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Probleme der Fermentforschung

Von Lunst Lilscukr

Physialogisches Institut der Universitiit Bern

Die Proteine nchmen im Lehensgeschehen cine zen-
trale Stellung cin; ihre Erscheinungsformen und Funk-
tionen im Organismus sind unerhdrt mannigfaltig. Prote-
inc als solche ader in enger Bindung an andere Sub-
stanzen. wie Kohlehydrate. Lipoide. aber auch an nieder-

malekulare Verhindungen, sind Inhalt und Strukturele-
ment jeder cinzelnen Zelle, wie auch obligater Bestand-
teil der extrazelluliren Korperfliissigkeiten hei hoheren
Organismen. Diese unerhirte Vielfalt hat zwangslaufig
zu ciner Aufspaltung und Spezialisicrung bei der Erfor-
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schung der Biologie der Protcine gefiihrt. Hormonfor-
schung, Immunologic, Fermentforschung, Virusforschung
sind nur cinige solcher Spezialgebicte, deren Bearheitung
auflerhalb des groflen Rahinens der Proteinchemie heute
undenkbar ist.

Dic Fermentchemie stellt somit nur cinen willkiirlich
gewihlten Teil aus der groflen Zahl biologisch interes-
sierender proteinchemischer Arbceitsgebicte dar, aller-
dings dasjenige Gebiet, das heute als das am ausgedchn-
testen bearbeitete gelten kann. Die Tatsache, dafBl viele
Fermente zu den am besten und lingsten bekannten
Eiwciflen gehoren, ist auf verschiedene Griinde zuriick-
zufithren:

1. Viele Fermentreaktionen laufen in vitro, aufler-
halb des lebenden Organismus, ab. Sie sind dementspre-
chend dem Studium leicht zuginglich und daher zum
Teil schon scit Jahrzchnten Gegenstand von Untersu-
chungen.
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2. In viclen Fillen bereitet die Beschaflung geniigen-
der Mengen von Rohmaterial keine allzugroien Schwie-
rigkeiten.

3. Vielen Zweigen der Fermentforschung kommt he-
triichtliche praktische Bedcutung zu, was schon friih-
zeitig zu deren Forderung beitrug.

1. Definition des Fermentbegriffs

Unter einem Ferment oder Enzym wird ein makro-
molckularer Katalysator biologischer Herkunft verstan-
den, Unter den Hunderten bis heute hekannter Fermente
findet sich keines, das nicht Eiweil als integricrenden
Bestandteil enthalten wiirde, so dafl wir auf die Gefahr
hin, daB e¢s eciner spiteren Zukunft vielleicht einmal
vorbchalten sein wird, ein proteinfreics Ferment aufzu-
finden, unsere Definition modifizicren kénnen, um zu
sagen: Fermente sind katalytisch wirksame Proteine.

Tab. 1. Vertcilung von Vermenten in der Zelle *

Ferment Zellkern
Cytochromoxydase . L. 0--5,4 %
Cytochromc. . . . e S %
Cytochrom-c- l(ctluktnsv fchlend
Katalase . . . . . 0-4,5 %
Bernstcinsiurcoxydasc 0-8 %
Cholinoxydasc . fchiend
d-Aminosiurcoxydasc. + /-
Xanthinoxydasc . [chlend
Prolinoxydase . . fehlend
Milchsduredchydrase . 0-28,7 %
Isocitronensiuredehydrase. . wenig
Alkoholdchydrase . . . . . . . . 15 %
Glucosedchydrase e fehlend
Glycerophosphat- Dl.hy(lrasc e 17 %
Oxalcssigsiurcoxydase 10 ¢
Cyclophorasc-System . fchlend
Enolase . . vorhanden
Aldolasc Ce e e vorhanden
Phosphorylase . . . . . . . . vorhanden
Cocnzym A . . . . ., 24 %
Kohlensiiurcanhydrase wenig
Transaminasen. e
Rhodanase . . . . . . . . . .. 15 %
Kathepsin . vorhanden
Pcptidasen vorhanden
Glutaminasc . .

