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Einfithrung

Die folgende Zusammenfassung! will {iber Grundlagen, Durchfiihrung und Lei-
stungsfihigkeit von Arbeitsmethoden berichten, deren Aufgabe der Nachweis von
Enzymaktivitiat ¢n situ ist. Der Histologe braucht vom Wert der Lokalisierung
bestimmter Substanzen oder Aktivititen in Zellen oder, falls moglich, in bestimm-
ten Zellbercichen oder Organellen nicht iiberzeugt zu werden. Der Biochemie
wird durch die histochemische Betrachtungsweise eine neue Dimension erdftnet.
Die Moglichkeit einer genaueren Zuordnung von Stoffen an Strukturen mikro-
skopischer Groflenordnung verspricht weitere Fortschritte bei der immer tieferen
Analyse des zelluliren Geschehens und damit der Physiologie des gesamten Or-
ganismus.

r

! Die Bearbeitung von Teilen dieses Werkes ist durch Stipendien der National In-
stitutes of Health, Department of Health, Education and Welfare unterstiitzt worden.
Da beabsichtigt ist, durch Herausgabe von Ergénzungsbiinden diesen Beitrag auf
dem Laufenden zu halten. die Literatur jedoch auf zahlreiche verschiedenartige Zeit-
schriften verteilt ist, wiirde es fiir die Verfasser eine gro3e Hilfe bedeuten, wenn von
Veriffentlichungen auf diesem Gebiet Sonderdrucke an den als ersten genannten
Autor (H. W. Dreaxg, Albert Einstein College of Medicine, Dept. of Pathology. New
York 61, N.Y.), gesandt werden konnten.
In diesem Beitrag werden einheitlich folgende Bezeichnungen benutzt :
1. Temperaturen werden in Grad Celsius (7 () ausgedriickt.
2. Elemente, Tonen und anorganische Bestandteile werden mit den gebriuchlichen
chemischen Formeln bezeichnet.

3. Mol bedeutet Molekulargewicht in Gramm pro Liter, n bedeutet normale Konzen-
tration (Konzentration einer Losung in Grammaéaquivalent pro Liter).

4. 0 bezeichnet die ortho-, m die meta- und p die para-Stellung bei Phenolkorpern.

5. o und B wird nur zur Bezeichnung sterischer Formeln von Glykosiden benutzt. Da-
gegen werden zur Kennzeichnung der 1- und 2-Position statt « und § Ziffern ver-
wendet.

6. Die Bezeichnung -SH-Verbindung gilt fiir Substanzen mit einer freien -SH-Gruppe
(Sulfhydrylgruppe) wie z. B. Cystein. Die Bezeichnung -SH-Reagens bezeichnet
Substanzen, die ihrerseits mit freien -SH-Gruppen reagieren (wie z. B. p-Chlormer-
curibenzoat). Entsprechend wird als Carbonyl-Verbindung eine Verbindung mit
einer freien C=O0-Gruppe bezeichnet, wahrend Carbonyl-Reagens eine Substanz
ist, die mit solchen Gruppen reagiert.

. Vereinzelt sind Enzyme und in einigen Fillen auch ihre Substrate im Text durch
Abkiirzungen bezeichnet worden, wie sie fast allgemein in die Literatur Eingang
gefunden haben. So z. B. DPN (Diphospho-pyridinnucleotid, Coenzym I), TPN
(Triphospho-pyridinnucleotid, Coenzym I1), Dopa (L-3,4-Dioxyphenyl-alanin),
Nadi-Reagens (1-Naphthol und Dimethyl-p-phenylendiamin). Im iibrigen wurde in
der deutschen Ausgabe des Handbuchbandes auf die Anwendung von Abkiirzungen
soweit wie moglich verzichtet.

8. In einigen Fiillen wurden an Stelle der chemischen Benennung allgemein iibliche
Handelsbezeichnungen eingesetzt, z. B. Versene (Komplexon), Veronal, Janus-
grin B, Eserin, Aquaffin, Neotetrazolium und Tetrazolpurpur. Soweit wie moglich
wurden die durch HorrmannN-OsTENHOF (1950, 1953) vorgeschlagenen Bezeichnun-
gen und Klassifikationen benutzt.

Handbuch der Histochemie, Band VII/1 1d



2 Einfithrung

Dennoch haben unvermeidliche Irrtiimer, die stets mit neuen Methoden Hand
in Hand gehen, gelegentlich zu einer grundsitzlichen Ablehnung der ganzen Arbeits-
richtung gefiihrt, besonders durch Spezialisten aus Nachbardisziplinen, die be-
reits iiber exakteres methodologisches Riistzeug verfiigten. Ein Blick auf die Ent-
wicklung anderer Fachgebiete lehrt jedoch, daBl der Fortschritt oft ebenso durch
Irrtiimer wie durch korrekte Befunde gefordert worden ist. Bestiitigt wird diese
These durch die Schwierigkeiten und Widerspriiche bei der Zellfraktionierung,
einem Arbeitsgebiet, das gleichzeitig mit unserem entwickelt wurde (Duve und
BERTHET 1954).

