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Eine charakteristische Eigenschaft der Enzyme ist deren Substrat- und
Wirkungsspezifitit. Der Katalysator Enzym arbeitet nach einem Auswahl-
prinzip und “entscheidet”, welche Substrate umgesetzt werden, und
welche der zahlreichen thermodynamisch méglichen Umwandlungen des
Substrats abliuft. Diese spezifischen Eigenschaften der Enzyme bieten sich
direkt als analytisches Hilfsmittel an, und es ist daher nicht verwunderlich,
daB man schon in den Anfingen der Enzymchemie den Wert der enzyma-
tischen Analyse erkannte. '

Ein Beispiel soll veranschaulichen, wie man mit Hilfe der spezifischen
Enzyme in einem Gemisch chemisch sehr nahe verwandter Substanzen jede
einzelne Substanz quantitativ ohne zeitraubende Trennungs-Verfahren
analysieren kann. Nehmen wir an, ein Gemisch drei verschiedener
Ketosduren vorliegen zu haben: Brenztraubensiure, Oxalessigsiure und
a-Ketoglutarsiure.

Die chemische Analyse dieser drei Sauren kannz.B. so durchgefithrtwerden,
da8 man die Siuren mit dem Carbonyl-Reagenz Phenylhydrazin umsetzt,
die Hydrazone sorgfaltig isoliert, fraktioniert kristallisiert, schlieBlich durch
den Schmelzpunkt identifiziert und ihre Menge durch Wagung bestimmt.
Diese Arbeitsweise erfordert sehr viel Zeit und birgt manche Fehlerquellen
in sich.

Viel eleganter, schneller und sicherer, und vor allen Dingen spezifischer
bestimmt man diese Sduren mit einer enzymatischen Analysenmethode.
Fir die Hydrierung dieser Ketosduren stehen wasserstoffibertragende
Enzyme zur Verfiigung, die als wirksame Gruppe Diphospho-pyridin-
nucleotid enthalten: Die Lactat-Dehydrogenase (LDH), die Malat-Dehydro-
genase (MDH) und die Glutamat-Dehydrogenase (GLDH).

Jedes der genannten Enzyme ist nur spezifisch fiir sein Substrat: LDH fiir
Brenztraubensdure, MDH fiir Oxalessigsaure und GLDH fur a-Keto-
glutarsiure.

In einer Photometer-Kiivette bestimmt man mit Hilfe dieser Enzyme in
wenigen Minuten die drei Ketosiuren.|

Die enzymkatalysierten Reaktionen sind, wie alle chemischen Reak-
tionen, Gleichgewichtsreaktionen, d.h., die eben erwahnten Dehydrogenasen
vermdgen die Hydrierungs-, sowie die umgekehrte Reaktion, die Dehy-
drierungsreaktion zu katalysieren. Die Namen der genannten Dehydro-
genasen wurden also von den umgekehrten Reaktionen, den Dehydrierungs-
reaktionen, abgeleitet. Z.B. Lactat-Dehydrogenase von der Fihigkeit,
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Milchséure zu Brenztraubensiure zu dehydrieren, Malat-Dehydrogenase
von der Fahigkeit, Apfelsaure zu Oxalessigsiure zu dehydrieren.

Die Anwendung der Dehydrogenasen ist allerdings nur ein Teilgebiet der
enzymatischen Analyse.

O. Warburg und Mitarbeiter beschrieben 1935 eine optische Bestim-
mungsmethode von physiologischen Substanzen mit Dehydrogenasen, die
mit Diphospho-pyridin-nucleotid (DPN+) bzw. Dihydrophospho-pyridin-
nucleotid (DPNH) als Coenzym reagieren. Wie wir im folgenden sehen
werden, ist der Ubergang des Coenzyms DPN* in DPNH und umgekehrt
die dem optischen Test zugrunde liegende Reaktion. Betrachten wir
zunachst die chemische Strukturformel des DPN*:

Die "einzelnen Bausteine von DPN™* sind Nikotinsiureamid mit dem
Pyridingeriist, Ribose, Pyrophosphorsiure und Adenin. Wir finden in dem
Molekiil das Adenosin-5-monophosphat, die sog. Muskel-Adenylsaure
wieder, sowie das als Vitamin bekannte Nikotinsaureamid.

