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1
Einleitung

1.1
Historische Entwicklung und Bedeutung der Enzyme, ein Überblick

Enzyme zählen zweifellos zu den wirkungsvollsten Substanzen dieser Erde. Zel-
len als Grundbausteine lebender Organismen enthalten eine Vielfalt wichtiger
Verbindungen: zur Aufrechterhaltung der Strukturen, zur Abschirmung nach
außen, zur Regulation, genetisches Material zur Weitergabe der Erbinformati-
on. Alle diese Komponenten sind für das Funktionieren der Zelle und damit
des Lebens unentbehrlich. Die Arbeit aber erledigen Enzyme. Sie halten den
Stoffwechsel im Gang, bewirken Auf- und Abbau wichtiger Zellbestandteile wie
Membranen und Organellen, bewerkstelligen die Weitergabe der Erbinformati-
on sowie deren Umsetzung zu Genprodukten und damit auch ihre eigene Syn-
these. Somit sind sämtliche Lebensvorgänge direkt von Enzymen abhängig. Sie
sind in der Lage, Reaktionen in einem teilweise unvorstellbaren Maße zu be-
schleunigen, die Umsatzgeschwindigkeit wird um Faktoren zwischen 105−1012
erhöht. Reaktionen, deren Dauer die Lebenszeit von Organismen um ein Vielfa-
ches übersteigt, benötigen in Gegenwart des Enzyms derart kurze Zeit, dass sie in
einen normalen Stoffwechsel einzuordnen sind. Die spontane Decarboxylierung
von Orotidin-5′-phosphat hat eine Halbwertszeit von 78 Millionen Jahren, die
Orotidin-5′-phosphat-Decarboxylase, ein besonders effektives Enzym, steigert
die Umsatzgeschwindigkeit um den Faktor 1, 4 × 1017. Die Hydratisierung von
Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat hat mit fünf Sekunden zwar eine wesentlich
kürzere Halbwertszeit, doch wäre diese Reaktion immer noch so langsam, dass
sich Kohlendioxid im Blut als Gas freisetzt, würde nicht die Carboanhydrase
diesen Prozess neunmillionenfach beschleunigen.
Schon im Altertum bediente man sich der Wirkungsweise von Enzymen. Die

Sumerer in Mesopotamien stellten bereits 6000 v. Chr. Bier durch Vergären von
Getreide her, wie später auch die Germanen Met aus gärendem Bienenhonig ge-
wannen. Die Konsumierung und damit die Kenntnis der Vergärung von Wein ist
in der Genesis, dem ersten Buch der Bibel, beschrieben. Die Ägypter verwende-
ten Hefe zum Brotbacken. Die Herstellung von Essig als frühestes Beispiel mikro-
bieller Oxidation ist seit 2000 v. Chr. bekannt. Alle diese Fermentationsprozesse
bedienten sich der Enzymausstattung lebender Mikroorganismen, doch von der
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Kenntnis einzelner Enzyme war man noch weit entfernt. Der Beginn der moder-
nen Enzymologie geht zurück ins späte 18. Jahrhundert, als Lazzaro Spallanzani
feststellte, dass Magensaft in der Lage ist, Fleisch zu verdauen. Die aktive Sub-
stanz bezeichneteTheodor Schwann 1836 als Pepsin. Anselme Payen konnte 1833
zeigen, dass eine in Gerstenextrakt enthaltene hitzelabile Komponente Stärke in
Zucker verwandelt. Die wirksame Substanz, nach unserem heutigen Wissen ein
Gemisch verschiedener Amylasen, nannte er Diastase. Friedrich Wöhler gelang
1828 die chemische Synthese von Harnstoff und widerlegte damit die bis dahin
vorherrschende Auffassung, Substanzen lebender Organismen könnten nur sich
mithilfe einer Lebenskraft (vis vitalis) bilden. Ein weiterer entscheidender Schritt
in diese Richtung war die Darstellung der alkoholischenGärung in einem zellfrei-
en Hefeextrakt durch Eduard Buchner 1897. Die wirksame Komponente bezeich-
nete er als Zymase. Jacob Berzelius (1836) schrieb den Fermentationsprozessen
eine katalytische Kraft zu. EingehendeUntersuchungen um 1894 über das Phäno-
mens der Katalyse, bei der der Katalysator selbst an der Reaktion nicht teilnimmt,
brachtenWilhelm Ostwald 1909 den Nobelpreis. Oscar Loew beschrieb 1899 die
katalytische Funktion der Enzyme.
Die in den Fermentationsprozessen wirkendenKomponentenwurden zunächst