Das Wiedererwachen des Interesses an der Enzym-Histochemie begann 1936
mit der Verdffentlichung von Lisons ,,Histochimie animale*™. Die Entdeckung einer
histochemischen Nachweismethode fiir ein hydrolytisches Enzym, der alkalischen
Phosphatase, gleichzeitig durch Tarkamarsu und Gomori, gab 1939 dieser
Forschungsrichtung weiteren Auftrieb. Das grofle Interesse an diesen Methoden
geht sicher auch darauf zuriick, daf} die Biochemie der Enzyme sich bis zum Jahre
1940 soweit entwickelt hatte, dafl nicht nur vereinzelte Histologen zur Arbeit auf
diesem Gebiet ermutigt wurden.

Die schnelle Entwicklung der Enzym-Histochemie nach dem Erscheinen von
LasoNs Monographie wird durch die rasch anwachsende Zahl neuer Methoden
deutlich (DempsEY und WisLockl 1946; Lituie 1948: Grick 1949; BRADFIELD
1950: Dounce 1950; Prarse 1951 Gomort 1952a; Lison 1953; PeEarse 1953a;
vaN FLerT 1952, LiLie 1954 ; Novikorr 1955). Man kann damit rechnen, daf} die
Aushreitung dieses Arbeitsgebietes sich weiter fortsetzt, gefordert durch die
stindig wachsende Zahl von Publikationen und Erkenntnissen in diesem Be-
reich. Der rasche Fortschritt spiegelt sich in der Griindung mehrerer der
Histochemie gewidmeter Zeitschriften in verschiedenen Lindern (z. B. Journal
of Histochemistry and Cytochemistry 1953: Acta histochemica 1954; Rivista di
Istochimica normale e patologica 1954: Journal of biophysical and hiochemical
lytology 1955; Annales d’Histochimie und Histochemie).

Vor 1939 befaliten sich die Versuche zum Nachweis von Enzymen fast aus-
schlieBlich mit den Oxydoreduktasen. Erst spiter hat sich das Interesse auf eine
andere grofle Gruppe von Enzymen, die Hydrolasen, konzentriert. Abgesehen
von den Dehydrogenasen sind die Oxydoreduktasen in den letzten Jahren vernach-
lissigt worden, wodurch eine bedauerliche UngleichméBigkeit unserer Kenntnisse
entstanden ist.

Die vorliegende Darstellung ist in verschiedene Abteilungen gegliedert. ITm fol-
genden Abschnitt (I) werden die allgemeinen Charakteristika der Enzyme behan-
delt. Danach werden die Bedingungen fiir die Lokalisation der Enzymaktivitit
zunichst unter allgemeinem Gesichtspunkt betrachtet (II). In den weiteren Kapi-
teln werden die speziellen Methoden zum Nachweis der verschiedenen Oxydoreduk-
tasen (III) und der Hydrolasen (IV) dargestellt. Als letztes werden die Enzyme
abgehandelt, die aulerhalb der beiden Kategorien stehen (V).

Innerhalb jedes Kapitels der Abschnitte III bis V werden zuniichst kurz die
aus biochemischen Untersuchungen bekannten Eigenschaften der Enzyme auf-
gefiithrt. Es folgen die bisher vorgeschlagenen histochemischen Methoden. Dabei
haben wir uns bemiiht, die Erhaltung des Enzyms in seiner aktiven Form, die
Spezifitit des Enzyms, die Bedingungen der Reaktion und vor allem die VerlifBlich-
keit der Lokalisation kritisch zu diskutieren. Soweit sie der histochemischen Frage-
stellung dienlich sind, haben auch biochemische Methoden oder andere zusitz-
liche Verfahren zur Lokalisation von Enzymen Erwihnung gefunden.



Enzyme als Biokatalysatoren 3

I. Allgemeines iiber die Eigenschaft von Enzymen

A. Enzyme als Biokatalysatoren

Der stiindige Ablauf einer Vielzahl chemischer Reaktionen ist fiir die lebende
Zelle charakteristisch. Es mag erlaubt sein, die Gesamtheit dieser Vorginge als
das Wesentliche des Lebens aufzufassen. Der lebende Organismus besitzt die
Fihigkeit zum Aufbau wie zum Abbau komplizierter organischer Verbindungen.
Diese chemischen Reaktionen laufen zum grofiten Teil nicht spontan ab, sondern
sind an das Mitwirken von Zellen oder Zellbestandteilen gebunden. Voraussetzung
fiir ihr Zustandekommen ist ein System von Katalysatoren, welche als Enzyme
oder Fermente bezeichnet werden.