Der Pyridinring nimmt bei der enzymatischen Dehydrierung des Sub-
strats einer Dehydrogenase den Substratwasserstoff auf oder gibt ihn bei der
Hydrierung eines Substrats wieder ab. Diese reversible Funktion des
Co-enzyms zeigt das folgende Bild:

C c
NH, +2[H ; NH: ot
—_— i +
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Rib—Ph—Ph-Ad Rib—Ph—Ph —Ad

DPN*+2 [H ===DPNH +H*

Sie sehen, daB bei der Hydrierung des DPNt die aromatische Natur des
Pyridinringes aufgehoben wird. Hiermit ist eine charakteristisct.e Anderung
der Lichtabsorption verbunden (A45b. I).

Das Dihydropyridin-System im DPNH besitzt ein breites Absorptions-
maximum bei 340 my, wihrend das Pyridinsystem im DPN hier nicht
absorbiert. Die Adeninkomponente im DPN*' und DPNH absorbiert bei
260 my.

Der Reaktionsmechanismus der Wasserstoffanlagerung an den Pyridinring
des DPN ™ ist eingehend untersucht und sichergestellt worden.
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mp
Abb. 1. Lichtabsorption von DPN* und DPNH
Als Beispiel fiir den ablaufenden Dehydrierungs- und Hydrierungs-

mechanismus sei die Dehydrierung der Milchsiure mit DPN* bei Gegen-
wart des Enzyms LDH angefiihrt:
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Das DPN* reagiert in seiner mesomeren Form, die die positive Ladung in
4-Stellung tragt. Der Wasserstoff, der auf den Pyridinring iibertragen wird,
lagert sich mit seinem Elektronenpaar, also als Hydrid-Ion, an. Die
Reaktion verliuft auBerdem stereospezifisch, worauf aber nicht naher
eingegangen werden soll. .

Die physikalische Grundlage des optischen Tests bildet das Lambert—
Beer’sche Gesetz:

log Ijl = E =¢-¢-d

[1° = Lichtintensitat des eintretenden Lichtstrahls; / = Lichtintensitat des
austretenden Lichtstrahls; ¢ = molarer Extinktionskoeflizient; ¢ = Kon-
zentration in Molen/ml; d = Schichtdicke.]

Das Lambert-Beer’sche Gesetz besagt, dafl die gemessene Extinktion
linear proportional der Konzentration des absorbierenden Stoffes ist. Jede
Eichkurve, die man dadurch erhilt, dal man die gemessene Extinktion
gegen die eingesetzte Konzentration auftragt, ist eine Gerade. Voraus-
setzung fir die Anwendung des Lambert-Beer’schen Gesetzes ist, dal3 man
mit monochromatischem Licht arbeitet.
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Wenden wir nun das Lambert—Beer’sche Gesetz auf die Lichtabsorption
des Uberganges DPN*+ = DPNH an.

Der molare Extinktionskoeffizient ¢ fiir DPNH betragt bei 340 my. 6,22-106
cm?/Mol und bei 366 mp (25°C) 3,3-10° cm?/Mol. Daraus folgt: 1 uMol =
663,3 pg DPN+ in | ml gelést, schwicht nach der enzymatischen Reduktion
zu DPNH das Licht der Wellenlange 340 my bei einer Schichtdicke von 1
cm um den log Iy/I = 6,22, bei 366 mp. um log /] = 3,3.

Wenn man also die Extinktion log /;// des DPNH bei 340 oder 366 mpu
mift, so kann man den DPNH-Gehalt in der Kiivette berechnen. La8t man
z.B. Milchsaure mit DPN* bei Gegenwart der Lactat-Dehydrogenase
reagieren, so wird Milchsiure zu Brenztraubensiure dehydriert. Hierbei
entsteht die Aquivalente Menge an DPNH. Folglich kann man auf Grund
der gemessenen DPNH-Absorption bei 340 bzw. 366 my. ermitteln, wieviel
Milchsdure zu Brenztraubensidure dehydriert wurde.