Desoxyribonuclease. 100 <,
Arginasc 34 % (Lcher)
Esterasen . 6,5-17 %
Lipasen . . wenig
Alkalische lesplmtnst‘ . 10-10 %
Saurce Phosphatase . . . 5-10 %
Glucose-6-Phosphat- Phosplmtnsu . 2-259%
Adenylsaure-Phosphatase . . . . 40-45 %
Adenosin-Triphosphutasc 10-31 %
Cholinesterase . vorhanden
Hyaluronidase . vorhanden

Mitachondrien Mikrosomen Zcliplasma
iiber 70 %
50 % 6 % 35-45 %
32--49 o 36--58 9,
-45 Y% 7% 49--606 %
56--100 %
viel
53 % 18 %
12 % wenig 80 %
23 % 62 %
fchlend 83 %
60 23 %
45 v fchlend S %
100 %
19% 96 %
53 % 3% 20 v,
viel
62 v 29 S Y%
vorhanden vorhanden
15 % 27 % 8%

17 % 47-58 % 14-20 9
17 % 19 % 42 %
17--20 % 0--26 % 21-80 %
35-40 9 5-22 % 28--50 %
5-18 % 47-85 % 1--11 %
40--45 % 5-10 % 10-15 %,
48-175 % 2-5% 0-15 %

] _

* Nach ciner Zusammenstellung von K, Lane, 2, Colloquinwm der Deutschen Gesellschaft fiir physiologische Chemie, Springer-Verlag, 1952.
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2. Verbreitung und Vorkommen von Fermenten

Es gibt wohl kaum cine Reaktion in der lebenden
Zelle, dic nicht dirckt oder indirckt durch Fermente be-
cinfluflt wird. Aus der Mannigfaltigkeit der im Organis-
mus ablaufenden Reaktionen 1dBt sich leicht ermessen,
wic komplex das sic steuernde Fermentsystem sein muf3.
ks mufy dabei schon hier vorausgeschickt werden, dafl
in der Regel zu jedem Substrat, das in cine Reaktion
in der Zelle eintritt, cin Ferment gehort, das spezifisch
diese RReaktion katalysiert.

Tab. 1 enthilt Angaben iiber den Bestand von Warm-
bliiterzellen an Fermenten. Es muf3 dabei daraul hin-
gewicsen werden, daB3 dic Zusammenstellung schon des-
halb unvollstiindig sein mufl, weil wir heute fiir viele
IFermente noch nicht iiber dic Methoden des Nachweises
und der Bestimmung verfiigen. Wice aus der Tabelle her-
vorgeht, sind die Zcllfermente zu cinem hohen Prozent-
satz nicht frei in Lésung, sondern viclmehr an die struk-
turierten Elemente - Kern, Mitochondrien, Mikrosomen
- gehunden. s gibt verschicdene Griinde, anzunchmen,
daB} die Einlagerung der Enzyme an diesc Partikel nicht
wahllos nach Art ciner unspezifischcn Adsorption erfolgt,
sondern vielmehr durch cinen hohen Ordnungsgrad ge-
kennzeichnet ist, der das Durchlaufen von Reaktions-
ketten fiir cin Substrat erleichtert. Nicht nur in den
Zcllen, sondern auch in extrazelluliren Fliissigkeiten
finden sich Fermente, zum Teil sogar stark angercichert.
Es sci hier nur darauf hingewicsen, daf} z. B. dic Sckrete
der Bauchspeicheldriise cine recht konzentrierte Lssung
protcolytischer Fermente, wic Trypsin und Chymotryp-
sin, darstellen. Auch das Blutplasma enthiilt Fermente,
fir deren nihere Beschreibung anf die zusammenfassen-
den Arbeiten von SURGENOR und FruToN ! verwiesen sci.

