Multienzym-Komplexe
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D. E. Green 2} nannte 1948 die mitochondrialen Enzyme
den Cyclophorase-Komplex, um — wie er spiter
kommentierte 31 — | .... to signify that the complex
was a unit of enzyme action and not a chance mixture
of several hundred enzymes. ..... this complex was
visualized as an organized mosaic of enzymes in which
each of the large number of component enzymes was
uniquely located to permit efficient implementation of
consecutive reaction sequences®.

Diese Sitze enthalten das Konzept des Multienzym-
Komplexes: Geordnete Assoziation (ohne Beteiligung
von Peptidbindungen) verschiedener Enzyme, die auf-
einanderfolgende Schritte einer Reaktionskette kataly-
sieren. Es soll hier an einigen Beispiclen iiber neuere
Kenntnisse von Eigenschaften solcher Komplexe be-
richtet werden und es soll der Frage nachgegangen wer-
den, wieweit das Konzept einem biologischen Prinzip
entspricht.

Uber vorwiegend proteinchemische Aspekte der Assoziation
bei Enzymen wurde kiirzlich von Sund und Weber!4! be-

richtet, iiber die ,,makromolekulare Organisation von En-
zym-Systemen‘* von Reed und Cox[5],

1. Multienzym-Komplexe im engeren Sinn

1. Tryptophan-Synthetase

Ein sehr klares und relativ einfaches Beispiel gibt die
Tryptophan-Synthetase aus Escherichia coli. Das Enzym
katalysiert in Gegenwart von Pyridoxalphosphat den
letzten Schritt (Gl. (a)) in der Reaktionskette der Tryp-
tophan-Biosynthese:

@»CHOH-CHOH-CHZO® .
N

H

CHOH
H,N-CH-CO,H

Indolyl-glycerophosphat

CH,~ CHNH,- COH T
= I + HCOH
N

]
N CH,0(®)

L-Tryptophan

L-Serin

o0

D-Glycerin-
aldehyd-3-phosphat

[1] Gegenwirtige Anschrift: Max-Planck-Institut fiir Biologie,
Tibingen.

[2) D. E. Green, W. F. Loomis u. V. H. Auerbach, J. biol. Chem-
istry 172, 389 (1948).

[3]1 D. E. Green, Harvey Lectures 52, 177 (1958).

[4] H. Sund u. K. Weber, Angew. Chem. 78, 217 (1966); Angew.
Chem. internat. Edit. 5, 231 (1966).

[5] L. J. Reed u. D. J. Cox, Annu. Rev. Biochem. 35, im Druck.
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Es kann auBerdem die Spaltung

Indolyl-glycerophosphat *= Indol
+ p-Glycerinaldehyd-3-phosphat (b)

und die Kondensation

Indol + 1-Serin *5 L-Tryptophan (©)
bewirken [6,7],

Die ausgedehnten Untersuchungen von Yanofsky und
Mitarbeitern, wodurch das Enzym zum Bestandteil
eines der bestbekannten Gen-Enzym-Systeme wurde,
demonstrierten, daB die Synthetase aus zwei Unterein-
heiten besteht: den Proteinen A und B. Das isolierte
kristallisierbare A-Protein vom Molekulargewicht etwa
30000 18] besteht aus nur einer Polypeptidkette o 91, das
B-Protein (M = 117000) wahrscheinlich aus zwei Ketten
(Qz) [101,

Die physiologische Reaktion (a) kann nur ablaufen,
wenn die Proteine A und B in Kontakt stehen; Indol
tritt als freies Zwischenprodukt nicht auf (6,111,

Isoliertes A-Protein ist inaktiv in den Reaktionen (a)
und (c), kann aber die Reaktion (b) (erwartungsgemif
unabhéngig von Pyridoxalphosphat) mit etwa 1 % der
Aktivitdt bewirken, die in Gegenwart von B vorhanden
ist 121, Umgekehrt kann isoliertes, pyridoxalphosphat-
haltiges B (2 Mol Coenzym pro 1 Mol Protein) nicht
die Reaktionen (a) und (b), aber die Kondensation (c)
mit 3 bis 10 % der Aktivitdt katalysieren, die es in Ge-
genwart von A zeigt [12], Spiter fand sich {131 daBl Pro-
tein B auch als L-Serin-Desaminase

L-Serin > Pyruvat + NH3 )

wirken kann. Ein Zusatz von A hemmt B in Reaktion
(d) nahezu vollstindig.