Diese Katalysatoren wirken nicht nur, indem sie Reaktionen iiberhaupt er-
moglichen, sondern auch, indem sie sie beschleunigen oder ihren Ablauf in eine
bestimmte Richtung lenken, so daf} andere, an sich moégliche Reaktionswege nur
noch in unbedeutendem Ausmal} beschritten werden. Die Bedeutung der Enzyme
wird klar, sobald man sich vor Augen fiihrt, dal} die Existenz lebenden Gewebes
nicht so sehr von der Tatsache abhingt, dal} iiberhaupt Energie freigesetzt wird,
sondern dal} die Freisetzung von Energie in kontrollierter Weise erfolgt. Lebende
Organismen sind fihig, komplizierte chemische Verbindungen durch ein System von
Katalysatoren in solcher Weise hindurchzufiihren, dall nicht nur die Energieaus-
beute nutzbar wird, sondern dariiber hinaus die molekularen Bauelemente auch
beim strukturellen Aufbau des Organismus Verwendung finden.

Allgemein gesprochen sind Katalysatoren anorganische oder organische Substan-
zen, welche die Geschwindigkeit chemischer Reaktionen beeinflussen. Sie erscheinen
nicht in der Summenformel der Reaktion und werden nicht Bestandteil des End-
produktes. Katalysatoren nehmen an der Reaktion selbst teil, kehren jedoch in
ihre urspriingliche Form zuriick, sobald der Reaktionsablauf beendet ist. Kataly-
satoren sind durch folgende Eigenschaften gekennzeichnet :

1. Sie sind in dullerst kleinen Konzentrationen wirksam.

2. Sie unterbinden nicht die Umkehrung einer reversiblen Reaktion, fithren je-
doch dazu, den chemischen Prozel} in einer Richtung zu beschleunigen.

3. Sie sind spezifisch auf bestimmte chemische Reaktionen gerichtet.

Die Biokatalysatoren oder Enzyme unterscheiden sich von anorganischen Ka-
talysatoren in mehrfacher Hinsicht (FrRuToN und Stmmonps 1953; WHITE et al.
1954). Dies geht in erster Linie auf die Tatsache zuriick, dal} Enzyme Eiweil3-
korper sind und infolgedessen die fiir Proteine charakteristischen Eigenschaften
zeigen. Hieriiber soll im folgenden Abschnitt (S. 5) gesprochen werden.

Es gibt jedoch noch andere Unterschiede: Enzyme besitzen die Fihigkeit,
chemische Reaktionen bei verhiltnismifBig niedrigen Temperaturen und in an-
nidhernd neutralen wiflrigen Losungen herbeizufiihren. Die Mehrzahl der sonst
bei anorganischen oder organischen Reaktionen beteiligten Katalysatoren bleibt
unter diesen Bedingungen wirkungslos. Naturgemif laufen die im Organismus
von Biokatalysatoren gesteuerten Umsetzungen viel langsamer ab, als katalytisch
gesteuerte Reaktionen die mit dem Riistzeug der Chemie unter Hitze oder unter
Druck vorgenommen werden.

Ein weiterer Unterschied zwischen Enzymen und Katalysatoren besteht darin,
dafl Enzyme zumeist extrem spezifisch in ihrer Aktivitit sind, wihrend Kataly-

1*
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satoren bei weitem nicht diesen Grad an Spezifitit besitzen. Die Spezifitit der
Enzyme #duBert sich nicht nur in der Beschrinkung auf bestimmte Substanzen,
mit denen sie reagieren (Substrate), sondern auch in der Festlegung auf eine be-
stimmte Art der Reaktion. Es mul} jedoch betont werden, dall das Ausmall der
Substratspezifitit bei den verschiedenen Enzymen in weiten Grenzen schwankt.
Beispielsweise vermoégen die unspezifischen Esterasen Carbonsdureester zu
hydrolysieren, die sowohl hinsichtlich ihres alkoholischen Restes wie ihrer Saure-
gruppe weit voneinander abweichen. Andererseits gibt es Glykosidasen (beispiels-
weise die o-D-Glucosidase), die nur ein bestimmtes Glykosid-Derivat eines be-
stimmten Zuckers hydrolysiert. Die Reaktionsspezifitit ist dagegen mit wenigen
Ausnahmen absolut (HeELrericH 1950). Es gibt jedoch auch hier einzelne Pepti-
dasen, die den entsprechenden Ester schneller hydrolysieren als das Amid
(E. Smrra 1951).

Auflerdem katalysieren Enzyme verschiedener Herkunft (z. B. aus verschie-
denen Organen desselben Tieres oder dem gleichen Organ verschiedener Spezies)
ein und dieselbe Reaktion mit dem gleichen Substrat ungleich schnell. Man nennt
dies Organspezifitat bzw. Artspezifitat. Weiterhin konnen sich Enzyme unter-
schiedlichen Ursprungs auch in ihrer Substratspezifitit unterscheiden.

