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Die stereochemische Spezifitiit der Esterasen 
aus pathologischen menschlichen Lebern. 

Von 

R. A m m o n  und W. Geisler. 

(Eingegaugen am 23. April  1932.) 

Bei der durch Sehweineleberesterase katalysierten SpMtung yon  
rac. Mandels~ure-Methyl- und Athylester,  der aus einem gleichen Gemiseh 
von l- und d-Ester  besteht, konnte  bereits D a k i n  1 zeigen, dM3 die Este.  
rase hierbei eine Konfigurationsspezifit~it aufweist, d . h .  eine Modi- 
f ikation in dem dl-Ester sehneller spaltet  als die andere. L~il]t man  n~m- 
]ich den racemisehen Ester  unvo]lsti~ndig, d, h. nicht  bis zu 100% yon  dem 
Ferment  in Mandels~ure und  den zugehSrigen Alkohol spa]ten, isoliert 
man  die vom Ferment  in Freiheit  gesetzte S~ure und  untersucht  nun  
diese im Polarisationsaploarat, so ist sie rechtsdrehend. Die Schweine- 
leberesterase ha t  also bei ihrer Einwirknng auf den dl-Ester einer Modi- 
fik~tion und  zwar der d-Form den Vorzug gegeben. 

Sp/iter wurde gefunden 2, dab eine groi~e Reihe yon Esterasen anderer 
Herkunf t  ebenfMls eine solehe Konfigurationsspezifi ts  bei Anwendung 
yon  Subst ra ten  mit  asymmetr isehem C-Atom zeigen. 

Fiir die Menschenleberesterase wurden speziell folgende Ergebnisse 
erhalten ~. Wird  racemischer Mandels~ure-Methyl- oder ~ thyles te r  in 
niedriger I~onzentrat ion durch dieses Ferment  gespMten, so ist die 
Menschenleberesterase , , l inksor ien t ier t" ,  d . h .  die vom Ferment  in Frei- 
heir gesetzte Mandels~ure ist linksdrehend, wird die Anfangskonzen- 
tr~tion des racemischen Substrats  erhSht, so n immt  die Drehung der 
in Freiheit  gesetzten Si~ure ab. Bei noeh hSherer Konzent ra t ion  wird 
schliel~lieh die Menschenleberesterase , , rech tsor ien t ier t" ,  d. h. der d-Ester  
wird im Racema t  bevorzugt  hydrolysiert .  
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Bei den Arbeiten fiber die stereochemisehe Spezifit~t der Mensehen- 
leberesterase ist Wert darauf gelegt Worden, ein Esterasepr/~parat aus 
einer normalen mensehliehen Leber zu bereiten. Das Ziel der vorliegenden 
Arbeit ist, Esterasel6sung yon solchen menschlichen Lebern, die nicht 
als normal zu bezeiehnen sind, darzustellen. Es ist die Frage gestellt, 
ob die pathologisehen Verhs und Vergnderungen einen EinfluB 
auf die stereoehemisehe Spezifit/~t der Menschenleberesterase austiben. 

An der Mensehenleberesterase selbst zeigten B a m a n n  und L a e v e r e n z  1, 

dag ihre Konfigurationsspezifit/it dutch eine besondere Vorbehandlnng 
der Enzympr/~parate zu beeinflussen ist. Es wird n/~mlieh einmal ein 
gew6hnliehes Aeeton-Ather-Troekenpulver einer mensehlichen Leber 
einige Tage im Troekensehrank bei 60--650 gedSrrt, das andere Mal 
wird ein friseher Haekbrei derselben Leber bei sehwaehalkaliseher Reak- 
tion nnter Toluol etwa eine Woehe einer Autolyse unterworfen. Aus 
beiden so vorbereiteten Fermentpr/~paraten wurden Ammoniakausziige 
gemaeht, die neutralisiert, zentrifugiert nnd diMysiert wurden. Diese 
beiden Fermentpr/tparate wurden zur Spaltung yon raeemisehem 3/Iandel- 
s/~ure-Athylester benutzt und mit dem Spaltnngsprodukt einer Einwir- 
kung einer gewShnlich hergestellten Fermentl6sung desselben unvorbe- 
handelten Leberpulvers auf Athylmandelat bei demselben Spaltungsgrad 
vergliehen, tgs zeigte sieh, dab bei einer Anfangskonzentration yon 0,5 % 
und einem SpMtungsgrad yon 14--15% das [a]D der vom Ferment in 
Freiheit gesetzten Mandelss in i%iehtung und Gr6Be beeinflul~t ist. 
Das [a]D der Fiandels/~ure, die durch das unvorbehandelte Ferment- 
pr/~parat gewonnen wnrde, betrug - -2 ,4  ~ das DrehungsvermSgen der 
Mandelsgure, die dutch den Auszug aus d e m  gedSrrten Pulver erhalten 
wurde, war-4- 11,80 und der [a]D-We~t der Mandels/~uie, die sich mittels 
des Enzyms nach vorangegangener Antolyse gebildet hatte, b e r i n g -  
14,8 ~ Die Verfasser er!d/~ren diese Erseheinung damit, dag der Enzym- 
komplex dureh die Vorbehandlung eine Xnderung erlitten hat, die sieh 
dutch die andere optisehe Auswahl bemerkbar macht. 