Umgekehrt kann man natiirlich auch die Hydrierung der Brenztrauben-
sdure zu Milchsiure im optischen Test verfolgen. Da hierbei DPNH
verbraucht wird, muB3 die Absorption des DPNH abnehmen.

Man kann also die Zunahme und Abnahme an DPNH in enzymatischen
Reaktionen messen. Diese Konzentrationsinderungen des DPNH ent-
sprechen den molaren Konzentrationen an dehydriertem oder hydriertem
Substrat.

Ich méchte noch kurz darauf hinweisen, daB das System Triphospho-
pyridin-nucleotid (TPN*) = Dihydrotriphospho-pyridin-nucleotid (TPNH),
welches bei einigen Dehydrogenasen als Coenzym auftritt, die gleichen
optischen Eigenschaften aufweist wie das DPN* = DPNH-System.

Da wir die enzymatische Reaktion in der Kiivette im optischen Test
ablaufen lassen, konnen wir auch die Geschwindigkeit der Reaktion messen,
namlich die Geschwindigkeit, mit der sich DPNH bildet oder verbraucht
wird. Bekanntlich definiert man die Reaktionsgeschwindigkeit als Kon-
zentrationsianderung pro Zeiteinheit. Wie wir eben gesehen haben, ist die
Extinktionsinderung proportional der Konzentrationsinderung. Man
kann also im optischen Test die Reaktiongsgeschwindigkeit bestimmen.

Nun ist die Geschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion durch die
Enzymmenge bedingt, die die Reaktion mehr oder weniger katalysiert.
Man kann folglich aus der Geschwindigkeit einer Enzym-katalysierten
Reaktion auf die Menge bzw. auf die katalytische Aktivitit des Enzyms
schlieBen.

Wir kénnen daher zwei Gruppen der enzymatischen optischen Tests
unterscheiden:

(1) Bestimmung von Konzentrationen physiologischer Substanzen, wie
Ketosauren, Coenzyme, z.B. DPN* bzw. DPNH selbst, Adenosintri-
phosphat, usw.;

(2) Bestimmung von Enzymaktivititen.

Im ersten Falle bestimmen wir die Konzentration auf Grund der Zu- oder
Abnahme des DPNH, indem wir die gesamte Extinktionszu- oder -abnahme
bei 340 bzw. 366 my. messen.

Im zweiten Falle ermitteln wir die Reaktionsgeschwindigkeit, also die
Abnahme der Konzentration pro Zeiteinheit, indem wir die Extinktion-
sanderung pro Zeiteinheit messen.
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Im Abb. 2 sehen Sie die graphische Darstellung eines Versuchsprotokolls
zu einer Substratbestimmung im Serum, z.B. der Brenztraubensiure. Bei
der praktischen Durchfithrung dieses Tests muB3 zunichst das Serum entei-
weiBt werden, damit die serumeigene Lactat-Dehydrogenase zerstort wird.
Nach Zusatz von DPNH kann die Brenztraubensiure des Serums nun nicht
mehr hydriert werden, weil eben das spezifische Enzym LDH fehlt. Durch
Zugabe eines Uberschusses von LDH wird die Reaktion gestartet. Jetzt
reagiert die Brenztraubensiure mit dem DPNH zu Milchsaure und das
DPNH wird zu DPN+ dehydriert. Die DPNH-Absorption nimmt im
gleichen Verhiltnis ab, wie Brenztraubensiure vorgelegen hat. Die
Reaktion steht nach wenigen Minuten und es wird die gesamte Extinktion-
sanderung gemessen.

Bei einer solchen Endwert-Bestimmung beobachtet man hiufig, daB die
Reaktion ~— aus nicht immer erklarlichen Grunden — nicht véllig zum
Stillstand kommt. Sie sehen in der Abb. 2, daBl die Extinktion langsam
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Abb. 2. Graphische Darstellung eines Ver-  A4bb. 3. Graphische Darstellung einer
suchsprotokolls zu einer Substratbestimmung ~ Enzymaktivitits-Bestimmung. (Messgrofien:
im Serum. (MessgroBe: AE.) AE/At.)

abfallt (‘““schleicht ). Hier muf man zur exakten Bestimmung des
Endwertes, falls die jeweilige Fragestellung es erfordert, auf die Zeit t,
extrapolieren.