als „Fermente“ bezeichnet, bis 1876Wilhelm Friedrich Kühne den Begriff Enzym
(von griech. ενζυμη, im Sauerteig) einführte. Trotzdem war man sich über die
Natur der Enzyme lange nicht einig. Selbst noch bis 1920 war ihre Proteinna-
tur umstritten, auch wenn bereits Buchner feststellte, dass Enzyme ohne Zwei-
fel als Proteine zu betrachten sind. Besonders RichardWillstätter bezweifelte die
Proteinnatur von Enzymen und betrachtete sie vielmehr als kolloidale Teilchen
mit prosthetischen Gruppen. Diese Ansicht vertrat er selbst noch 1927, ein Jahr
nach der Reindarstellung der Urease durch J.B. Sumner. Emil Fischer, der dagegen
schon frühzeitig die Proteinnatur der Enzyme erkannte, postulierte 1894 mit der
Schlüssel-Schloss-Hypothesedie Vorstellung einer spezifischenWechselwirkung
zwischen Enzym und Substrat. Er fand, dass Invertase zwar α-Methylglucosid,
nicht aber β-Methylglucosid spalten kann, während Emulsin genau die umgekehr-
te Spezifität besitzt. Die allgemeine Akzeptanz der Proteinnatur der Enzyme er-
brachte die Reindarstellung und Kristallisierung der Urease durch J.B. Sumner im
Jahre 1926 und kurz darauf einiger proteolytischer Enzyme durch J.H. Northrop
und seine Mitarbeiter.
In den folgenden Jahren wurden die wesentlichen Stoffwechselwege und de-

ren Enzyme aufgeklärt, woran eine Vielzahl von Forscher beteiligt war, hier seien
nur die bekanntesten Namen erwähnt. Die Glykolyse wurde durch Gustav Emb-
den, Otto Meyerhof, Carl und Gerti Cori und Carl Neuberg (der auch den Be-
griff „Biochemie“ prägte) bis 1940 entschlüsselt. Auch Otto Warburg hatte dar-
an einen wesentlichen Verdienst, daneben hatte er entscheidenden Anteil an der
Erforschung der Atmungskette und deren Enzyme. Sein Schüler Hans Krebs ent-
deckte 1932 denHarnstoff-Zyklus und 1937 den auch als Krebs-Zyklus bekannten
Citrat-Zyklus. In den fünfziger Jahren klärten schließlich Bernard Horecker, Fritz
Lipman und Efraim Racker den Pentosephosphat-Zyklus auf.
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Die ersten Enzyme, deren Aminosäuresequenz entschlüsselt wurde, waren Ri-
bonuklease und Lysozym1963. Lysozymwar auch das erste Enzym, dessendreidi-
mensionale Struktur durch Röntgenstrukturanalyse von D.C. Phillips (1967) auf-
geklärt wurde, der seinerseits auf den Pionierarbeiten der Strukturaufklärung des
Myoglobins und des Hämoglobins durch John Kendrew und Max Perutz (1962)
aufbauen konnte.
Die Geburtsstunde der Enzymkinetik liegt um dieWende zum 20. Jahrhundert,