Es ersehien uns wiehtig, zu untersuehen, ob die pathologisehen Ver- 
s in der Leber nieht aueh gewisse Ver/tnderungen am Enzym- 
komplex erzeugen, die sieh dutch eine Anderung der Konfigurations- 
spezifit~t verraten k6nnten. Wir haben daher aus 4 Lebern von E r -  
wachsenen und 3 Kinder]ebern Fermentpr/~parate hergestellt. Bei den 
Erwachsenenlebern handelte es sieh um folgende F~lle. 

1. Stauungscirrhose naeh Aortenstenose, m/tnnlieh, 40 Jahre. Tag 
der Herstellung des Pulvers 18.11.30. 

2. Anaemia perniciosa, m/~nnlich, 36 Jahre. Tag der tterstellung des 
Pulvers 3. 10. 30. 

3. Akute gelbe Leberatrophie mit Magengesehwfir, weiblich, 56 Jahre. 
Tag der tIerstellung des Pulvers 1.4.32. 

1 Bamann  u. Laeverenz: V. Mitt., 1. c. 
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4. Prim/~rer Leberkrebs, m/~nnlieh, 50 Jahre.  Tug der Iterstellung 
des Pulvers I 1 . 4 . 3 2 .  

Die kindliehen Lebern s tammten  yon folgenden F/~llen. 
1. M/~nnliehes Neugeborenes , post  pa r tum gestorben an Asphyxie. 

Tug der I-Ierstellung des Pulvers 18 .12 .30 .  
2. Weibliehe Friihgeburt ,  Tug der tIerstel lung des Pulvers 31 .3 .32 .  
3. Totgeburt ,  mgnnlieh. Tug der Herstel lung des Pulvers 31 .3 .32 .  
Es lug uns daran,  Mensehenlebern zu untersuehen, bei denen einmal 

das Lebergewebe weitgehend der Stauungsatrophie  verfallen war und 
das Bindegewebe sieh reiehlieh entwiekelt  hatte.  Dann  lug es nahe, 
eine gelbe Leberatroptfie zu untersuehen, bei der die sehr starke Seh~di- 
gung der Leberzellen mit  ihrer hydrophisehen Schwellung, Mbumin6sen 
Triibung und ihrem fettigen Zerfall, die weiten Gebiete yon  vollst/~ndig 
zerst6rten Zellen unter  Aufl6sung der Kerne eine Beeinflussung des 
fermentat iven Systems erwarten liel3en. 

Ferner lug uns daran, eine Leber, die weitgehend yon  einem prim/~ren 
Leberkrebs, das auf dem Boden einer gelben Leberatrophie ents tanden 
war, durehsetzt  worden war, zu verarbeiten. 

Die Leber  einer Krankhei t ,  die anatomiseh so wenig Ausbeute gibt, 
ns eine der pernizi6sen An~mie, zogen wit ebenfalls in den Kreis 
unserer Versuehe. 

Zu den Kinderlebern ist zu bemerken, dug die beiden Lebern der 
Totgebur ten  und die Leber der Fri ihgeburt  auger Stauungsblutiiber- 
fiillung keine besonderen Ver&nderungen zeigten. Wir  legten t ro tzdem 
Wer t  darauf, auch diese Lebern zu untersuehen, um zu sehen, ob das 
jugendliehe Alter der Lebern einen bemerkenswerten Einflug auf den 
Enzymkomplex ,  insbesondere auf die stereochemisehe Spezifit~it der 
Esterase haben wfirde. 

Auf eine eingehendere anatomisehe Besehreibung der verarbeiteten 
Lebern mSehten wit verziehten. Es handelte sieh i m wesentliehen um 
typische F~lle. Ausfiihrliehe Besehreibungen sind in den zugehSrigen 
Sektionsprotokollen niedergelegt. 