Nach dem gleichen Prinzip, nur daB man hier DPN+ in den Test einsetzt,
verlauft z.B. die enzymatische Dehydrierungs-Reaktion von Athylalkohol
mit DPN+ bei Gegenwart des Enzyms Alkohol-Dehydrogenase. Diese
Reaktion liegt der enzymatischen Alkoholbestimmung, der sog. ADH-
Methode, zugrunde. In dieser Dehydrierungs-Reaktion wird DPN+ zu
DPNH hydriert, und man miit die Zunahme an DPNH, die proportional
der vorhandenen Alkoholmenge ist.

Im Abb. 3 sehen Sie die graphische Darstellung einer Enzymaktivitats-
Bestimmung, z.B. im Serum. Da auch andere Enzyme im Serum vorhanden
sind, deren Aktivitit wir nicht bestimmen wollen, lassen wir diese nach
Zugabe von DPNH-UberschuB mit den serumeigenen Substraten abre-
agieren (z.B. die LDH-Reaktion mit der im Serum vorhandenen Brenz-
traubensiure). Dies erkennt man in der 446, 3 an dem Extinktionsab-
fall vor dem Start der Reaktion. Nachdem die Reaktion steht, startet
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man die zu messende Enzym-Reaktion z.B. mit Ketoglutarsiure, wenn man
die Serum-Transaminasen bestimmen will. Gemessen wird die Extinktions-
anderung pro Minute, d.h. die Geschwindigkeit der in der Kiivette ablau-
fenden Reaktion.

Hinsichtlich der praktischen Durchfiihrung der optischen Tests besteht der
Unterschied zwischen der Bestimmung von Enzymaktivititen und Sub-
stratkonzentrationen, z.B. im Serum darin, da man bei der Aktivitits-
Bestimmung nicht enteiweilt und die Reaktion mit Substrat startet, und daf
man bei der Bestimmung von Substratkonzentrationen enteiweiBen mufl und
die Reaktion mit Enzym startet.

Die enzymatische Bestimmung von Intermediir-Produkten mit Hilfe
DPN +-abhangiger Dehydrogenasen braucht sich nun nicht auf Substanzen
zu beschrinken, die direkt in einer Dehydrogenase-Reaktion umgesetzt
werden. Man kann in sehr vielen Féllen eine solche Dehydrogenasen-
Reaktion als “Indikator-Reaktion” anhiingen.

Als Beispiel eines solchen zusammengesetzten optischen Tests betrachten
wir die Bestimmung des Substrats Phospho-enol-brenztraubensaure (PEP).
Bei Gegenwart des Enzyms Pyruvatkinase setzt sich die PEP mit Adeno-
sindiphosphat (ADP) zu Brenztraubensiure und Adenosintriphosphat
(ATP) um. Die gebildete Brenztraubensiure ist das Substrat einer DPN+-
abhingigen Dehydrogenase, der LDH. Wenn man also dem Testansatz
LDH und DPNH zusetzt, so wird die aus der PEP gebildete Brenztrauben-
saure in der angehingten ‘ Indikator-Reaktion > von dem vorhandenen
DPNH zu Milchsiure hydriert:

(elez Pyruvat- (|:H3
C—0—PO(OH), + ADP finese ?ZO « ATP
&0 <
"SOH OH
CHs Lactat - CH3
. Dehydrogenase l -

C=0 + DPNH + H CH—OH + DPN
e (I%o
Ny N

OH OH

Die gemessene Abnahme der DPNH-Absorption entspricht genau der
vorhandenen Konzentration an Phospho-enol-brenztraubensiure.