als Victor Henri in Paris und Adrian Brown in Birmingham (1902) eine Formel
für das Sättigungsverhalten von Enzym und Substrat unter Bildung eines Enzym-
Substrat-Komplexes veröffentlichten. Diese in etwas modifizierter Form als Mi-
chaelis-Menten-Gleichung bekannte Beziehung ist nachwie vor die zentrale Glei-
chung der Enzymkinetik. Sie beschrieb zunächst Bindung des Substrats an das
Enzym, mit der Einbeziehung der Steady-State-Theorie unter Berücksichtigung
der Umsatzgeschwindigkeit durch G.E. Brigg und J.B.S. Haldane 1925 erhielt sie
ihre heute noch gültige Form. Leonor Michaelis und Maud Menten erkannten,
dass die Reaktionsgeschwindigkeit der Konzentration des Enzym-Substrat-Kom-
plexes proportional ist. In ihrer wegweisendenArbeit von 1913 stellten sie die Ab-
hängigkeit von Enzymreaktionen von äußeren Bedingungen, wie Temperatur und
pH-Wert, heraus und zeigten damit Wichtigkeit der Standardisierung bei Mes-
sungen vonEnzymreaktionen. EinMeilenstein in der Erforschung regulatorischer
Effekte war 1965 die Postulierung des Symmetrie-Modells allosterischer Enzyme
durch J. Monod, J. Wyman und F. Changeux. Es erklärt, wie mittels Hemmung
und Aktivierung von Enzymen durchMetaboliten, die selbst nicht an der Reakti-
on beteiligt sind, verschiedene Stoffwechselwege miteinander verknüpft werden
und somit Quervernetzungen des gesamten Stoffwechsels entstehen.
Die fortschreitendeErforschungder Enzyme ergab, dass es sich dabei um hoch-

komplexe Gebilde handelt. In ihrer Grundstruktur sind sie aus einer Vielzahl von
Aminosäuren zusammengesetzte Proteine. Trypsin als noch vergleichsweise klei-
nes Protein besteht aus 224 Aminosäuren, zur Katalyse sind aber nur drei davon,
die sog. katalytische Triade, notwendig, also kaum mehr als 1%. Dies mag zu-
nächst als ein unnötiger Aufwand erscheinen, führt man sich aber vor Augen,
dass in der Natur durchgehend das Prinzip höchster Sparsamkeit gilt, ahnt man,
dass keine einzige Aminosäure überflüssig ist, eine solche wäre längst wegmu-
tiert. Die hohe Effizienz der Enzymkatalyse wird nur durch ein äußerst exaktes
Zusammenwirken aller erforderlichen Komponenten erreicht. Jede am katalyti-
schen Prozess mitwirkende Komponente muss eine genaue Position einnehmen.
Um dies zu gewährleisten, sind die umgebenden, für die Katalyse nicht unmittel-
bar essenziellen Aminosäuren verantwortlich. Sie formen ein stabiles Gerüst, in
dem die essenziellen Komponenten passgenau eingebettet sind. Weiterhin muss
die Umgebung des aktiven Zentrums derart aufbereitet werden, dass die kataly-
tisch wirksamen Gruppen in reaktiver Form vorliegen, so muss der Ionisierungs-
grad genauestens eingestellt sein.Die 20proteinogenenAminosäurenbietennicht
gerade ein breites Spektrum reaktionsfähiger Gruppen, wenn man noch bedenkt,
dass einige davon, vor allem die aliphatischen Aminosäuren, als unreaktiv gel-
ten und überhaupt nicht zur Katalyse beitragen. Die Reaktivität anderer Amino-
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säuren hängt dagegen stark von Einflüssen durch ihre unmittelbare Umgebung
ab. So kann der pKa-Wert der funktionellen Gruppen bestimmter Aminosäure,
wie Histidin, durch den Einfluss benachbarter Aminosäuren bis zu zwei pH-Ein-
heiten verschobenwerden. Derartige Feinanpassungen ermöglichen es Enzymen,
mit einer begrenzten Zahl an Aminosäuren vielfältige Katalysemechanismen ab-
zudecken. Wo dies trotzdem nicht ausreicht, bedient sich das Enzym nicht pro-
teinogener Komponenten, wieMetallionen oder Cofaktoren, die beimMenschen
häufig Vitamincharakter haben. Cofaktoren binden teilweise in nicht kovalenter
Weise an das Enzym und können unter Verlust der enzymatischen Aktivität ab-
dissoziieren. Sie werden als Coenzyme bezeichnet. Andere Faktoren, wie Biotin
und Liponsäure, sind kovalent mit dem Enzym verknüpft und gehen nicht durch
Dissoziation verloren. Sie werden als prosthetische Gruppen bezeichnet. Aller-
dings sind auch manche nicht kovalente Coenzyme derart fest mit dem Enzym
verbunden, dass sie sich nicht entfernen lassen, ohne das Enzym zu denaturieren.
Neben der katalytischen Reaktionmüssen sich Enzyme auch anderenAufgaben

