968). 
[5] 1. K Sizer u. B. S .  Gould, Enzymologia (Amsterdam) 8, 75 (1940). 
[6] 2. Hodidian u. H. Hoagland, J. Gen. Physiol. 24, 339 (1940). 
[7] E. Helmreich u. C. F. Cori, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 52, 647 
(1964). 

[24] G. Talsky u. G. Klunker, Hoppe-Seyler’s Z .  Physiol. Chem. 348, 
1372 (1967). 
[25] G. Talsky u. G. Fink, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 348, 1141 
(1967). 
[26] G. Talsky u. J .  Maris, Z .  Naturforsch. 236, 645 (1968). 
[27] G. Talsky in Tagungsberichte der Deutschen Ges. fur Biophysik 
e. V. und Osterr. Ges. fur Reine und Angewandte Physik, Baden bei 
Wien. Verlag der Wiener Med. Akademie 1968. 
[28] W Muller, Dissertation, Technische Universitat Miinchen 1970. 
[29] F. b r m ,  Advan. Enzymol. 24,415 (1962). 
[30] G. Talsky u. D. Wolf; Z. Naturforsch. 236, 1389 (1968). 
[31] G. Talsky u. Ch. Gramsch, noch unveroffentlicht. 
[32] G. Talsky u. H .  Rusche, noch unveroffentlicht. 
[33] G. Talsky u. W Miiller, noch unveroffentlicht. 
[34] G. B. Kistiakowsky u. R .  Lumry, J. Amer. Chem. SOC. 71, 2006 
(1949). 
[35] M .  L .  Bender, F .  J .  K l z d y  u. C. R.  Gunter, J. Amer. Chem. SOC 86, 
3714 (1964). 
[36] H. Follmann, H. J .  Wieker u. H. Witzel, European J. Biochem. 1, 
243 (1967). 
[37] G. Talsky, noch unveroffentlicht. 
[38] G. Fink u. F. Patat, Hoppe-Seyler’s Z .  Physiol. Chem. 350, 1501 
(1969). 
[39] M. Dixon u. E. C. Webb: Enzymes. 2.  Aufl., Longmans, Green 
& Co., London 1964, S. 92ff. 
[40] H. R. Mahler u. E. H. Cordes: Biological Chemistry. 6. A d . ,  
Harper & Row, New York, und John Weatherhill, Tokyo 1969, S. 228ff. 

560 Angew. Chem. / 83. Jahrg. 1971 / Nr.  I5 