Mehrere Evidenzen machen es duBlerst wahrscheinlich,
daB an der Aktivierung von A in Reaktion (b) und der
von B in Reaktion (c) die katalytischen Wirkungszen-
tren der jeweiligen komplementiren Proteine nicht
beteiligt sind. Protein B, das infolge Mutation seine en-
zymatische Wirkung eingebii8t hat, kann wie B des
Wildtyps A in Reaktion (b) aktivieren, das Umgekehrte
[6] I. P. Crawford u. C.Yanofsky, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44,
1161 (1958).

[71 1. P. Crawford, Biochim. biophysica Acta 45, 405 (1960).

[8] U. Henning, D. R. Helinski, F. C. Chao u. C.Yanofsky, J.
biol. Chemistry 237, 1523 (1962).

[9]1 B. C. Carlton u. C.Yanofsky, J. biol. Chemistry 237, 1531
(1962).

[10] D. A. Wilson u. I. P. Crawford, Bacteriol. Proc. USA 1964,
92.

[111 C.Yanofsky u. M. Rachmeler, Biochim. biophysica Acta 28,
640 (1958).

[12] C.Yanofsky, Bacteriol. Rev. 24, 221 (1960).

[13] I. P. Crawford u. J. Ito, Proc. nat. Acad. Sci. USA 51, 390
(1564).
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trifft fiir A zu, das infolge Mutation inaktiv wurde. Fer-
ner beobachtet man eine etwa 20-fache Zunahme der
Aktivitit von B in Reaktion (¢) in Gegenwart von
NH +Ionen in hoher Konzentration!14l, SchlieBlich
wurde eine Mutante von E. coli isoliert [15], die ein de-
fektes Protein B produziert, das allein in Reaktion (c)
inaktiv ist; in Gegenwart von A dagegen beobachtet man
die Aktivitidten aller drei Tryptophan-Synthetase-Reak-
tionen.

Die beiden Proteine sind nur sehr lose assoziiert [16],
Zur Komplexbildung zwischen A und B ist L-Serin und
Pyridoxalphosphat erforderlich. Zentrifugieren einer
Mischung von A und B in einen Rohrzucker-Dichte-
gradienten trennt die Komponenten A (2,7 S) und B
(5,1 S) praktisch vollstindig, der A—B-Komplex (6,4 S)
erscheint nach Inkubation der Mischung mit L-Serin
und CoenzymU6)l, Der vollstindig assoziierte A—B-
Komiplex, die Tryptophan-Synthetase, enthilt je zwei
Mol A und ein Mol B und hat damit wahrscheinlich die
Polypeptidketten-Formel a3, 16,171,

Die den Komponenten zugehorigen enzymatischen Ak-
tivitdten dndern sich bei der Komplexbildung z.T. um
GroBenordnungen. Die Aktivierung durch NH4* sowie
das Verhalten der verschiedenen, infolge Mutation en-
zymatisch inaktiven Proteine sind sehr starke Hinweise
dafiir, daB8 Komplexbildung per se fiir die Anderung der
enzymatischen Aktivitdt verantwortlich ist. Vermutlich
ereignen sich bei der Assoziation Konformationsinde-
rungen der Proteine, fiir die das enzymatische Wir-
kungszentrum der jeweils komplementiren Kompo-
nente nicht direkt verantwortlich ist.

Interessant ist ein Vergleich der Tryptophan-Synthetase
von E. coli (oder anderer Enterobakterien) mit der von
Neurospora. Das Neurospora-Enzyml18,191 (M =
135000) konnte bisher nicht in enzymatisch aktive Un-
tereinheiten dissoziiert werden. Nur nach Reduktion
mit Mercapto-dthanol in 5 y Guanidiniumchlorid zer-
fallt das Protein in 4 Untereinheiten, von denen je 2
identisch sein konnen 191, Dieser Befund veranlaf3te Bon-
ner 201 zur Vermutung, daBl die beiden Tryptophan-
Synthetasen verschiedene Evolutionsstufen représen-
tiéren konnten. Es ist denkbar, daB zunichst die Trypto-
phan-Synthetase-Reaktion in getrennten Schritten mit
Indol als freiem Zwischenprodukt erfolgte. Mit der
Entwicklung der Assoziation der beiden Proteine wird
Indol nicht mehr freigesetzt, wihrend der weiteren
Evolution mag die Bindung der beiden Proteine ,,fester*
geworden sein,

[14) M. Hatanaka, E. A. White, K. Horibata u. 1. P. Crawford,
Arch. Biochem. Biophysics 97, 596 (1962).

