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Vorwort zur 4. Auflage

Dieses Werk soll ein Lehrbuch fiir den Studenten und ein Wegweiser
fiir die Wissenschaftler und Praktiker aller biologischen Disziplinen
(Medizin, Chemie, Zoologie, Botanik u. a.) sein, soweit sie mit enzymati-
schen Geschehnissen in Berithrung kommen. Deshalb habe ich es fiir
ﬁtitig gehalten, nicht nur die theoretischen Grundlagen der Enzymologie,
gondern auch einige praktische Anwendungen zu bringen.

Zahlreich sind die Probleme der priiparativen Enzymchemie, ungelést
sind viele Fragen des fermentativen Stoffwechsels beim Gesunden und
Kranken, und der industriellen Anwendung enzymatischer Synthesen, be-
sonders auf dem Gebiete der Redoxasen, steht fraglos eine groBe Zukunft
- bevor. Der Enzymologe darf hoffen, daB die Zeit bald reif fiir die Errich-
tung von weiteren Forschungsinstituten seines Faches ist. Die Zahl der
mit dem Nobel-Preis ausgezeichneten Enzymologen nimmt immer mehr zu.

In der ganzen Welt, vor allem aber in den USA., sind Fortschritte in
der préparativen Darstellung und technischen Anwendung der Enzyme
erzielt worden. Sie haben, nachdem die dlteren Werke von OPPENHEIMER
usw. iiberholt erscheinen, ihren Niederschlag in zwei Handbiichern:

Norp- WEIDENEAGEN, Handbuch der Enzymologie, 1940,

BaMaNN-MyRBACK, Methoden der Fermentforschung, 1941
gefunden. Auf das moderne enzyklopidische Vielménnerwerk von SUMNER-
MyrBick, The Enzymes, 1950-52, sei empfehlend hingewiesen. Die indu-
strielle Produktion und Anwendung der Enzyme wird von

TavBer, The Chemistry and Technology of Enzymes, 1949,
behandelt. Die laufende Forschung wird in kritischen Zusammenfassungen
in den ,,Ergebnissen der Enzymologie und den von Norp herausgegebenen
»Advances in Enzymology* jahrlich gewiirdigt. Die Enzymologie der
Mikroorganismen wird jahrlich fortlaufend in den »Annual Review of
Microbiology* besprochen.

Die vorliegende 4. Auflage versucht einen Uberblick iiber das Gesicherte
zu geben und den gegenwiirtigen Stand zu fixieren, wobei bewuBt auf
mdglichst knappe Darstellung Wert gelegt wurde,



VI Vorwort zur 4. Auflage

Neu aufgenommen wurden folgende Abschnitte: Enzymeinheiten, die
praktische Verwendung der Enzyme, Transacylasen, Transpeptidasen, Fett-
séiurestoffwechsel.

Mit dem Wunsch, jungen Menschen Anregung zum experimentellen
Schaffen zu geben, iibermittele ich die neue Auflage der Offentlichkeit.
Fiir jede sachdienliche Anregung und Kritik werde ich stets dankbar sein.

St. ‘Gallen, 1954. N .
Lab. Hausmann A.G. THEODOR. BERSIN
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Geschichtliche Einleitung

Die Lebensvorginge sind mit chemischen Verdnderungen der organi-
schen Verbindungen, welche die organisierte Materie aufbauen, verbunden.
Ein Verstdndnis fiir das Entstehen, Wachsen und Vergehen in der leben-
den Natur ist nur dann méglich, wenn wir diese organischen Verbindungen
in ihrer Konstitution kennen und die chemischen Prozesse, die an ihnen
vor sich gehen, beherrschen.

Im Gegensatz zu der libergroBen Zahl der chemischen Vorginge in der
anorganischen Welt wird die Chemie der Lebensvorginge beherrscht und
gelenkt durch die eigentiimlich hohe und auswahlende Reaktionsfahigkeit
einer beschrinkten Anzahl chemischer Verbindungen, die wir heute als
biochemische Wirkstoffe bezeichnen. Dazu zahlen wir die Enzyme, Vitamine,
Hormone, Gamone, Termone, Wuchsstoffe, Organisatoren und Gensubstanzen.
Zwischen ihnen bestehen nahe Beziehungen, die es oft schwierig machen,
eine scharfe Klassifizierung vorzunehmen. Nur bei den Enzymen ist es
bis jetzt zum Teil recht weitgehend gelungen, Einblick in die Art ihrer
chemischen Umsetzungen zu gewinnen.