Substratspezifitit und Reaktionsspezifitat bilden die Grundlagen fir die Klassi-
fizierung der Enzyme. Es hat sich eingebiirgert, zur Benennung der Fermente
den Wortstamm des Substrates mit dem Suffix -ase zu verbinden, wie beispiels-
weise bei Esterase oder Glucose-6-phosphatase. Es gibt jedoch einige Ausnahmen,
wobei teilweise traditionsbedingte Trivialnamen Verwendung finden, z. B. Pep-
sin, Ptyalin oder Lysozym.

Obgleich Hunderte von Enzymen bekannt sind, lassen sie sich in 5 Klassen auf-
teilen, wenn man die von ihnen gesteuerte Reaktion zur Grundlage der Einteilung
macht (HorFMANN-OsTENHOF 1953). Diese Klassen sind:

1. Fermente, welche die Ubertragung von Elektronen oder Wasserstoffionen ka-
talysieren und bei biologischen Oxydationen und Reduktionen eine Rolle
spielen (Oxydasen und Dehydrogenasen bzw. Oxydoreduktasen).

2. Enzyme, welche Abspaltung oder Anlagerung von Wasser bewirken (Hydro-
lasen und Hydrasen).

3. Enzyme, die ein Radikal von einem Molekiil auf ein anderes, das nicht Wasser
sein darf, iibertragen (Transferasen).

4. Enzyme, welche die Aufspaltung oder Bildung der C-C, C-N,C-O oder (*-S-Bin-
dung ohne eine Ubertragung von Molekiilgruppen bewirken (Lyasen und
Syntheasen bzw. Desmolasen).

5. Enzyme fiir die sterische Umgruppierung eines Molekiils (Isomerasen und
Racemasen).

Zum gegenwiirtigen Zeitpunkt sind die histochemischen Untersuchungsmetho-
den im wesentlichen auf den Nachweis der ersten beiden Klassen von Fermenten
beschrinkt. Vereinzelte Reaktionen auf Enzyme der zweiten Klasse gelten jedoch
auch fiir Fermente der Klasse 3. Einige histochemische Methoden sind auch zur
Erfassung von Enzymen der Klasse 3 und 4 vorgeschlagen worden.

Enzyme gibt es in allen lebenden Zellen. Dagegen unterscheidet sich die Ver-
teilung der Fermente in verschiedenen Geweben und bei verschiedenen Spezies
weitgehend. Durch die Anwendung histochemischer Methoden konnten die Kennt-
nisse iiber die Verteilung der Fermente in Geweben und Zellen wesentlich erwei-
tert werden.
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B. Chemische Eigenschaften der Enzyme

1. Die Eiweillnatur der Enzyme

Es steht heute fest, dall Fermente in die Klasse der Proteine gehoren (SUMNER
und MyrBAck 1950). Der Eiweilicharakter der Enzyme ist schon vor lingerer
Zeit erkannt worden, nachdem sich herausstellte, dall Fermente nicht dialysier-
bar sind und dementsprechend ein hohes Molekulargewicht besitzen miissen. Das
Verhalten der Fermente in Losung, beim Sedimentieren, ihre Bewegung bei Elek-
trophorese, die Angreifbarkeit durch proteolytische Enzyme und ihre hydroly-
tische Aufspaltbarkeit, sowie nicht zuletzt die charakteristische Zusammen-
setzung aus Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoft und Schwefel, stellen ihre Eiweil3-
natur sicher. Zusitzliche Gewilheit in dieser Frage brachten immunbiologische
Untersuchungen (MArrACK 1950). Mehrere Enzyme konnten in reiner, kristalli-
sierter Form isoliert werden. Stets erwies sich hierbei das Priparat als Protein
(ScewIMMER und PARDEE 1953). Somit verstehen wir gut, dafl die katalytische
Aktivitit der Enzyme vor allem von der Unversehrtheit des Proteinmolekiils ab-
hiangig ist. Auch die schon erwahnte Organspezifitit und Artspezifitat 1aBt sich
aus der Eiweillnatur der Fermente leicht erkliren, da kleinere Abweichungen
zwischen homologen Proteinen eher die Regel als eine Ausnahme sind.