Lyo- und Desmo-Fermentc: Es ist ¢in gliicklicher Um-
stand, daf schr viele Fermente léslich sind (Lyo-Fer-
mentc). Diese leichte Extrahierbarkeit unter schonenden
Bedingungen ist mit cin Grund dafiir, daf} derart kom-
plexe Systeme, wie z B. das Kohlehydrat-abbauende
Fermentsystem des Muskels, heute sehon in ihrer Funk-
tion und Zusammensetzung iiberblickt werden kénnen.
Danchen sind jedoch auch fest mit den Strukturclemen-
ten des Organismus verkniipfte Fermente bekannt, dic
sogenannten Desmo-Fermente. IThr Studium ist durch
dic Unmaglichkeit, in homogenen Losungen arbeiten zu
konnen, stark erschwert. Es hesteht jedoch kein Zweifel,
daBl auch ihnen einc groBe Bedeutung im biologischen
Geschehen zukommt, und ihre Erfassung und Beschrei-
bung ist denn. auch cines der wesentlichen Probleme der
modernen Fermentforschung.

3. Isolicrung und Reinigung

Da Fermente Proteine sind, ergibt sich von sclbst,
daf} Isolicrungsproblemc und Methoden zwangsliufig

3 The Inzymes of Plasma, Abschuitt VII in Blood Cells and Plasma
Proteins, Heransgeber Jadns 1. Turnts, Academic Press, Inc., New
York 1953,
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dieselben scin miissen wic bei jedem komplexen Eiweif3-
gemisch. Die Arbeit wird dabei erleichtert dureh das
Vorlicgen eines Tests fiir die biologische Aktivitit des
gesuchten Produktes. Es kann so in der Regel gearbeitet
werden auf der Grundlage Aktivitit pro Stickstoffcin-
heit. Geben weitere Reinigungsprozeduren keine Ver-
schichung dieses Verhiltnisses mehr und zeigen auch
physikalisch-chemische Priifungsmethoden ein einheit-
liches Bild, so ist man zum Schlusse berechtigt, dafl man
das gewiinschte Ferment zumindest hochgradig ange-
reichert in Hiinden hat. Diese relativ giinstigen Isolic-
rungsbedingungen haben dazu gefiihrt, daB Fermente
zu den ersten Proteinen von hohem Recinheitsgrad ge-
hort haben. Heute sind um die vierzig Fermente in
kristallisicrter Form bhekannt, wobei allerdings auch hier,
wie generell bei Eiweilen, der kristalline Zustand nicht
unbeschen als Kriterium absoluter Einheitlichkeit ge-
wertet werden darf.

Iermentvorstufen (Profermentc): Wird bei der Iso-
licrung gewisser Iermente sehr schonend vorgegangen,
so gelingt cs, anstelle des aktiven Enzyms dessen bio-
logisch inaktive Vorstufe zu erhalten, dic sich unter
geeigneten Bedingungen spontan oder unter der Mit-
wirkung gewisser Zusiitze — Aktivatoren — in die aktive
Form umwandeclt. In ecinzelnen Fillen ist dicse Um-
wandlung eine iibersichtliche cinstufige Reaktion, wic
z. B. im Falle des Pepsinogens, der Vorstufe des Magen-
ferments Pepsin, das unter der Wirkung von Salzsiiure
in dic aktive Form und cinen Inhibitor gespalten wird.
Oft jedoch sind solche Aktivierungen komplizierte Pro-
zesse, die, wie z. B. beim Chymotrypsin. erst ither mch-
rere Zwischenstufen zum aktiven Produkt fithren oder
sogar der Mitwirkung cines hesonderen Aktivatorsystems
bediirfen. Ein solches Aktivierungsphinomen, das schon
scit Jahrzehnten vicle Forscher beschiftigt, ist z. B. dic
Blutgerinnung, wo hei der Aktivierung des Prothrombins
zum aktiven Thrombin (Gerinnungsferment) diec Ver-
hiiltnisse dadurch besonders komplex werden, dafl zum
Teil der Aktivator sclbst wieder in ciner primir inak-
tiven Form vorlicgt.

Der Begriff Aktivator sollte generell nur fiir solche
Verbindungen Anwendung finden, die nicht selbst cinen

integricrenden Bestandteil des aktiven Fermentmolekiils

ausmachen.