Enzyme werden definiert als organische Katalysatoren kolloider Natur, die
von lebenden Organismen erzeugt werden. Als Katalysatoren werden (Mrr-
TASCH, 1936) solche Stoffe bezeichnet, die scheinbar durch ibre bloBe
Gegenwart chemische Reaktionen oder Reaktionsfolgen nach Richtung
und Geschwindigkeit bestimmen, und zwar in der Regel auf dem Wege
der Schaffung neuer Elementarakte und damit gewisser mehr oder weniger
gut erkennbarer Zwischenstoffe und Zwischenzustinde. Es steht heute
fest, daB die Enzyme bei Vorhandensein der geeigneten Substrate und
duBeren Bedingungen zwangsldufig auf Grund der intramolekularen elek- -
trischen Krifte Umsetzungen eingehen miissen. Die Fermente kommen in
Konzentrationen von etwa 10-8 bis 10~2 Mol je Gramm Trockensubstanz
in der Zelle vor.

Die Kenntnis von der Wirkung der Enzyme reicht bis in die graue Vor-
zeit zuriick. So ist die Entstehung berauschender Getriinke infolge einer
eigentiimlichen Zersetzung zuckerhaltiger Losungen, die man ,,fermentatio®
(PLINTUS) nannte, wohl bei allen Volkern unserer Erde bekannt gewesen.
Ebenso diirfte die Kenntnis von der Eigenart des Sauerteiges bei den
ackerbautreibenden Vilkern uralt sein. Allein so lange die deduktive
Denkweise vorherrschte und das Anstellen von Experimenten nicht als
notwendig erachtet wurde, bestehen hdchst unklare Vorstellungen iiber
derartige Vorgiéinge. In den Schriften der Alchimisten und Iatrochemiker

1 Bersin, Lehrbuch der Enzymologie. 4. Auflage



2 Geschichtliche Einleitung

werden alle moglichen Reaktionen (Auflésung anorganischer Korper in
Sauren, Gasbildung im Magen) mit der Gérung in einen Topf geworfen.
Erst im Jahre 1787 erscheint eine Abhandiung des Italieners Fanroxi,

. der die Fermentation als nichts anderes wie die Zersetzung einer Substanz

durch eine andere definiert. Aber zweifellos mu8 der Franzose PrLANCHE
(1810, 1820), der das thermolabile, losliche Agens aus Pflanzenwurzeln,
welches die Fahigkeit besaB, Guajaktinktur zu bléduen, in angereichertem
Zustand isolierte und fiir einen Stoff ansah, als der Entdecker des ersten
Enzyms angesprochen werden. Die in der Folge sich hidufenden Beobach-
tungen fithrten BrrzELIUS (1836) zur Formulierung seines Katalysator-
begriffes: ,,Es ist also erwiesen, daB viele ... Korper . . .die Eigenschaft
besitzen, anf zusammengesetzte Korper einen von der gewshnlichen che-
mischen Verwandtschaft ganz. verschiedenen EinfluB auszuiiben, indem sie
dabei in dem Korper eine Umsetzung der Bestandteile in anderen Verhalt-
nissen bewirken, ohne daBl sie dabei mit ihren Bestandteilen notwendig
selbst teilnehmen, wenn dies auch mitunter der Fall sein kann. Es ist dies
eine . .. neue Kraft... Ich werde sie ... katalytische Kraft der Korper
und die Zersetzung durch dieselbe Katalyse nennen. Heute glauben wir,
daB auch die katalytische Kraft einst in die allgemeine Auffassung von den
physikochemischen Wechselwirkungen zwischen Atomen und Molekiilen
aufgehen wird.

Es folgte dann in der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts die beriihmte
Auseinandersetzung zwischen LieBi¢ und Pasteur iiber die Natur der
Gérungsvorgédnge. Wihrend PasTEUR zweifellos das Verdienst zusteht,
auf die lebenden Mikroorganismen als Erzeuger der Fermente hingewiesen
zu haben, muB man heute die Intuition Liepigs, der in seinem Kampf
gegen die mysteridse ,,Lebenskraft“ stets auf der chemischen Natur der
Umsetzungen der Substrate mit den Fermenten bestanden hat, bewundern?).