Bei vielen Enzymen, am héufigsten bei den Oxydoreduktasen, ist mit dem Ei-
weillbestandteil des Fermentes, dem Apoenzym eine prosthetische Gruppe oder
(ofaktor verbunden. Die chemische Natur des Cofaktors kann unterschiedlich
sein: es handelt sich jedoch nicht um einen Eiweillkorper. Meist sind es relativ
kleine, hitzeresistente und oft dialysierbare Verbindungen, die als Coferment he-
zeichnet werden. Haufig enthalten Cofermente ein Vitamin oder dessen Derivate.
Ein Beispiel hierfiir ist Thiamin-pyrophosphat, die Cocarboxylase. Die Aktivitit
des Cofermentes allein ist gering. Die volle Aktivitit des Enzymes ist nur bei
Bindung des Coenzyms an das Apoenzym gegeben. Auch die Pyridinnucleotide
werden als Coenzyme fiir Dehydrogenasen betrachtet (STNG¢ER und KeArNEY
1954a). Dem steht jedoch die Meinung von HorrMaNN-OsTENHOF (1953) gegen-
iiber, der sie als sekundire Acceptoren auffalt und lieber als Enzym-Komple-
mente bezeichnet wissen mochte. Auller diesen organischen Cofaktoren sind hiufig
auch metallische Cofaktoren oder anorganische Komplemente fiir die Enzymalti-
vitit bedeutungsvoll (SuMNER und MyrBAck 1950: LENINGER 1950). Beispiele
hierfiir sind das Magnesium-lon bei manchen Phosphoesterasen und das Kupfer-
Ton bei Phenoloxydasen.

Die Tatsache, dall manche Enzyme aus Zellen oder Geweben leicht extrahiert
werden kénnen oder von Driisen aktiv sezerniert werden (beispielsweise als Ver-
dauungssiifte), wihrend andere Fermente nur sehr schwer extrahierbar sind, 1Bt
zwei Arten von Fermenten unterscheiden. Die einen solleninléslichem, unorganisier-
tem Zustand vorkommen (Lyo-enzyme). Der andere Typ der Fermente soll an be-
stimmten Zellstrukturen gebunden sein, wodurch die Freisetzung des Enzyms in
aktiver Form schwierig oder unméglich wird (Desmo-enzyme). Nach der gegen-
wiirtigen Anschauung ist es fiir die Aktivititsmessung eines Enzyms unwesent-
lich, ob es in Losung gebracht werden kann oder nicht. Auch wenn es fest an un-
I6sliche Zellstrukturen gebunden bleibt (z. B. an Mitochondrien), vermag es seine
volle Aktivitdt zu entfalten (SuMNER und MYRBACK 1950 ; LINDBERG und ERNSTER
1954 StesErT 1955). Dies beriithrt eng die Frage der exakten cytologischen Loka-
lisation der Enzyme und ist fiir das Verstindnis ihrer biologischen Bedeutung
von entscheidender Wichtigkeit.



6 Allgemeines iiber die Eigenschaft von Enzymen

2. Abhiangigkeit der Enzymwirkung vom pH

Die Aktivitit der Enzyme hingt in charakteristischer Weise vom py des um-
gebenden Milieus ab. Fiir jedes Enzym gibt es einen verhiltnismiBig schmalen
Bereich maximaler Aktivitit, das sogenannte pu-Optimum. An beiden Seiten
dieses Bereiches fiillt die Aktivitit gegen Null ab. Bei einzelnen Enzymen ist das
pu-Optimum konstant (beispielsweise bei einzelnen Glykosidasen), bei anderen
verindert es sich, abhiingig von dem verwendeten Substrat (so z. B. bei den un-
spezifischen, alkalischen Phosphatasen oder der Myeloperoxydase). Auch kann
ein gleiches Enzym je nach seiner Herkunft aus verschiedenen Organen oder ver-
schiedenen Spezies gegeniiber dem gleichen Substrat Unterschiede im py-Optimum
zeigen.

Proteine sind polyvalente bipolare Ionen, deren Dissoziation vom py des Me-
diums abhingt. Vom Ausmal} der Dissoziation bzw. von der elektrischen Ladung
des Proteins wird wiederum die enzymatische Aktivitat bestimmt. Es scheint,
daB eine Verinderung des py zu einer Anderung der Substrataffinitit des Enzyms
fithren und die Geschwindigkeit der enzymatisch gesteuerten Reaktion beein-
flussen kann, wenn der in die chemische Reaktion einbezogene Teil des Enzym-
molekiils eine dissoziierbare Gruppe enthilt (FruToN und Simmonps 1953). Da
Proteine Zwitterionen sind, kénnen Fermente dementsprechend in unterschied-
lich ionisierter Form vorliegen. Nur einer der moglichen Zustinde wird optimale
katalytische Eigenschaften besitzen. Die dieser Ionisationsform entsprechende
Wasserstoffionenkonzentration entspricht dem pu-Optimum. Auller der Aktivitit
werden auch andere Eigenschaften eines Enzyms durch das py beeinflullt, so bei-
spielsweise die Loslichkeit, welche vom isoelektrischen Punkt abhingig ist.

Die Einstellung eines bestimmten py macht die Anwesenheit von Pufferlésun-
gen erforderlich, die ihrerseits die Enzymaktivitdt beeinflussen kénnen. Bei glei-
chem pu-Optimum mehrerer Enzyme kann aus diesem Grunde die Anwendung
unterschiedlicher Pufterlosungen erforderlich werden.