4. Cofcrmente

dsine der klassischen Entdeckungen auf dem Gebicte
der Fermentchemie war dic Beobachtung von HARDEN
Younc (1904), daB das Fermentsystem in HefepreBsaft
durch Dialyse dic Fihigkeit verliert, Traubenzucker zu
vergiren, sic jedoch wicder gewinnt, wenn das Dialysat
dem nicht dialysicrbaren Proteinanteil wicder zugefiigt
wird. Spatere Untersuchungen haben gezeigt, daBl das
fir dieses Verhalten verantwortliche Ferment die Zy-
mase ist, dic offensichtlich in wiisseriger Losung dis-
soziiert in cinen fiir dic Fermentwirkung essenticllen,
nicdermolekularen Anteil und cinen hochmolckularen
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stanzpaar ist z B. Benzoyl-Arginin-Amid (I) und
Benzoyl-Arginin-Methylester (II). Aus I wird Ammo-
nink, aus IT Mecthylalkohol mit gleicher Leichtigkeit
durch Trypsin abgespalten.

I\‘!H « C(NH) - NI, q
(C1ty, K

NH - C(NH)- NHa

|
% (‘lllii);.
CO - NH-CH:CO-NH, CO - NH - CIf - COOCH,
1 11

Reaktionen dicser und iihnlicher Art, die dic Grenzen
der Sperifitit aufzeigen, sind auicrordentlich niitzlich
zur Verticfung des theorctischen Verstindnisses iiber
Wesen und Ursachen der Spezifitiit.

6. Vorstellungen iiber den Ablauf von
Fermentrcaktionen

Praktisch alle Erorterungen hinsichtlich der Natur des
Ablaufes von Fermentreaktionen gehen aus von der An-
nahme, dafl an den Beginn der Reaktion die Kollision
von Ferment und Substrat zu setzen ist. Zwei Eigen-
schaften miissen von cinem derartigen Komplex gefor-
dert werden. Erstens mufl er instabil sein. Ist er stabil,
so wird das Substrat das Ferment blockieren, und die
Recaktion kann nicht ablaufen. Zweitens mufl dic Kom-
bination so erfolgen, dafl der Spezifitit des Reaktions-
ablaufs Rechnung getragen wird. Aus den schon erwihn-
ten Versuchen an Modellpeptiden geht hervor, dafl mch-
rere Beriihrungspunkte mit Sicherheit existicren miis-
sen: dic zu spaltende Peptidbindung und danchen dic
«charakteristische» Scitenkette der an der Bindung be-
teiligten Aminosaure. Uin allerdings allen Spezifitits-
phanomenen gerecht zu werden, ist ¢s vielleicht besser,
von ciner «Berithrungszone» zu sprechen, in dhnlicher
Weise, wie dies fiir dic Antigen-Antikérper-Kombination
bei scrologischen Reaktionen vorgeschlagen worden ist?.
Inncrhalb dieser Zone sollen Ferment und Substrat so-
wohl in sterischer Hinsicht wic auch in bezug auf Ver-
teilung und Sinn von geladenen Gruppen genau kom-
plementir gebaut scin, so dafl ein enger und hoch-
spezifischer Kontakt, an dem auch van pEr WaALssche
Krifte teilhaftig werden, zustande kommen kann.

Die Grenzen der Spezifitiit wiiren dann gegeben durch die
Abhnlichkeit im riumlichen Aufbau verschicdener Substrate,
cin SchluB, der tatsiichlich oft durch das Experiment bestitigt
worden ist. So erkliirt sich beispiclsweise auch dic «<kompetitive»
Heimnmung von Fermenten durch Substanzen, deren Struktur
der des Substrates schr @hnlich ist.