[15] M. Hatanaka u. I. P. Crawford, Bacteriol. Proc. USA 1965,
88.

[16] T. Creighton u. C.Yanofsky, J. biol. Chemistry 241, 980
(1966).

[17) D.Wilson u. I. P. Crawford, J. biol. Chemistry 240, 4081
(1965).

[18] W. C. Mohler u. S. R. Suskind, Biochim. biophysica Acta
43, 288 (1960).

[191 M. Carsiotis, E. Apella, P. Provost, J. Germershausen u.
S. R. Suskind, Biochem. biophysic. Res. Commun. 18, 877
(1965).

[20] D. M. Bonner, J. A. DeMoss u. S. E. Mills in: V. Bryson u.
H. J.Vogel: Evolving Genes and Proteins. Academic Press,
New York 1965, S. 305.
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2. Pyruvat- und a-Ketoglutarat-Dehydrogenasen

In tierischen Geweben, auch weit verbreitet bei Pilzen
und Bakterien, ist der Hauptweg des Abbaues der beiden
«-Ketosduren die oxidative Decarboxylierung:

R—-COCO;H + CoASH + NAD+ —
R-—-COSCoA 4 CO24+ NADH+ H*. (e)

Diese Gesamtreaktion (e) lduft nach gegenwirtiger
Kenntnis [5,211 {iber die Teilschritte (f) bis (k) ab.

R-CO-CO,H + TPP-El & R-CHOH-TPP-El + CO,

R-CHOH-TPP-E1 + S(_/SL = Tpp-E1 + 71 §COR
E2 E2
5-COo- H SH
SH S-CO°R | - aA-sH = SK/L + R-CO-SCoA
B2 E2
SH SH

+ FAD-E3ox, & U + FAD-ES3req.
E2 E2

FAD-E3;0q. + NAD" 3 FAD-E3.. + NADH + HY

Am bekanntesten ist die Pyruvat-Dehydrogenase von
E. coli, die als einheitliches Protein (M = 4,8x109) iso-
liert wurde [221, Elektronenmikroskopische Bilder [231 des
Komplexes (Abb. 1) zeigen eine polyedrische Struktur
mit einem Durchmesser von 300—350 A.

Abb. 1. a) Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex aus E. coli, VergroBerung
260000-fach. b) Lipoat-Reduktase-Transacetylase-Komponente des
Enzym-Komplexes, gleiche Vergroferung. Die Tetraden-Struktur der
Komponente ist im Zentrum des Komplexes (1a) sichtbar. In diesen
Projektionen ist der Durchmesser des Komplexes etwa 300 A und der
der Komponente etwa 120 A. Beide Praparate wurden nach dem Nega-
tive-Staining-Verfahren mit Phosphorwolframsédure erhalten.

Der Komplex 148t sich unter milden Bedingungen in
drei Proteine zerlegen 241, denen mit Hilfe von Modell-
reaktionen die Aktivitditen der Reaktionen (f) bis (k)
zugeordnet werden konnten: die thiaminpyrophosphat-
(TPP)-abhéngige Pyruvat-Decarboxylase (E1), die li-

[211 1. C. Gunasalus in W. D. McElroy u. B. Glass: The Mecha-
nism of Enzyme Action. Johns Hopkins Press, Baltimore 1964,
S. 545.

[22] M. Koike, L. J. Reed u. W. R. Carroll, J. biol. Chemistry
235, 1924 (1960).

[23] H. Fernandez-Moran, L. J. Reed, M. Koike u. C. R. Willms,
Science (Washington) 145, 930 (1964).