3. Der Einflul} der Temperatur

Bei den meisten chemischen Reaktionen erhoht sich die Geschwindigkeit des
Reaktionsablaufes mit dem Ansteigen der Temperatur. Enzymatisch gesteuerte
Reaktionen bilden hier keine Ausnahme. Jedoch sind Enzyme als Eiweillkorper
sehr empﬁndli(h gegen zu starke Erwidrmung und Denaturierung. Eine Steige-
rung der Temperatur fithrt zwar zundchst zu einer Reaktionsbeschleunigung,
beschleunigt jedoch auch die thermische Inaktivierung des Enzyms. Fiir jedes
Enzym gibt es ein Temperatur-Optimum. Bei Temperaturen unter dem Opti-
mum bleibt das Enzym stabiler und linger aktionsféihig, doch ist die Reaktions-
geschwindigkeit verlangsamt.

Das Temperaturoptimum der Enzyme entspricht gewohnlich, aber nicht immer,
der Korpertemperatur des Organismus. Beispielsweise liegt das Temperaturopti-
mum vieler Enzyme in Pflanzen oder Invertebraten niedriger als in Sdugetieren.
Am hochsten ist es bei den Enzymen termophiler Bakterien.

Inaktivierung durch zu hohe Temperatur kann auf eine Steigerung der Wiirme-
bewegung der Molekiile zuriickgefithrt werden, die eine Zerstérung der intramole-
kularen Ordnung zu Folge hat. Andere physikalische Eingrifte, wie heftiges Schiit-
teln, hoher Druck oder Strahlungseinwirkung koénnen zu dhnlichen Effekten
fiithren.
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4. Hemmung und Aktivierung

Es sind zwei Formen der Hemmung enzymatischer Aktivitat bekannt (MASSART
1950; WHiTE et al. 1954). Ein competitiver Inhibitor tritt mit dem Substrat des
Enzyms in Konkurrenz. Das Ausmal} der Hemmung hiangt vom Verhiltnis der
Inhibitorkonzentration zur Substratkonzentration ab. Auch die Reaktionspro-
dukte des enzymatisch gesteuerten Vorganges konnen als competitive Inhibitoren
in Betracht kommen (beispielsweise Phosphat-Tonen bei Phosphatasen). Ebenso
konnen Substanzen, die dem Substrat strukturchemisch verwandt sind, als com-
petitive Hemmstoffe wirken, wie z. B. Salze der Malonsdure fiir Succinodehydro-
genase. Die Voraussetzung fiir das Zustandekommen einer competitiven Hemmung
ist die Verdriangung des Substrates aus seiner zeitweiligen Bindung an das aktive
Zentrum des Enzymmolekiils durch eine andere Substanz. Die Affinitit competi-
tiver Inhibitoren zu den Enzymen kann sehr verschieden sein.

Ein nicht competitiver Inhibitor, z. B. ein Schwermetallion oder Cyanid, fithrt
zu einer Inaktivierung des Enzyms, ohne dal} an diesem Vorgang das Substrat
beteiligt ist. Das Ausmall der Hemmung héngt ausschlieBlich von der Konzen-
tration des Hemmstoffes ab.

Die Bindung eines nicht competitiven Hemmstoftes an das Enzym kann rever-
sibel oder irreversibel sein. Ist die Bindung reversibel, so mul} der Hemmstoff der
Inkubationslosung zugesetzt werden und nicht nur wéhrend der Vorbehandlung
des Gewebes zur Anwendung kommen. Das gilt z. B. fiir Cyanide bei der Hemmung
eisenhaltiger Oxydoreduktasen. Bei irreversibler Bindung geniigt eine Vorbehand-
lung des Gewebes mit dem Inhibitor zur Hemmung der Reaktion. Ein Beispiel
hierfiir sind gegen -SH-Gruppen gerichtete Reagenzien zur Inaktivierung von
Dehydrogenasen. .

Im Hinblick auf die Hemmung mul} auf die fiir die Enzymreaktion wichtigen
Molekiilgruppen eingegangen werden. Kinige Fermente enthalten genau definierte
Radikale als Vermittler der enzymatischen Reaktion. Einzelne dieser Gruppen
wirken durch Bindung des Substrates an das Enzym. Andere sind fiir die struktur-
chemische Konfiguration des Proteins entscheidend. Von Bedeutung sind vor allem
diejenigen Teile des Proteinmolekiils, deren Verdnderung einen Verlust der Akti-
vitdt zur Folge hat. Eine solche Inaktivierung ist durch zahlreiche Reagenzien
moglich und kann spezifisch oder unspezifisch sein. Eine unspezifische Inaktivie-
rung beeinflult den Status des Proteinmolekiils ganz allgemein. Die spezifische
Hemmung fithrt zu einer Blockierung der Bindungsstellen. So konnten Sulfhydryl
(-SH)-Gruppen als wesentlich fiir die Aktivitit zahlreicher Enzyme nachgewiesen
werden (BARRON 1951) und in einigen Féllen kénnen sie als Bindungsstellen gelten.
Oft geht die Inaktivierung auf die Blockierung dieser Sulfhydrylgruppen zuriick :
so beispielsweise bei Oxydation der -SH Gruppen zu -S-S Gruppen. Oft ist hier
eine Reaktivierung oder ein Schutz durch reduzierende Stoffe moglich. Bei ande-
ren KEnzymen gilt das gleiche fiir die freien Carboxyl-, Amino- und Carbonyl-Grup-
pen. Eine unspezifische Inaktivierung kann durch eine Verinderung des Protein-
molekiils durch Hitze oder andere physikalische Mainahmen erfolgen, wobei keine
Beziehungen zu solchen spezifischen Gruppen bestehen.