Man kann auch ohne weiteres einen dreifach zusammengesetzten
optischen Test durchfiihren, z.B. die Bestimmung von Creatin:

Creatin-Phospho-
kinase

Creatin - ATP = Creatinphosphat + ADP
Pyruvatkinase
PEP 4 ADP i ::ﬁ Pyruvat - ATP

LDH
Pyruvat 4+~ DPNH + H+ ==  Lactat 4+ DPN+
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Das eben geschilderte Prinzip des zusammengesetzten optischen Tests 1483t
sich natirlich auch auf die Bestimmung von Enzymaktivitaten anwenden.
Ein Beispiel aus der Praxis, der SGOT-Test, mag dies veranschaulichen:

7 ° & ° céO c¢O
“\OH [ ™oH i\OH “SOH
CH—NH, |c::o ?:o CH—NH,

THZ' . (‘:Hz 6ot (‘:Hg . (|3H2
o 0
c? CH, cf CH,
"NOH | o OH | o
cZ cZ
_ “SoH “SoH
L-Asparaginsaure a-Ketoglutarsaure Oxalessigsé&ure L- Glutaminsaure
e 0
cZ c
| ~on | “OH
C=0 . MOH CH—OH .
| + DPNH + H' —— \ + DPN
CH, CH,
{c:fo \%O
o “OH

Bei der Bestimmung der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase im Serum
wird die Geschwindigkeit gemessen mit der Asparaginsiure und a-Keto-
glutarsiure umgesetzt werden in Oxalessigsdure und Glutaminsiure. Das
Reaktionsprodukt Oxalessigsiure ist nun in der ‘“Indikator-Reaktion”
mit DPNH das Substrat des ‘“Indikator’-Enzyms Malat-Dehydrogenase.
Bei der praktischen Durchfithrung eines solchen zusammengesetzten Tests
ist nun besonders darauf zu achten, daf3 die Geschwindigkeit der Indikator-
Reaktion sehr schnell ist gegeniiber der Geschwindigkeit der zu messenden
Reaktion. Denn es soll ja ermittelt werden, wie schnell die Transaminase
Oxalessigsdure anliefert, und dies kann man nur messen, wenn praktisch
im selben Augenblick die entstehende Oxalessigsdure sich mit DPNH
umsetzt, d.h. wenn im gleichen Augenblick der Entstehung von Oxalessig-
saure sich entsprechend die DPNH-Konzentration und damit die Licht-
absorption andert.

In unserem Beispiel ist die Substratkonzentration sehr klein, weil die
gebildete Oxalessigsaure sofort weiter reagiert. Wenn man die * Indikator-
Reaktion >’ schneller gestalten muB, so kann man dies nur dadurch erreichen,
indem man die Konzentration des “Indikator”’-Enzyms erhéht. Denn bei
Konstanz der Substratkonzentration ist die Reaktionsgeschwindigkeit
proportional der Enzymkonzentration. Man kann diese Uberlegungen
auf Grund der von Michaelis und Menten aufgestellten Postulate iiber die
Geschwindigkeitsverhaltnisse bei der Bildung bzw. bei dem Zerfall eines
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Enzym-Substrat-Komplexes ableiten, die hier aber nicht niher erortert
werden sollen.

Zum AbschluB méchte ich noch kurz erwdhnen, dall man bei der Durch-
fithrung eines enzymatischen optischen Tests auf einige besondere Bedin-
gungen der Enzymaktivitat zu achten hat.

Da die Enzyme EiweiBstoffe sind, ist natiirlich der pH-Wert des Reaktions-
mediums fir den Ablauf einer enzymatischen Reaktion sehr wichtig. Die
meisten Enzyme entfalten ihre spezifische katalytische Wirkung nur inner-
halb eines bestimmten pH-Bereiches, dan man als das pH-Optimum des
betreffenden Enzyms bezeichnet. Wie bei allen anderen chemischen
Reaktionen werden natiirlich auch die Reaktionsgeschwindigkeiten der
enzymatischen Reaktionen von der Temperatur beeinfluit. Eine Tem-
peraturerhéhung um 10° kann eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit
um das zwei- bis vierfache bewirken. Allerdings sind diesem Effekt auf
Grund der Temperaturempfindlichkeit der - EiweiBstoffe rasch Grenzen
gesetzt.

SchlieBlich sei noch erwahnt, daB viele Enzyme Ionen als Aktivatoren
benétigen, andererseits auch manche Ionen einen Inhibitoreffekt auf die
enzymatischen Reaktionen ausiiben.
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