{241 M. Koike, L. J. Reed u. W. R. Carrol, J. biol. Chemistry
238, 30 (1963).
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ponsdurehaltige Lipoat-Reduktase-Transacetylase (E2)
und das Flavoprotein Dihydrolipoat-Dehydrogenase
(E3). Die Proteine assoziieren in vitro spontan zum
Komplex 241, E1 assoziiert nicht mit E3, aber E2 bindet
E1 wie E3. Eine Molekel des Komplexes enthilt etwa
zwOlf Molekeln der Decarboxylase (M = 1,83x105),
eine Molekel des E2 (M = 1,6x10%) und etwa sechs
Molekeln des Flavoproteins (M = 1,12x105)[5], Sehr
wahrscheinlich liegt die Lipoat-Reduktase-Transace-
tylase zentral (vgl. Abb. 1) und ist von den beiden an-
deren Enzymen umgeben,

Die reversible Dissoziation der Lipoat-Reduktase-
Transacetylase gelang ebenfalls; sie zerfillt bei pH = 2,6
in Untereinheiten vom M =& 7x104051, Das Enzym
enthélt ein Mol Liponsdure pro 3,5x104 g des Proteins,
es ist daher méglicherweise nicht aus etwa 24, sondern
etwa 48 Polypeptidketten vom Molekulargewicht
3,5x104 aufgebaut. Die Zusammensetzung der De-
carboxylase ist noch unbekannt; auf die des Flavo-
proteins wird unten nidher eingegangen. Die Liponsdure
ist covalent an die e-Aminogruppe eines Lysinrestes ge-
bunden25), Der Dithiolanring des Coenzyms mufB in
Reaktion treten mit a) dem Hydroxydthyl-TPP der
Decarbdxylase, b) dem Flavin-adenin-dinucleotid(FAD)
der Dihydrolipoat-Dehydrogenase und ¢) dem Coen-
zym A. Da die Zwischenprodukte der Gesamtreaktion
enzymgebunden bleiben, scheinen rdumliche Schwierig-
keiten dafiir zu bestehen, daB ein- und derselbe Lipon-
sdurerest mit allen genannten prosthetischen Gruppen
inWechselwirkung tritt. DasVerhiltnis Liponsidure :FAD
im Komplex ist etwa 4:1, Die Bindung der Liponsdure
schafft einen ,.flexiblen Arm* (etwa 14 A lang), das
Coenzym mag im Enzymkomplex um das «-C-Atom des
Lysin-Restes rotierbar sein[24,26], Es lie} sich zeigen,

Lipoat-Reduktase-
Transacetylase

Decarboxylase

H
TPP-(-Cy
OH

(A3377]

CoASH Acetyl-CoA

Abb. 2. Schema der hypothetischen Wechselwirkung zwischen den
Coenzymen der Pyruvat-Dehydrogenase [24].

Der Drehpunkt der Liponsidure-Reste ist das a-C-Atom eines Lysine
Restes:

1. —_—
14 R <N
Jco
CHan g1 CHan g Oy CHon g CHon o g CH
S—5 H AH

[25]1 H. Nawa, W.T. Brady, M. Koike u. L. J. Reed, J. Amer.
chem. Soc. 82, 896 (1960).

[26] R. M. Bock u. R. S. Criddle, zit. in D. E. Green, Comparat.
Biochem. Physiol. 4, 81 (1962).
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daf} alle Liponsdurereste an der Pyruvat-Oxidation bé-
teiligt sein konnen. Angesichts dieser Situation wurde
vorgeschlagen (241, daf} verschiedene Liponsiurereste an
den verschiedenen Teilschritten beteiligt sein kénnten
(Abb. 2), was in der Tat eine sehr bemerkenswerte Art
des Elektronen-Transportes an einer Protein-Molekel
wire.

Die o-Ketoglutarat-Dehydrogenase von E. coli (M =
2,4x106) 122,24} bietet ganz dhnliche Verhiltnisse. Auch
hier gelang die reversible Dissoziation in a-Ketoglutarat-
Decarboxylase, Lipoat-Reduktase-Transsuccinylase und
Dihydrolipoat-Dehydrogenase. Die Flavoproteine der
beiden «-Ketosdure-Dehydrogenasen sind funktionell
austauschbar, das der Pyruvat-Dehydrogenase wird von
der Lipoat-Reduktase-Transsuccinylase gebunden, und
umgekehrt; ,,hybride Bindung der Decarboxylasen er-
folgt nicht (271,