Die Theorie der Kinetik von Fermentreaktionen, die
besonders von MicAAELIS und MENTEN ausgebaut wor-
den ist, basicrt ebenfalls auf der Vorstcllung eines pri-
mir gebildeten Komplexes aus Ferment (E) und Sub-
strat (S), der im Gleichgewicht steht mit den Ausgangs-
produkten cinerseits und den Endprodukten (E 4 P)
andecrerscits:

4 I..PavLing, J. Amer. Chen, Soc. 62, 2643 (1940): Endeavour 7,
43 (1948),

[E +S] = [ES] = [E + P]

Dic Ergebnisse aus der Anwendung dieser Theoric
stchen in guter Ubereinstimmung mit den experimentell
ermittelten Daten.

Wenn auch gegeniiber der Interpretation rein kine-
tischer Daten eine gewisse Vorsicht angezcigt erscheint,
so waren dic 1949 von CuaANnce verdffentlichten Ver-
suche cindeutig beweisend fiir die Bildung cines Ferment-
Substrat-Komplexes. Durch eine geistreiche optische
Registriermethode gelang es ihm, die kurzlc])igcn Kom-
plexe aus Katalase und Peroxydascn mit den zugehs-
renden Substraten sichthar zu machen und deren Bil-
dung und Zerfall messend zu verfolgen®.

Andererscits ist dic Notwendigkeit cines dirckten Kon-
taktes von Enzym und Substrat in neuerer Zeit auch be-
stritten worden. RoTneN ¢ beschrieh 1948 Versuche, bhei
denen er beobachtet zu haben glaubte, daBl Proteine
durch Schutzschichten aus Kunststoffen von bis zu 100 A
Dicke hindurch von proteolytischen Fermenten verdaut
wurden. Er interpreticrte diesen Effekt durch die An-
nahme von Fernkriften, die, iiber betriachtliche Distan-
zen vom Ferment ausgehend, das Substrat hecinflussen
sollen. Dic Beweiskraft der RoTurnschen Versuche ist
seither mechrfach bestritten worden?; auf jeden [all
haben sic bewirkt, da8 dic ganze Irage der Realitiit
cines I'erment-Substrat-Komplexes erncut aufgerollt
wurde.

Zerfall des IFerment-Substrat- Komplexes: Noch speku-
lativer sind dic Vorstellungen hinsichtlich der Vorginge,
die im Ferment-Substrat-Komplex ablaufen miissen, um
zum Produkt und ncuerdings freigesetzten Ferment zu
fithren. Wahrscheinlich ist, dafl durch dic Kombination
mit dem Ferment cine Bindung im Substratmolckiil
durch mechanische oder Ladungskriifte deformiert oder
gedehnt wird, bis sie endlich bricht. Es sei dabei in
Lrinnerung gerufen, dafl cine Bindung auch mit andern
Mitteln, z. B. durch Erwirmung, in dicsen angeregten
oder aktivierten Zustand versctzt werden kann; fehlend
ist dann jedoch das Elcment der Sclektivitit beim Vor-
licgen mechrerer, cnergetisch gleichwertiger Bindungen
im Substrat,

Dic Energic, dic benétigt wird, um ein normales Mole-
kiil in ein aktiviertes Molekiil iiberzufiihren, ist dic Akti-
vierungsencrgic AH*®, die ihrerseits zusammengesetzt ist
aus freier Aktivierungsenergic 4 I'* und den Produkt aus
T und 48* (S = Entropic). Es lifit sich zcigen, dafB fiir
unsern Fall ciner rasch ablaufenden Reaktion AF®, die
freie Aktivierungsenergie, zum bestimmenden Faktor
wird. Solche 4F'*-Werte kénnen berechnet werden und
hewegen sich in folgenden Gréficnordnungen (cal/mol),
z. B. fiir Esterhydrolysen: 10000-13000 ohne Ferment,

® B.Cuance, J. Biol. Chem, 179, 1299, 1311, 1331, 1341 (1949),
ibid. 180, 865, 947 (1949).

¢ A. Rotuen, J. Amer. Chem. Soc, 70, 2732 (1948).