Der von KUENE (1878) fiir die auBerhalb von Zellen zu beobachtenden
Fermente gepriigte Ausdruck Enzyme hat sich dann nach der Entdeckung
Bucuxers (1897) fiir alle kolloidalen organischen Biokatalysatoren ein-
geblirgert. BUCHNER hat namlich zeigen kénnen, daB8 man den Enzym-
komplex der alkoholischen Gérung auch frei von lebenden Hefezellen
durch Auspressen erhalten kann, daf demnach einige Eigenschaften intra-
cellulirer Enzyme auch auBerhalb der Zellorganisationen beobachtet
werden kénnen. '

Der Name eines Enzyms wird im allgemeinen mit Hilfe der Endung
,,-ase’ gebildet, wobei der Stamm des reagierenden Substrates zugrunde
gelegt wird: Proteine werden von Proteinasen angegriffen, Oxydoreduk-
tionen durch Redoxasen beschleunigt usw. Doch haben sich daneben alt-
hergebrachte Namen wie Pepsin und Trypsin noch erhalten.

Die systematische Einteilung der Enzyme erfolgt in diesem Buche nach
der ‘Art ihrer chemischen Wirkung einerseits und ihrer chemischen Natur
andererseits.

1) Naheres vgl. L1EBEN, Gesch. d. physiol. Chemie. Wien 1925,
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Eines der wesentlichsten Merkmale vieler Enzyme ist ihre optische Spe-
zifitét. Daher ist die Beobachtung Pastrurs (1858) itber die auswihlende
Vergéirung der Rechtskomponente des Ammonium-b,L-tartrats als Mark-
stein in der Geschichte der Enzymforschung zu erwihnen. Ebenso ist die
Beobachtung von DanmLewskr (1862) iiber die Trennung von Pankreas-
trypsin und -amylase durch Adsorption dés ersteren an Kollodium hervor-
zuheben. Denn in der Folgezeit hat die Adsorptionstechnik in den Handen
WILLSTATTERs und seiner Schiiler bei der Enzymtrennung wichtige Dienste
geleistet.

DaB die Enzyme nicht nur die hydrolytische bzw. oxydative Spaltung
der Substrate beschleunigen, sondern auch als echte Katalysatoren zu
synthetischen Leistungen befshigt sind, zeigte als erster Cro¥r HrwL (1898),
der die enzymatische Synthese der Isomaltose durchfithrte. Doch erwies sich
spiter, daB die umfangreichen enzymatischen Synthesen im lebenden Orga-
nismus an die Zufuhr von Energie gebunden sind, wobei die Ubertragung
durch Phosphor-, Stickstoff- und Schwefel- Bindungen hoker Energie erfolgt.
Fiir das Verstdndnis der Gruppeniibertragung bei enzymatischen Reaktionen
war die Entdeckung der Umesterung durch Chlorophyllase (WILLSTATTER)
von Bedeutung. Durch die Untersuchungen von SORENSEN (1909), der die
fundamentale Bedeutung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration fiir
die Wirkung der Enzyme feststellte, ergab sich die Maglichkeit zum quan-
titativen Studium der enzymatischen Kinetik. Die chemische Natur der
Enzyme konnte erst zum Teil aufgeklirt werden. Dabei bestitigte sich die
schon 1897 von BERTRAND ausgesprochene Vermutung, da8 viele Fermente
der Gegenwart dialysierbarer niedermolekularer Stoffe, der sog. Coenzyme,
bediirfen. Verfeinerte Methoden der Reindarstellung unter Beachtung der
Empfindlichkeit dieser hochmolekularen Verbindungen fiihrten zur Iso-
lierung der kristallisierten Enzyme (SUMNER, 1926). Die Entdeckung des
Zusammenspieles der Enzyme in Fermentketten und Kreisprozessen
(Krees-Cyclus) vermittelte ein besseres Verstindnis ihrer biologischen
Aufgaben. Bedeutende Aspekte erdffnet die Moglichkeit einer histochemi-
schen Lokalisierung der einzelnen Enzyme im Gewebe (Gomogri).