Es wire moglich, daB die beiden Flavoproteine identisch
sind £5.28), Triife dies zu, wiirde ein interessantes Problem fiir
die Regulation der Synthese der Dihydrolipoat-Dehydro-
genase bestehen, da die Synthese der Pyruvat- und «-Keto-
glutarat-Dehydrogenasen nicht der gleichen Regulation un-
terliegen [291,

Die Frage, ob der Enzym-Komplex in gleicher Form in
der Zelle vorliegt, in der er nach der Reinigung
erhalten wird, ist ungeldst. Da jedenfalls die
Zwischenprodukte der Gesamtreaktion (e) enzym-ge-
bunden bleiben, ist irgendeine Form der Assoziation
der einzelnen Enzyme notwendig. Denkbar wire aller-
dings, daB der groBe isolierte Komplex ein Kunstpro-
dukt ist, das aus kleineren Komplexen aggregiert ist,
die in der Zelle an andere Strukturen gebunden waren.
Verschiedene Argumente lassen sich gegen diese Vor-
stellung vorbringen; z.B. findet man in Mutanten, bei
denen die Decarboxylase-Komponente ihre enzymati-
sche Aktivitdt verloren hat, einen ,,partiellen** Kom-
plex, der nur aus Lipoat-Reduktase-Transacetylase und
dem Flavoprotein besteht 130), Dieser Teilkomplex
scheint der gleiche zu sein, der nach Entfernen der De-
carboxylase vom Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex in
vitro erhalten wird.

Hinsichtlich der a-Ketosiure-Dehydrogenasen aus tie-
rischen Zellen, in denen die Enzyme Bestandteile von
Mitochondrien sind, sei auf das Referat von Reed und
Cox 151 verwiesen.

3. Fettsidure-Synthetase

Eine ganz &dhnliche Organisation von Struktur und
Funktion findet sich bei der Synthese der unverzweigten
gesiittigten Fettsduren. Die Arbeiten von Lynen und
Mitarbeitern [31] haben gezeigt, daB die Gesamtreak-
tion (1) in Hefe von einem einheitlichen Protein (M =
2,3x109%) katalysiert wird, die Hauptprodukte sind Pal-

[271 B. B. Mukherjee, J. Matthews, D. L. Horney u. L. J. Reed,
J. biol. Chemistry 240, PC 2268 (1965).

[28] U. Henning, G. Dennert, R. Hertel u. S.W. Shipp, Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 31, im Druck.

[29] U. Henning u. G. Deppe, unveréffentlicht.

[30] U. Henning, C. Herz u. K. Szolyvay, Z. Vererbungslehre 95,
236 (1964).

[31]1 F. Lynen, Angew. Chem. 77, 929 (1965).
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CH3;—CO--SCoA + n HO,C--CH,—CO—SCoA + 2n NADPH +2n Ht —»
CH3(—CH3—CH;—),CO—-SCoA + n CO; + n CoASH+ 2n NADP*+ n H,O
(wobei n = 7 fiir Palmityl-CoA) o

mityl- und Stearyl-CoA. Die Nettoreaktion lduft an der
Fettsdure-Synthetase in folgenden Teilschritten ab: Der

Hs* HS*
CHz-CO-SCoA + E #= E + CoASH (m)
HS CHz~CO-S

Acetyl-Transfer [Gl. (m)] ist Startreaktion. Die fiinf
folgenden Reaktionen dienen der Kettenverldngerung;
sie beginnen mit dem Malonyl-Transfer [GL. (n)],

Malonyl-Transfer

CO.H
. HS* CH,-CO-S*
GOH + E == ;E + CoASH
CH=CO-SCoA  cpy-cO-S CH;-CO-S
(;OZH Kondensation
CH,-CO-§* CH3-CO-CH,-CO-§*
E &= E + CO;
CH;-CO-S HS

Erste Reduktion

CH;-CO-CH,-CO-S*
E + NADPH + g &

HS
Dehydratation
CHg-CHOH-CHz-CO-S\* CH3-CH=CH-CO-S\*
/E = /E + H,0
HS HS

Zweite Reduktion

CHz-CH=CH-CO-§*
E + NADPH + g =2
Hs

worauf die den Malonyl-Rest akzeptierende SH-
Gruppe durch den Butyryl-Transfer [Gl. (s)] wieder
freigesetzt wird.