Die sehr frisehen Lebern wurden naeh den von Willst~itter und Nitarbeitern 
angegebenen Vorsehriften verarbeitet. Es wurden Aee~on-Xther-Trockenpulver 
hergestell~, aus denen Extr~kte mit 1/4 o normal Ammoniak bereite~ warden (auf 
je 10 g Leberpulver 150 eem 1/40 normal NHa). :Die Ammoniakausz/ige ~ r d e n  naeh 
2 s~tindigem Stehen im ]3rutsehrank zentrifugiert, mit 1/lon-Essigs~ure neutrMisiert, 
erneut zentrifugiert und nnter Toluol im Eissehrank aufbewahrt. Zur Kontrolle 
dienten ferner zwei t~ermentpr&parate aus normalen mensehliehen Lebern, dis yon 
Ungltieksf&llen stamm~en und dig sieh bei der Sektion sis normal erwiesen. Pr&parat A 
entstammte einem Leberpulver, das etwa lt/2 Jahre alt war, Pr/iparat ]3 von einem 
dureh Selbstmord Geendeten (19.2. 32). Angerdem war uns das Verhalten der 
Esterase aus normalen mensehlichen Lebern dutch die friiheren Arbeiten bekannt 1. 

i I-Ierrn Prof. :Dr. Roeflle, Prof. Dr. Schi~rmann, :Dr. Wagner (Inst. f. gerichtl. 
Mediz., Berlin), :Dr. Hummel (Josephskrankenhaus Berlin) danken wir fttr die 
i)berlassung der menschliehen Lebern. 
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Zur Spaltung diente der racemisehe Mandelsi~ure-Methylester. Die Veffolgung 
des Spaltungsverlaufs gesehah nach der elektrogtrimetrischen Methode yon _Rona 
und A m m o n  1. ]:)as Prinzip dieser Methode ist kurz ~olgendes. Die 1%rment- 
16sung wird elektrometriseh neutralisiert. Danaeh wird der in den angewand~en 
Konzentrationen in Wasser 16sliehe dl-Mandels/~ure-Methylester hinzugesetzt. Die 
dutch das Ferment entstehende l~andelsi~ure verr~t sich dutch die fortlaufend leich~ 
festzustellende ~mderung tier Wasserstoffionenkonzen~ration der L6sung, da in die 
l~liissigkeit eine Gloekenelektrode tauch~ und ebenfalls eln mit einer Kalomel- 
elektrode Verbundener KC1-Agarheber. Die Ableitungeu gehen an einen Potentio- 
meter. Der PH der Untersuehungsfliissigkeit wird unter st/~ndiger potentiome~riseher 
Kontrolle dutch Hinzugeben yon eingestellter 1/1 o n-Natronlauge konstant gehalten. 
Das MaB der l~atronlauge dient zur Bereehnung des Spaltungsgrades. Naeh Er- 
reiehung eines bestimmten Spaltungsgrades wurde die Untersuehungsfliissigkei~ 
aus der Apparamr genommen und das ~'erment dutch Aufkochen get6tet. Die 
Aufarbeitung dieser Un~ersuehungsflfissigkei~ zur Isolierung und polarimetrischen 
Bestimmung der veto Fermen~ in l~reiheit gesetzten M~ndels/~ure geschah ebenfalls 
nach dem yon Rona und A m m o ~  angewand~en und erprobten Verfahren. 

Die Tabelle gibt die ]~rgebnisse unserer Versuche mit den n6tigen 
Versuehsangaben  wieder.  Es  is t  aus Versueh 1 und  2 zu ersehen, dab  die 
Menschenleberes te rase  un te r  den angegebenen Bedingungen bei der  
S p a l t u n g  des racemisehen Mandels/~ure-Methylesters den 1.Ester mi t  
grSBerer Geschwindigkei t  hydro lys i e r t  h a t  ats den  d-Es ter ,  denn bei  U n t e r -  
b r e e h u n g  des Spa l tungsver laufs  bei  16,6 und  26,6% ist  die ve to  F e r m e n t  
i n  F r e i h e i t  gesetz te  und  yon  uns isolierte Mandels~ure reeht  s ta rk  links- 
d rehend .  