Bei den wasserstofiverschiebenden Enzymen, die als spezifische Redox-
systeme von Farbstoffcharakter erkannt wurden, hat die priparative
Darstellung und Identifizierung der Wirkgruppen als Hamin (WArBURG,
1928; Zrwe, 1930), Flavinphosphorséure (THEORELL, 1935), Kaupfer
(KuBowrrz, 1937) und Pyridin (v. Evrer, WarBURG, 1936; GunsaLus,
1944) 2u einer wesentlichen Kfarung gefithrt. Die Untersuchung der
zugehdrigen hochmolekularen Proteine befindet sich noch im FluB.
Die Entdeckung des Coenzyms A durch Liemay und des Acetyl-Coen-
zyms A durch LywEN klirte den enzymatischen Ab-, Um- und Aufbau
der Fettsduren, Sterine und Triterpene. Die als Vorarbeit zu einer
spiiteren Darstellung synthetischer Enzyme gedachten Modellversuche
LANGENBECKS (seit 1926) sowie die Untersuchungen iiber die Einwirkung
spezifischer Aktivatoren, Hemmungskérper und Destruktoren anf Enzyme
1*
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(v. EULER!), BersiN, HELLERMANN) haben wichtige Schliisse auf die Natur
gewisser Wirkgruppen und den Mechanismus der Enzymwirkung gestattet.
Weitere Fortschritte sind von der Anwendung kiinstlicher radioaktiver Iso-
tope in der Enzymforschung zu erwarten, beispielsweise durch Markierung
von Enzymen und Substraten.

Die praktische Anwendung enzymatischer Reaktionen war jahrhunderte-
lang beschrinkt auf die Gérungserscheinungen, welche von mikrobiellen
Fermentsystemen hervorgerufen werden: alkoholische, essigsaure und
milchsaure Gérung. Zwar spielten daneben auch die enzymatischen Vor-
ginge bei der Herstellung von Arzneimitteln, der Késebereitung, der Tee-
und Tabakverarbeitung, der Lederbeize u.a. eine gewisse Rolle. Aber
von der Erkenntnis, daf} es sich hierbei um fermentative Vorgénge handelt,
bis zum iiberlegten Einsatz individueller Enzyme wird es noch einen langen
Weg geben. In neuerer Zeit haben sich die industriellen Verfahren auf
enzymatischer Grundlage noch um eine Reihe von weiteren vermehrt, wie
etwa die Gewinnung der Antibiotika, die Citronensduregirung, die Stirke-
verzuckerung mit Pilzamylasen und die enzymatische Ephedrinsynthese.
Immer jedoch werden nicht zusammengesetzte Gemische einzelner vorritig
gehaltener Enzyme, sondern die sie produzierenden Kleinlebewesen einge-
setzt. Daher mufl von einem modernen biochemischen Techniker nicht
nur die Kenntnis der Natur der zugrunde liegenden enzymatischen Reak-
tionen, sondern auch die Beherrschung der Bedingungen gefordert werden,
unter denen die Enzyme von den lebenden Zellen erzeugt werden.

1y Vgl. W. Franke, Naturwiss. 40 (1953) 177.



ERSTER TEIL

Allgemeine Eigenschaften der Enzyme

1. Kapitel: Das Stoffliche

1. Die kolloidale Natur der Enzyme

Die Enzyme werden definiert als organische Katalysatoren kolloider
Natur. Damit wird eine Reihe in der Natur vorkommender organischer
Katalysatoren von kristalloidem Charakter, z. B. Glutathion, Adenosin-
triphosphorséure, Ascorbinsiure u. a. von dieser Definition ausgeschlossen ;
ihre Besprechung wird daher nur dort erfolgen, wo sie als wichtige Zusatz-
katalysatoren im enzymatischen Geschehen eine Rolle spielen. :

Altere Untersuchungen mit Hilfe des Diffusionskoeffizienten, wobei die
Geschwindigkeit, mit der das Enzym aus seiner Losung gegen das reine
Léstungsmittel diffundiert, gemessen wird, hatten schon ergeben, daf} einige
Fermente Molekulargewichte von der GréBenordnung einer fiinfstelligen
Zahl besitzen. Es muBite sich also um Makromolekiile handeln, die ja alle
kolloiden Charakter haben. Alle Enzyme sind EiweiBkorper.