CH3-CHy-CHp-CO-5* HS*
L T

; (s)
CHy~CHy-CH,y-CO-5

Bei Erreichen der Kettenlinge von Ci¢ bis Cig wird
schlieBlich das Stearyl- oder Palmityl-CoA gebildet:

CHg('CHz'CHz')7(8)‘(:0'5\*

/E + CoASH &=
HS
(t)
HS\*
/E + CH3(‘CH2'CH2‘)7(8)CO‘SCOA
HS

Die Existenz der funktionell verschiedenen SH-Gruppen
(HS*—, HS-) lieB sich nachweisen [32). Wie bei den
anderen Enzymkomplexen bleiben alle Intermediérpro-
dukte enzym-gebunden.

[32]1 F. Lynen in M. Sela: New Perspectives in Biology. B. B. A.

Library Vol. 4, Elsevier Publishing Comp., Amsterdam-Lon-
don-New York 1964, S. 132.
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Offenbar entsprechen den sieben Reaktionsschritten
(m)—(s) sieben verschiedene Untereinheiten in der Syn-
thetase; die Dissoziation des Enzymes unter Erhaltung
der Einzelaktivititen gelang bisher nicht. Ein elektro-
nenmikroskopisches Bild [33] der Synthetase (Abb. 3)
zeigt deren geordnete Struktur, Partikel von einem
Durchmesser von 200 bis 250 A. Es erinnert an die
Tryptophan-Synthetase, daBl das Enzymsystem aus
E. coli, das die Fettsdure-Synthese ausfiihrt, ohne
Schwierigkeit in Enzymfraktionen verschiedener Funk-
tion getrennt werden kann 341,

Auf Einzelheiten bakterieller und tierischer Systeme kann
hier nicht eingegangen werden. Die elektronenmikroskopi-
schen Bilder und die Tatsache, daB sich die Synthetase aus

(n)

(o)

CH;-CHOH-CH,-CO-S*

:E + NADPY (p)
HS

(a)

CHy-CH,-CHp-CO-§*

E + NADPY (1)

HS

Hefe nur unter ziemlich drastischen Bedingungen in inaktive
Untereinheiten zerlegen 148t, sprechen sehr dafiir, da das
isolierte Enzym in gleicher Form in der Zelle vorliegt.

Abb. 3. Fettsiure-Synthetase aus Hefe [33]. (Priparation wie bei
Abb. 1, VergroBerung 250000-fach).

[33] A. Hagen u. P. H. Hofschneider in M.Titlbach: Electron
Microscopy 1964 (Proc. 3rd European Regional Conference).
Publishing House Czechoslovak Acad. Sci., Prag 1964, Vol. 13,
3. 69.

[341 P. R. Vagelos, Annu. Rev. Biochem. 33, 139 (1964).

Angew. Chem. | 78. Jahrg. 1966 | Nr. 18/19



4. Andere Multienzym-Komplexe

Sicherlich sind die beschriebenen Beispiele nicht Spezial-
félle von geringer genereller Bedeutung.

Auch fiir eine Reihe anderer Reaktionsfolgen liegen
Hinweise vor, daB sie von einem funktionellen Komplex
katalysiert werden. Dies gilt fiir die vier Enzyme, die in
Neurospora Valin aus Pyruvat, bzw. Isoleucin aus Py-
ruvat und «-Ketobutyrat synthetisieren [35,36], das Glei-
che gilt fiir die Isoleucin-Synthese in Salmonella137),
Drei Enzyme des Biosyntheseweges des Tryptophans
scheinen in Neurospora als funktionelle Einheit zu wir-
ken 381, ebenso drei Enzyme der Histidin-Biosynthese
in Neurospora 391, Da im letzten Fall die drei fraglichen
Enzyme nicht drei aufeinanderfolgenden Reaktions-
schritten, sondern dem 2., 3. und 10. Schritt entspre-
chen, liegt der Verdacht nahe, daB3 alle relevanten En-
zyme in vivo in einer Einheit zusammengefaBt sind.