Anfangs-  
Ver- konzcntra t ion 
such des Esters  

Nr.  :Yfolinit~ t in% 

1 0,0301 0,5 
2 0,0301 0,5 
3 0,0301 0,5 
4 0,181 3,0 
5 0,0301 0,5 

6 o,o301 0,5 
7 0,0301 0,5 

8 0,181 3,0 
9 0,0301 0,5 

10 0,0301 0,5 
11 0,0301 0,5 
12 0,0301 0,5 

Fer- 
ment-  
menge 

ccin 

I0 
14 
7 
7 

I0 

20 
~0 

I0 

50 
50 
40 

[ vo lu-  

I =~ 
100 
200 
100 
100 
100 

100 
200 

50 
100 

100 
100 
200 

Fermcnta r t  

Normal A 
Normal B 
Normal B 
Normal B 
Pernizi6se 

An~mie 
Cirrhose 

Aknte gelbe 
Lebera~rophie 

Desgl. 
Kinderleber- 

Asphyxie 
Totgoburt 

Frfihgebnrt 
Prim/~res 

Leborearoinom 

Spal- 
rungs - 

] dauer 

ten  

62 
40 
46 

236 
165 

178 
52 

219 
Keil 

114 { 
183 
290 

Spal- [a]D tier veto 
rungs-  [ Ferment  in 
grad ] Freiheit  ge- 

in [ setzten un4  
I isolierten 

'/~ I N[andelsaure 

I 
26,6 I - -38 ,  80 
16,6 - -  51,550 
26,6 - -  50,10 
16,6 ~ 7,670 
26,6 - -  27,8 o 

26,6 - -  32,70 
16,6 42~3 ~ . 

16,6 ' + 10,350 
Spaltung feststell- 

bar 
16,6 - -58,5  o 
16,6 --33,50 
16,6 - -  44,0 ~ 

W i r d  die S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  yon  0,5% auf  3% erhSht,  so t r i t t  
d ie  yon  B a m a n n  zuers t  en tdeck te  Ta t saehe  auf, dab  die Mensehen- 

1 R o n a  u.  A m m o n :  1. c. s. a. R o n a ,  Fermentmethoden. Berlin: Julius Springer 
1931. 
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leberesterase jetzt den d-Ester bevorzugt spaltet, denn die isolierte 
Mandels/ture, die vom Enzym aus dem d,l-Ester in Freiheit gesetztworden 
ist, ist rechtsdrehend 1 (vgl. Versueh 4). 

Aus den Versuehen 5, 6, 7, 10, 11 und 12 ist ersichtlich, dab das  
spezifische Drehungsverm6gen der Mandelsaure, die durch Spaltung aus 
dem racemischen Mandels~ure-Methylester mit Hilfe der einzelnen 
Esterasen gebildet wurde, in Richtung und ann~hernd in Gr613e iiberein- 
Stimmt mit dem [a]D-Wert der Mandelsaure, die bei der Esterhydrolyse 
mittels der Esterasen aus normalen mensehliehen Lebern erhalten 
wurden. Versueh 8 zeigt, dag die ESterase einer pathologisehen Leber 
aueh den d-Ester schneller spaltet, wenn die Ausgangssubstratkonzen- 
tration auI das 6Iaehe erhSht wird. Sie ~r sieh genau so wie die 
Esterase aus einer norma!en menschlichen Leber (vgl. Versueh 4). 

Die pathologisehen Vorg/~nge, die sieh in den Lebern abgespielt 
haben, soweit bis jetzt untersueht, haben demnaeh keinen Einflul3 a u f  
die znm Enzymkomplex geh6renden Beimengungen. Soweit die Esterasen 
in den pathologisehen Lebern vorhanden sind - -  sie seheinen in ihrer 
Menge herabgesetzt zu sein ~ ,  das gilt besonders ffir die fetalen Lebern, 
zeigen sie das gMche optische Auswahlverm6gen wie es yon den Este- 
rasenpr/iparaten yon normMen mensehliehen Lebern her bekannt ist. 
Versueh 9 zeigt, dab das unter denselben Bedingungen hergestellte 
Enzympr/~parat keine nachzuweisende Wirkung aaf den 3/[andels/~ure- 
Methylester hatte. 

Zusammenfassung. 
Esterasel6sungen, die aus menschliehen pathologischen Lebern 

gewonnen wurden, zeigen das gleiche optisch ausw/~hlende Verhalten 
gegeniiber racemischem Mandels/~ure-Methylester, wie es ffir die Mensehen- 
leberesterasepr/~parate aus normalen Lebern her bekannt ist. Die patho- 
logischen u die sich in den einzelnen Lebern abgespielt haben, 
scheinen lediglich die , ,Fermentmenge" herabzusetzen. 

1 B a m a n n :  II. Mitt. 1. c. - -  R o n a ,  F i s c h g o l d  u .  A m m o n :  1. c.  - -  A m m o n  u.  

_~ischgold: 1. c.  - -  FisCl~gold u .  A m m o n :  Biochem. Z. ~47, 338 (1932). Ferner 
A m m o n  u .  Geis ler:  Biochem. Z. 1912, mit gr6gerem experimentellen Material fiber 
diese Frage. 