Heute wissen wir, daB fiir jedes Enzym im reinsten Zustand eine be-
stimmte TeilchengroBe in Abhéingigkeit vom pg und der Temperatur
charakteristisch ist. So hat das Molekiil des Pepsins auf Grund von ver-
schiedenen voneinander unabhingigen Bestimmungsmethoden ein Gewicht,
das etwa der umstrittenen Kinheitszahl fiir Proteine {n - 17500) entspricht.

Molekulargewichte einiger Enzyme

Pepsin. . . . . ... 35500
Altes gelbes Ferment. . . . . . , . . . . . . 80000
Katalase . . . . . . .. .. ... 248000
Urease. . . . . . . . ... . ... ... 483000

Die Stabilitit der lyophilen Kolloide, zu denen man die meisten Enzyme
zu zéhlen hat, hiingt in hohem MaBie von ihrer elektrischen Yadung ab,
die im isoelektrischen Punkt zum Ausdruck kommt. Teilchen mit gleich-
sinniger Ladung stoBen sich ab und bilden stabile Sole. Von der elektri-
schen Ladung hiingt eine Reibe anderer Eigenschaften der Enzyme ab:
die Viskositit, die Hydratation, die Loslichkeit, vor allem aber ihre
Wirksambkeit.

Die enzymatischen Reaktionen stehen beziiglich der »katalysierenden
Einheiten* zwischen den homogenen, mit molekulardispers verteilten Kata-

1
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lysatoren betriebenen, und den heferogenen, an ausgedehnten zusammen-
héngenden Katalysatoroberflachen vor sich gehenden Katalysén. Die nach
diesem Verteilungsgrad von BrepiG gewihite Bezeichnung der enzyma-
tischen Prozesse als mikroheterogene Katalysen bedeutet aber nicht nur
eine formale Klassifizierung, vielmehr zeigen die Enzymreaktionen auch
in ihrer ganzen Figenart eine Mittelstellung zwischen homogener und
heterogener Katalyse.

Isoelektrischer Punkt einiger Enzyme

Pepsin. . . . . ... ... .. Py 1,0
Urease . . . . . . . . . . . v . oo pyg 5,0-5,1
Altes gelbes Ferment . . . . . . . . . . .. Py 5,2
Chymotrypsin . . . . . . ... ... ... Py b.4
Katalase . . . . . . ... ... ...... Py 57
Trypsin . . . . . . . . .. .. ... ... Py 7,0-8,0
Papain. . . . . ... ... 0L P 9.0

Durch Ubergang der Reaktionsprodukte in eine andere Phase (Aus-
fillung, Losung im Lipoid) kénnen synthetische Prozesse ein groBeres
AusmaB annehmen.

Es wird keineswegs jede Substanz, die einem enzymatischen Abbau unter-
liegt, von dem gleichen Enzym synthetisiert. So wird Stiirke zwar durch
Amylase abgebaut, aber durch Phosphorylase synthetisiert. Viele enzyma-
tische Synthesen kommen nur zustande, wenn gleichzeitig energieliefernde
Prozesse ablaufen. '

2. Der feinere Aufbau der Enzyme

Die Untersuchung der chemischen Natur der Enzyme hat ergeben, daB
bei ihnen aktive und aktivierende Gruppen im Molekiil angenommen
werden miissen. Je nach dem Faltungsgrad der Polypeptidketten, der von
duBeren Umstidnden abhingt, konnen diese Gruppen eine verschiedene
Reaktionsfahigkeit besitzen. Alle Enzyme lassen sich heute in drei Klassen
unterbringen :

1. Proteine mit hauptvalenzmiiig eingebauten Gruppen, die Bestand-
teile von Aminoséuren sind (Pepsin, Trypsin, Urease, Carboxypeptidase,
Papain). -

2. Proteide mit haupt- und nebenvalenzmiiBig fest gebundenen prosthe-
tischen Gruppen von Farbstoffcharakter (Atmungsferment, Cytochrome,
Kupferproteid, Katalase, Peroxydase).