Die allen Beispielen gemeinsamen Charakteristika sind
leicht kenntlich und in wohl kiirzester Form von Ly-
nen321 als | strikte Kompartmentalisierung auf dem
kleinstméglichen Raum® charakterisiert worden. Wenn
in Sequenz operierende Enzyme auch rdumlich zu-
sammenhingen, ist leicht vorstellbar, daB der Wir-
kungsgrad der gesamten Reaktionsfolge groBer sein
kann als wenn solche Enzyme getrennt und erst beim
Erreichen bestimmter Konzentrationen der diffun-
dierenden Zwischenprodukte optimal arbeiten wiirden.
Auch wird in Reaktionsketten mit enzym-gebundenen
Zwischenprodukten verhindert, dal u.U. verschiedene
Enzyme um ein Zwischenprodukt konkurrieren.

Die spezifischen Aktivititen der Fettsdure-Synthetase aus
Hefe und der Pyruvatdehydrogenase sind hoch: ein Komplex
der Synthetase kann pro Minute die Umwandlung von
2,4x103 Molekeln Malonyl-CoA zur Fettsiure katalysieren;
ein Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex kann bei 30°C pro
Minute wenigstens 1,25x 104 Molekeln Acetyl-CoA aus Py-
ruvat produzieren.

Man konnte folgern, dafl das Konzept des Multienzym-
Komplexes das biologische Prinzip ,,Steigerung des
Wirkungsgrades® treffend wiedergibt. Vermutlich aber
ist diese Ansicht noch zu wenig umfassend. Wenigstens
in héheren Organismen sind die besprochenen groBen
Enzym-Komplexe in den Mitochondrien lokalisiert.
Das Gleiche gilt fiir die erwihnten Enzyme der Valin-
und Isoleucin-Biosynthese in Newrospora'35.361; in
Salmonella 371 findet sich das Isoleucin-System in der
Membran-Fraktion der Zellen. Es erscheint sehr sinn-
voll, Enzym-Systeme rdumlich zu vereinen, wenn sie an
grofiere Zellstrukturen gebunden sind, auch dann, wenn
sie nicht ihrerseits wieder Bestandteile oder ,,Zulizfe-
rungs‘-Enzyme weiterer Prozesse (z.B. Atmungs-Kette)
sind. Ein weiterer interessanter spekulativer Aspekt (der

[351 K. Kiritani, §. Narise, A. Bergquist u. R. P. Wagner, Bio-
chim. biophysica Acta 700, 432 (1965).

[36] R. P. Wagner, A. Bergquist u. T. Barbee, Biochim. biophysica
Acta 100, 444 (1965).

[37]1 C. 5. Cronenweitu. R. P. Wagner, Proc. nat. Acad. Sci. USA
54, 1643 (1965).

[38] J. A. DeMoss u. J. Wegman, Proc. nat. Acad. Sci. USA 54,
241 (1965).

[391 A. Ahmed, M. E. Case u. N. H. Giles, Brookhaven Symp.
Biol. 17, 53 (1964).
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in anderem Zusammenhang von Delbriick gedulert
wurde 391} ist, da} struktur-gebundene Enzyme dann
ihre Oberfliche enorm vergréBern konnten, wenn das
Substrat von der Struktur (z.B. Membran) festgehalten
werden und auf ihr zum Enzym wandern kann.

II. Erweiterung des Konzeptes: Homo- und
heterofunktionelle Enzym-Komplexe

Hinsichtlich des Enzym-Proteins ist die Definition des
Multienzym-Komplexes im eingangs erwdhnten Sinn
eigentlich eine teleologische und damit zu speziell. Be-
sonders eindringlich ist das an den Beispielen des Himo-
globins und Myoglobins [41-431 zu sehen, die Frieden 401
sehr treffend als ,,perfekte* Enzyme bezeichnet hat,
weil sie ohne stérende Produkt-Bildung das Studium
der Enzym-Substrat-Wechselwirkung erlauben. Die den
vier Polypeptidketten des Himoglobins entsprechenden
vier Himgruppen, und damit die Wirkungszentren, lie-
gen In taschenformigen Einstiilpungen in jeder der zwei
o- und -Ketten an der Oberfliche der Molekel, ohne
in Kontakt miteinander zu stehen. Die tertidre Struktur
(und auch die Lage des Hams) des aus nur einer Poly-
peptidkette bestehenden Myoglobins ist der tertidren
Struktur jeder Himoglobin-Kette duflerst dhnlich; und
das Myoglobin kann in diesem Sinn als nattirlich vor-
kommende Untereinheit des Hdmoglobins angesehen
werden. Die Aktivitdt ist fiir alle Polypeptidketten die
gleiche. Im Gegensatz zum Myoglobin fithrt aber die
0-Bindung beim Himoglobin zu einer Him-Him-
Wechselwirkung, einer Cooperation der Bindungsstel-
len 144-46], Die Reaktionsgeschwindigkeit eines Hims
mit O, hingt vom Zustand der Beladung der iibrigen
Hime mit O; ab, sie nimmt zu, je mehr O; schon gebun-
den ist. Assoziation von verschiedenen Untereinheiten
gleicher Aktivitdt fiithrt also auch hier — in weiterem
Sinn — zur Steigerung des Wirkungsgrades.