stellen. Das Substrat muss erkannt und eingefangen und für den katalytischen
Prozess vorbereitet werden. Darüber hinaus sind wichtige regulatorische Funk-
tionen innerhalb des Zellstoffwechsels zu erfüllen. Diese laufen ebenfalls über
hochspezifischeErkennungsmechanismen. Die Signalübertragung vom regulato-
rischen auf das katalytische Zentrum erfordert genau abgestimmte Beweglichkei-
ten. Das Enzymmolekül muss eine exakte Raumstruktur aufrecht erhalten, darf
aber trotzdem kein starres Gebilde sein. Schließlichmuss es auf seine Umgebung
reagieren entweder in Form hydrophiler Wechselwirkungen als lösliches Enzym
oder über hydrophobe Kräfte in einer Membran integriert.

1.2
Wie sind Enzyme entstanden?

Wie konnten so großeEnzymmoleküle entstehen?Wenn eine derartige Größe zur
Erfüllung der Aufgaben eines Enzyms erforderlich ist, wären kleinere, einfachere
Enzymmoleküle als Vorgänger heutiger Enzyme prinzipiell nicht in der Lage, die-
se Funktionen zu übernehmen. Trotzdemmusste sich der komplexe Stoffwechsel,
wie wir ihn heute wahrnehmen, aus einfachen Prozessen entwickeln, die an die
katalytische Effizienz der Urenzyme weit geringere Ansprüche stellten. Tatsäch-
lich lässt der strukturelle Aufbau von Enzymen vielfach entwicklungsgeschichtli-
che Aspekte erkennen. Die Triosephosphat-Isomerase hat eine charakteristische
fassähnliche Struktur (TIM barrel), bestehend aus acht ringförmig angeordneten
Elementen aus je einer α-Helix und einem β-Strang, das katalytische Zentrum im
Inneren einschließend (s. Abschn. 2.3). Vergleichbare Strukturen finden sich in
Enzymen, die völlig anderer Reaktionen katalysieren, wie die Aldolase und Py-
ruvatkinase. Offensichtlich entwickelten sich aus einer stabilen Urstruktur durch
Modifikationen der Aminosäuren im aktiven Zentrum unterschiedliche enzyma-
tische Aktivitäten.
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Ein anderes Entwicklungsprinzip zeigt sich bei der Klasse der von NAD(P) ab-
hängigen Dehydrogenasen. Diese bestehen meist aus vier identischen Unterein-
heiten. Jede dieser Untereinheiten wird gebildet aus zwei Domänen ähnlicher
Größe, wobei eine für die Bindung des Cofaktors NAD(P), die andere für die Sub-
stratbindung verantwortlich ist. DieCofaktor-Domänen der verschiedenenDehy-
drogenasen zeigen auffallende Strukturhomologien, während die Substratdomä-
nen einander wenig ähnlich sind. Auch hier geht man von einem Urenzym aus,
dessen Cofaktor-Domäne weitgehend erhalten blieb, wogegen sich die Substrat-
domänen den verschiedenen Substraten anpasste und sich somit unterschiedliche
Dehydrogenasen heraus bildeten.
Ein noch detailliertes Evolutionsprinzip zeigt sich beim Serumalbumin, das

Transportprotein des Bluts für zahlreiche Substanzen, wie langkettige Fettsäu-
ren, Billirubin, Tryptophan, Thyroxin, Cystein, Glutathion, Cu2+ und Ni2+. Die
Proteinkette des Serumalbumins besteht aus drei Domänen, die beträchtliche
strukturelle Übereinstimmungen aufweisen (Abb. 1.1). Jede Domäne wird wie-
derum aus drei einander sehr ähnlichen Schleifen gebildet. Die gesamte Pro-
teinkette besteht somit aus insgesamt neun sich weitgehend wiederholenden
Einheiten und es ist anzunehmen, dass sich ein aus einer Schleife bestehendes
Uralbumin durch Genduplikationen zunächst zu einer Urdomäne entwickelte.
Durch weitere Duplikationen entstand schließlich das derzeitige Serumalbumin-
molekül mit seinen verschiedenerlei Funktionen. Genduplikationen dürften auch
die Entwicklung des Kollagens bestimmt haben, bei dem jede dritte Aminosäure
Glycin ist und die Dreiersequenz Glycin-Prolin-4-Hydroxyprolin eine häufig sich
wiederholende Grundeinheit darstellt.
Aus diesen und einer Vielzahl nicht erwähnter Beispiele ist zu folgern, dass sich