7 S.J.SIncER, J. Biol. Chem. 182, 189 (1950); I".Kanusi und
B. Sikcrr, Science 108, 107 (1948).
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dagegen 4000 als Fermentreaktion. Die entsprechenden
Werte fiir die Iydrolyse von Peptidbindungen sind
20000 (ohne FFerment) und 12000-14000 (fermentativ).

Thermodynamisch ist das IFerment daher zu definie-
ren als cine Substanz biologischer Herkunft, die durch
Herabsctzung der freien Aktivierungsenergic cine Re-
aktion ermaoglicht.

7. Fermentative Synthesen

Fermente beschleunigen diec Einstellung von Gleich-
gewichten ungeachtet der Richtung, die dic Reaktion
dazu nehmen muB. (Auf die Lage des Gleichgewichts
hat das Ferment dagegen gar keinen Einfluf}.) Wir miis-
sen daher crwarten, dafl jedes abbauende Ferment die-
selbe Reaktion auch aufbauend beschleunigen wird, so-
fern dic duBeren Bedingungen dazu gegeben sind.

Iis ist wohl unnétig, die kapitale Bedeutung der fer-
mentativen Synthesen im lebenden Organismus heson-
ders hervorzuheben, sind sie doch der Kernpunkt des
ganzen stofllichen Geschehens in der Zelle. Die Tatsache,
daf} bei geeigneter Arbeitsweise sich hiufig die Produkte
fermentativer Zellrcaktionen isolieren lassen, ist aber
auch von grofier praktischer Bedeutung. Auf der Fihig-
keit der Fermentsysteme, in lebenden Mikroorganismen
komplizierteste Synthesen auszufiihren bei oft erstaun-
licher Anspruchslosigkeit hinsichtlich des Nahrmediums,
baut sich schon seit jeher dic Existenz verschiedencr
Industrien auf, die an Zahl und Mannigfaltigkeit ihrer
Produkte immer mehr zunchmen®.

Seltener sind die Falle, in denen Fermentsynthesen
losgelést vom Iehenden Organismus, in vitro, ablaufen.
Das grofite wissenschaftliche Interesse konzentriert sich
natiirlich auf dic Frage nach der In-vitro-Synthese von
Proteinen unter der Mithilfe von proteolytischen Fer-
menten. An Modellpeptiden wurde beobachtet, da3 Be-
dingungen existicren, unter denen Proteinasen tatsich-
lich synthetisch und nicht nur abbauend wirken kénnen.
Es ist dabei selbstverstiindlich, daB sich alle diese Synthe-

8 A Hesst, Industrial Biosynthesis, Adv. Enzymol. 9, 653 (1949).
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sen streng in dem Rahmen bewegen, der durch den Ener-
gicgehalt der in dic Reaktion cintretenden Bindungen
gegeben ist. So konnen wir im homogenen, isolierten
System aus Ferment und reinen Aminosauren keine
Peptidbildung erwarten; hiufig sind dagegen in Lo-
sungen, dic bereits Peptide enthalten, gekoppelte Reak-
tionen, bei denen die Energiec zum Aufbau ciner ncuen
Verbindung gewonnen wird durch gleichzeitiges Auf-
brechen einer andern Peptidbindung. TAUBER? hat denn
auch iiber Versuche berichtet, hei denen aus konzen-
trierten Peptonlésungen unter Mitwirkung von Chymo-
trypsin hochmolckulare Gebilde mit Molckulargewich-
ten bis 100000 synthetisiert wurden. Es hesteht jedoch
kein Zweifel dariiber, dal zwischen derartigen, mecist
schwerléslichen Polymeren und dem hochorganisierten
Proteinmolekiil, wiec ¢s in der lehenden Zelle entsteht,
noch cin gewaltiger Unterschied besteht.

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte ha-
ben uns einen schon recht weitgehenden Einblick in das
Wesen und die Gesetze des fermentativen Abbaus ver-
schafft. Das Studium der fermentativen Synthese einer-
seits und des sinnvollen Zusammenwirkens zwischen
Auf- und Abbau in der Zelle andererseits steht erst in
den Anfingen und wird die Fermentforscher wohl noch
auf Jahre beschaftigen. '
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