3. Proteide mit lose (salzartig) gebundenen prosthetischen Gruppen
von Farbstoffcharakter (Flavinenzyme, Pyridinenzyme, Thiaminenzyme).
Diese Art von Gruppen nennt man Coenzyme; die meisten davon haben
Vitamincharakter. Bestimmte Bezirke im Molekiil der Coenzyme sind aus-
schlaggebend fiir die katalytische Wirkung. Sie sollen Reaktionsstellen
genannt werden. Solche Reaktionsstellen sind: die HS-Gruppe des Cyste-
amins im Coenzym A, die N-stindige Doppelbindung im Iscalloxazinring
des Lactoflavins.
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Die Aktivierung der Substratmolekiile erfolgt nur an einzelnen diskreten,
durch ihre Zusammensetzung und Struktur besonders geeigneten Bezirken
(aktive Gruppen) der Enzymoberfliche. Das fiir das enzymatische Ge-
schehen so charakteristische hohe Leistungsvermogen der Enzyme tritt
ausschlie8lich nach der ionogenen oder homéopolaren Verkniipfung dieser
Gruppen mit dem hochmolekularen Proteinanteil in Erscheinung. In allen
Féllen sind es wiederum besondére definierte chemische Gruppen (akfi-
vierende Gruppen) dieser Proteine, welche durch Induktion, Dipolwirkung
u. a. erst die Reaktionsfihigkeit eines Enzyms hervorrufen (Tyrosin-OH im
Pepsin, Cystein-SH im Papain usw.)!). Die Bindung zwischen dem Coen-
zym und dem Protein lkann. verschieden fest sein; in manchen Fillen
besteht ein dem Massenwirkungsgesetz unterliegend®s Gleichgewicht.
Wichtig ist die Tatsache, daB ein und dasselbe Coenzym z. B. einer Pyri-
dinredoxase durch Vereinigung mit chemisch verschiedenen Proteinen En-
zyme liefert. Vermutlich kann aber auch eine Inaktivierung durch Aus-
tausch mit ,giftigen” Proteinen stattfinden. Alle Enzymproteine sind
Ionenaustauscher. :

So wie sich bei der Umsetzung von Bat+-Ionen mit SO,~—-Ionen ein
schwerldsliches Salz BaSO, bildet, konnen hochmolekulare Anionen
(= Acidoide oder Kationiten) mit negativ. geladenen Gruppen Kationen
und hochmolekulare Kationen (= Basoide oder Anioniten) mit positiv
geladenen Gruppen Anionen binden. Meist handelt es sich dabei in wisse-
riger Losung um eine dustauschadsorption?), denn die permutoid reagierenden
Adsorbentien sind beim Einsatz bereits mit niedrigmolekularen Ionen besetzt,
welche im Sinne der Hormuisrerschen Reihe erst verdringt werden miissen.
Mehrséurige Basen und mehrbasische Siuren wirken dabei besonders stavk.
DaB die Aziditit der Lésung und die Vorbehandlung der Adsorbentien eine
entscheidende Rolle spielt, ist einleuchtend. Je nach der Vorbehandlung ent-
hilt z. B. das viel zu Adsorptionszwecken benutzte Aluminiumoxyd an
seiner Oberfliche Natriumionen (dann wirkt es als Acidoid) oder Chlorionen
(in welchem Falle es als Basoid reagiert). Manche Austauscher wirken
sowohl als Kationiten wie auch als Anioniten.

Von CraMER (1952) ist gezeigt worden, dal Einschlufverbindungen groBe
Ahnlichkeit mit Enzym-Substrat-Verbindungen haben. Die einschlieBenden
Verbindungen mit jhren innermolekularen Hohlrdumen wirken chemisch
und optisch spezifisch, da die rdumliche Erfiillung des Gastmolekiils fiir
die Bildung der EinschluBverbindung wichtig ist. Der Hohlraum stellt
einen Ort hoher Elektronendichte dar, verhilt sich also wie eine Base im
Sinne von BroNnsTED und Lewis; daher werden z. B. eingeschlossene
enolisierbare Verbindungen als Antibasen enolisiert, weil sie als Elektronen-
acceptoren fungicren. Es ist bei der spiraligen Struktur der Enzym-
proteine denkbar, dafl auch diese als einschlieBende Verbindungen wirken,
gewissermaflen als Schlof im umgekehrten Bilde von Emir, FISCHER:

'} Vgl. W. LancENBECK, Naturwiss. 37 (1950) 44.
*) Tu. Bersix, Naturwiss. 88 (1946) 108, .