große Proteine durch Verdoppelung und Vervielfältigung kleiner Einheiten mit
zunächst einfachen Funktionen entwickelten. Durch die Genduplikation bleibt
die ursprüngliche Funktion zunächst in beiden Kopien erhalten. Während eine
Kopie diese Funktion konserviert, dient die zweite Kopie als Spielwiese zur Er-
probung neuer und somit immer komplexerer Funktionen.

1.3
Ribozyme

Wie erwähnt dauerte es bis über 1920 hinaus, bis die Proteinnatur der Enzyme
allgemein anerkannt wurde. In der Folgezeit erwies es sich, dass alle dahinge-
hend untersuchten Enzyme ausnahmslos Proteine waren. Eine unabhängige Be-
stätigung lieferte die Aufklärung der Biosynthese der Enzyme nach dem univer-
sellen Prinzip der Genexpression durch Transkription und Translation, das zum
allgemeingültigen Dogma erhoben wurde. Umso überraschender war daher die
Entdeckung von Thomas R. Cech und Sidney Altman 1982, dass auch bestimmte
RNA-Moleküle, als Ribozyme bezeichnet, enzymatische Aktivität besitzen kön-
nen. Allerdings zeigten die weiteren Forschungen auf diesem Gebiet, dass für ein
grundlegendesUmdenken keinGrund besteht. Ribozyme katalysieren durchwegs
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Abb. 1.1 Struktur von Serumalbumin. Ami-
nosäuren sind als rote Kreise dargestellt, Cy-
steine, die Disulfidbrücken bilden, sind gelb.
Den drei repetitiven Domänen I–III sind ver-
schiedenfarbigen Rechtecke unterlegt. Die
einander entsprechenden Schleifen 1–9 sind
links durchnummeriert. Von Disulfidbrücken

eingeschlossene Bereiche sind blau markiert,
wobei die erste Schleife ihre Disulfidbrücke
offenbar im Laufe der Evolution verloren hat
(Nach Brown, J.R. und Shockely, P. (1982) Lipid-
Protein-Interactions (Hrsg. P. Jost und O.H. Grif-
fith), Bd. 1, John Wiley & Sons, S. 25–68).

einfache Reaktionen und haben nicht die wichtige Bedeutung wie die Proteinen-
zyme, die alle chemischen Reaktionen des Gesamtstoffwechsels der Organismen
kontrollieren. Entsprechend besitzen Ribozyme auch nicht die überaus komplexe
Struktur der Proteinenzyme. Andererseits stützen die RNA-Enzyme die Theorie,
wonach sich das Lebens zunächst aus einer RNA-Welt entwickelte, die im weite-
ren Evolutionsprozess durch die flexibler Proteinwelt abgelöst wurde. Die Ribo-
zyme stellen wohl rezente Vertreter fossiler RNA-Enzyme dar. Nach einer kurzen
Vorstellung der Ribozyme werden wir uns daher im Weiteren ausschließlich mit
Proteinenzymen beschäftigen.
Grundsätzlich verhalten sich Ribozyme wie Proteinenzyme, sie bilden einen

Enzym-Substrat-Komplex und gehorchen der Michaelis-Menten-Kinetik. Ihre
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Abb. 1.2 Mechanismus einer von der rRNA des Ribosoms katalysierten Peptidsynthese (nach
Nissen et al. (2000) Science, 289, 920–930).