Es mull betont werden, dall viele Enzyme hochempfindlich gegen Kationen
sind, vor allem gegen Schwermetall-Tonen, basische Farbstoffe oder groBe orga-
nische Kationen. Kleinste Mengen solcher Hemmstoffe (die spezifisch oder un-
spezifisch wirken kénnen) im Wasser oder in Reagenzien kénnen schwere Ver-
dnderungen der Enzymaktivitit verursachen (MAssarT 1950). Aus diesem Grunde
muf} grofle Sorgfalt aufgewandt werden, um Spuren solcher Hemmstoffe, bei-



8 Allgemeines tiber die Eigenschaft von Enzymen

spielsweise von Zink, aus den Reaktionslosungen fernzuhalten (vgl. S. 58,
Sucecinodehydrogenase). Erst in der letzten Zeit ist dieser Gesichtspunkt geniigend
gewiirdigt worden.

Es gibt Enzyme, deren Aktivitiat durch bestimmte Methoden der Kiweiidena-
turierung (wie z. B. die Behandlung mit Athanol oder Aceton) nicht zerstort wird.
Die EiweiBdenaturierung durch physikalische Eingriffe oder durch Reagenzien,
wie positiv geladene Schwermetallionen oder negativ geladene, eiweillfillende
Verbindungen, (z. B. Trichloressigsdure oder Phosphorwolframsiure) fiihrt stets zu
einer volligen Inaktivierung.

Untersuchungen iiber die Beeinflussung von Enzymen durch Eiweill-denaturie-
rende Stoffe von Metallcharakter haben zu der Ansicht gefiihrt, dall der grifite
Teil des Proteinmolekiils mit der katalytischen Aktivitit des Fermentes sehr
wenig zu tun hat. MaBigebend sind bestimmte, scharf lokalisierte und spezifisch
aktive Zentren im Molekiil. Dementsprechend kénnen Enzyme schon durch viel
kleinere Konzentrationen von Metallionen vollstandig gehemmt werden, als zur
Ausfillung des Proteins erforderlich wiren.

Alktivatoren sind Substanzen, welche die Enzymaktivitit erhohen (Aktivierung
eines Enzyms darf nicht mit der enzymatisch bewirkten .. Aktivierung™ des Sub-
strates durch Vereinigung mit dem Enzym verwechselt werden). Einzelne En-
zyme existieren zunichst in einer inaktiven Form als Proenzym und werden erst
durch Anderung des py oder durch Einwirkung anderer Enzyme aktiviert. Das gilt
z. B. fiir die Uberfithrung von Pepsinogen in Pepsin. Manche Enzyme, wie z. B.
die Phosphatasen, werden durch zweiwertige Metallionen aktiviert. Hierzu gehoren
Mgt*, Mn*+ oder Co**. Man kann diese Enzyme auch als Metall-Proteide be-
zeichnen, die vorzugsweise in Chelatform vorliegen, so dal} die Vereinigung mit
dem Substrat unter Beteiligung des Metallions zustande kommt (MAHLER und
GREEN 1954). In einzelnen Fillen kann das Metall auch als integrierender Be-
standteil des Substrates wirken. Anionen, wie C1 — oder PO, konnen ebenfalls
als Aktivatoren in Frage kommen. Eine Enzymaktivierung kann schlieBlich
auch durch Blockierung eines Hemmstoffes erfolgen. Das gilt z. B. fiir die Ver-
bindung von Glutathion mit Schwermetallen. Obgleich Coenzyme an sich unwirk-
same Reaktionssysteme aktivieren, werden sie dennoch im obengenannten Sinne
nicht als Aktivatoren bezeichnet, da sie nach der Aktivierung des Enzyms am
chemischen Prozel} beteiligt sind (BALDWIN 1952; HoFFMANN- OSTENHOF 1953).