Umsatzgeschwindigkeiten sind vergleichsweise geringer als die der Proteinen-
zyme, erreichen aber doch bis zu 109-fache Beschleunigung gegenüber den un-
katalysierten Reaktionen. Ribozyme spalten Phosphodiesterbindungen der RNA,
was auf zwei verschiedeneWeisen erfolgen kann. So wurde zunächst bei Tetrahy-
mena thermophila beobachtet, wie die prä-rRNA in autokatalytischer Weise ein
Intron abschnürt und die beiden flankierenden Exons wieder verbindet. Die Re-
aktion verläuft ohne Beteiligung von Proteinen, das katalytisch aktive Molekül
wird aber verändert, sodass es nicht völlig einem Enzym adäquat ist. Freie RNA-
Moleküle, wie das in Pflanzenviroiden gefundeneHammerkopf-Ribozym, agieren
dagegen als echte Katalysatoren. Sie binden an eine Substrat-RNA durch Paarung
komplementärer Basen und spalten die Phosphiodiesterbindung mithilfe eines
internen Nukleophils. Als solches kann die 2′-OH-Gruppe des terminalen Ribo-
serests des Ribozyms wirken. Diese greift die Phosphodiesterbindung über das
Phosphat an und spaltet sie dadurch. Andere Ribozyme bedienen sich eines ex-
ternen Nukleophils, z. B. einesWassermoleküls. Bei der Sichelzellenanämie kann
ein Ribozym die mutierte Gensequenz gegen eine nicht mutierte austauschen.
Die rRNA des Ribosoms zeigt katalytische Aktivität in der Peptidsynthese in
Umkehrung zum Acylierungsschritt der Serinproteasen (Abb. 1.2).

1.4
Weiterführende Literatur über Enzyme

Die weiterführende Literatur über Enzyme ist naturgemäß äußerst umfangreich.
Es sei zunächst auf die ausführlichen Lehrbücher der Biochemie verwiesen, die
Enzyme in den Zusammenhang des Gesamtstoffwechsels stellen. Übersichts-
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artikel zu bestimmten Enzymen und Themenbereichen finden sich in Serien-
werken, wie Advances in Enzymology, Annual Reviews of Biochemistry, Annual
Reviews of Biophysics und vor allem in der sich längst nicht mehr auf Enzym-
themen beschränkenden Reihe Methods in Enzymology. Ein Standardwerk der
Enzymanalyse ist das zehnbändige Werk von H.U. Bergmeyer, Methods of En-
zymatic Analysis. Eine Gesamtauflistung aller bisher beschriebenen Enzyme mit
allen wichtigen Daten findet sich im Springer Handbook of Enzymes. Aus diesem
ist die BRENDA-Datenbank des Departments für Bioinformatik und Biochemie
der TU Braunschweig hervorgegangen. Neben der Enzym-Nomeklatur mit EC-
Nummern, den systematischen, empfohlenenund trivialen Enzymnamen und der
katalysierten Reaktion enthält es Angaben über Substrate, Cofaktoren, Metallio-
nen, Inhibitoren, molare Massen und Struktur von Enzymen, sowie funktionale
Parameter, kinetische Konstanten, pH-Optima und umfangreiche Literaturhin-
weise. Die Datenbank ist bestrebt, alle relevanten Informationen über sämtliche
bekannten Enzymen zu dokumentieren. Jedes Enzym ist nach seiner Herkunft
aufgelistet. Da die Eigenschaften von Enzymen aus unterschiedlichen Organis-
men teilweise stark variieren, ist es nicht immer einfach, ein einheitliches Bild
eines bestimmten Enzyms herauszukristallisieren. 3-D-Proteinstrukturen finden
sich in der Protein Data Bank und der EMBL-EBI’s Protein Data Bank in Europe
des Heidelberger European Molecular Biology Laboratory. Die ExPASy-Daten-
bank des Schweizer Instituts für Bioinformatik gibt Informationen über verschie-
dene Themenbereiche, wie Proteomics, Systembiologie undGenomics und bietet
Zugang zu weiteren Datenbanken: UniProt für Proteinsequenzen und Sequenz-
vergleiche (BLAST), String für Protein-Protein-Wechselwirkungen, Prosite für
Proteindomänen, Proteinfamilien und funktionelle Zentren und SWISS-MODEL
für Proteinstrukturvergleiche und Protein-Modelling. In der MEROPS-Daten-
bank sind über 3000 Peptidasen und Peptidinhibitoren dokumentiert.
Zur Auftragung vonDaten in Diagrammen und deren Auswertung sind Grafik-

programme, wie Origin und SigmaPlot erhältlich, die auch Regressionsanalysen
enthalten. Für enzymkinetische Auswertungen existieren spezielle Programme,
wie ENZKIN, ein Programm von Mathworks, das nicht lineare und lineare Re-
gressionsanalysen enthält.

1.5
Literatur
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