5. Messung der enzymatischen Aktivitit

Nur wenige Enzyme konnen unmittelbar durch physikalische oder chemische
Methoden identifiziert werden. Voraussetzung hierfiir ist zumeist, das Enzym in
moglichst reinem Zustand isolieren zu kénnen. Fast immer wird die Anwesenheit
und Konzentration eines Enzyms indirekt durch Erfassung der enzymatischen
Aktivitdt bestimmt. Diese kann man bei gleichartigen Reaktionsbedingungen am
Ausmal} der durch das zu untersuchende Ferment katalysierten chemischen Ver-
dnderungen erfassen. Es wird also die Geschwindigkeit ermittelt, mit welcher das
Enzym das Substrat in das Reaktionsprodukt iiberfithrt. Gleichzeitig sollten
immer Kontrollen mit inaktiviertem Enzym durchgefiihrt werden.

Wiihrend des Ablaufes einer enzymatisch gesteuerten Reaktion kommt es zu
einer allmihlichen Verlangsamung des Prozesses. Das Substrat nimmt an Menge
ab und das Reaktionsprodukt hiuft sich an. Dabei kann es zu Verinderungen des
pr kommen, indem Siaure bzw. Alkali gebildet oder verbraucht werden.
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Diese Faktoren beeinflussen die Stabilitit und Aktivitat des Enzyms. Solche
Verinderungen der Reaktionsbedingungen miissen ausgeschaltet werden. Aus
diesem Grunde sind fiir eine zuverlissige Messung der Enzymaktivitit verschie-
dene Vorkehrungen nétig.

Als MaB3 der Enzymaktivitit konnen zwei Groflen verwendet werden:

1. Die Zeit, die erforderlich ist, um eine vorgegebene Menge von Substrat aufzu-
brauchen oder eine bestimmte Menge des Reaktionsproduktes zu bilden.

2. Die Verminderung des Substrates oder die Anreicherung des Reaktionsproduk-
tes in einer vorgegebenen kurzen Zeitspanne.

Beide Wege kénnen jedoch nur dann beschritten werden, wenn die Uberfiih-
rung von Substrat in Reaktionsprodukt wihrend der gewihlten Zeitspanne zeit-
proportional erfolgt (SUMNER und MyRBACK 1950).

Wie oben gesagt, beeinflulit die Konzentration des Substrates das Ausmal} der
enzymatischen Aktivitit. Bei gleichbleibender Konzentration des Enzyms fiihrt
eine Erhohung der Substratkonzentration zur Steigerung der Reaktionsgeschwin-
digkeit, bis schlieBlich eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird.
Gelegentlich beobachtet man sogar eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit,
wenn die Konzentration des Substrates weiter gesteigert wird. Diese Korrelation
zwischen der Konzentration des Substrates und der Reaktionsgeschwindigkeit
geht wahrscheinlich auf die bei einer bestimmten Konzentration erreichte Sitti-
gung des Enzymes mit Substrat zuriick. Eine ausfiihrliche Diskussion erfihrt
dieser Fragenkreis durch Vax SLyke (1942).

Weitere Einzelheiten iiber den quantitativen Nachweis von Enzymen und der
Kinetik der enzymatischen Reaktionen bringen die Arbeiten von MOELWYN-
Hucnes (1950), Barpwin (1952), FrRuToN und Stmmonps (1953), WHITE et al.
(1954) sowie Corowick und KAprLAN (1955).

II. Bedingungen fiir den Enzym-Nachweis in situ

Fiir die Untersuchung der Enzymaktivitat in Geweben oder Zellen sind ver-
schiedene Wege beschritten worden. Im biochemischen Arbeitsbereich werden
grolere Stiicke moglichst gleichartigen Gewebes oder Gewebshomogenate unter-
sucht. Im cytochemischen Sektor unterteilt man Gewebehomogenate durch Zen-
trifugierung in verschiedene einzeln zu untersuchende Fraktionen. Ganz dhnliche
Gedankenginge verfolgt die Mikrodissektion mit der mikrochirurgischen Zerglie-
derung kleinster Gewebebereiche. Die Aktivitdtsbestimmung in solchen Proben
erfolgt zumeist mit quantitativ arbeitenden Methoden. Eine Besprechung dieser
Verfahren erfolgt hier nicht. Es kann auf die Publikationen von Grick (1949),
BraprieLp (1950), Duve und BErTHET (1954), Hourer (1954) und CLAuDE (1954)
verwiesen werden.

In die Reihe dieser Methoden gehort auch die Arbeitsweise der Histochemie,
die der alleinige Gegenstand der vorliegenden Abhandlung ist. Viele sonst schwer
zu erschlieBende Kenntnisse kénnen mit einer in situ-Technik gewonnen werden.
So kénnen beispielsweise qualitative Unterschiede im Enzymgehalt benachbarter
Zellen eines an sich einheitlich aufgebauten Organes (z. B. der Leber) gewonnen
werden: man kann Unterschiede im Enzymgehalt verschiedener anatomischer
Regionen eines Organes (z. B. der verschiedenen Tubulusabschnitte in der Niere)
feststellen, schlieBlich kann der Sitz von Enzymen in einzelnen Bezirken oder