Es erhebt sich die Frage, ob der Aufbau einer Protein-
molekel aus mehreren Untereinheiten, also das Vor-
handensein von Quartédrstruktur, allein schon einen
Multienzym-Komplex ausmachen kann. Zu vermuten
ist, daB dies nicht so ist, sondern daB} die Zelle von der
Assoziation auch Gebrauch macht, um ein Wirkungs-
zentrum erst zu schaffen. Ein solcher Fall scheint bei
der Dihydrolipoat-Dehydrogenase vorzuliegen (vgl. Re-
aktion (i) und (k)) wie dank der Studien Masseys 147,481
an diesem Enzym des Schweineherzens kenntlich ist.

[39a] M. Delbriick, persdnliche Mitteilung.

[40] C. Frieden, Brookhaven Symp. Biol. 17, 98 (1964).
[41] J. C. Kendrew, Angew. Chem. 75, 595 (1963).
[42] M. F. Perutz, Angew. Chem. 75, 589 (1963).

[43} G. Brauniizer, K. Hilse, W. Rudloff u. U. Hilschmann, Ad-
vances Protein Chem. /9, 1 (1964).

(44} R. Beneschu. R, E. Benesch, J. molecular Biol. 6, 489 (1963).

[45] H. Muirhead u. M. F. Perutz, Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 28, 451 (1963).

[46] R. E. Benesch, R. Benesch u. G. McDuff, Proc. nat, Acad.
Sci. USA 54, 535 (1965).

[47) V. Massey, T. Hofmann u. G. Palmer, J. biol. Chemistry
237, 3820 (1962).

[48]1 V. Massey in P. D. Boyer, H. L. Lardy u. K. Myrbdck: The
Enzymes. Academic Press, New York 1963, Vol. 7, S. 275.
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Das Enzym bestebt aus zwei mit groer Wahrscheinlichkeit
identischen Polypeptidketten mit jeweils M = 50000; pro
mol Enzym sind 2 mol FAD und 4 mol Cystinreste (neben
12 Cysteinresten) vorhanden. Zwischenprodukt ist reduzier-
tes Enzym (Reaktion (i)), in dem jedoch im Gegensatz zu
mehreren anderen FAD-haltigen Dehydrogenasen das Fla-
vin-Coenzym nur ein Elektron aufnimmt. Das so reduzierte
Enzym zeigt ein Differenzspektrum, das dem der semi-
chinoiden Form des FMN d&hnlich ist, wie es in vitro als
Charge-transfer-Komplex beim Einstellen des Gleichge-
wichts auftritt, wenn bestimmte Mengen FMN und FMMH,
gemischt werden. Diese Form (,,rotes* Enzym) konnte er-
halten werden, wenn auf stochiometrische Mengen der De-
hydrogenase NADH oder Dihydroliponsiure einwirkten.
Spektrophotometrische Titration der letztgenannten Reaktion
mit dem einen oder dem anderen Substrat demonstriert
aber, daB beim Erreichen der roten Form des Proteins pro
FAD zwei Elektronen aufgenommen worden waren. Die
Diskrepanz lieB sich auflésen, als ein Disulfid als zweite
prosthetische Gruppe des Enzyms entdeckt wurde und durch
amperometrische Titration nachgewiesen werden konnte,
daB das zugegebene NADH zur Bildung eines Dithiols fiihrt.
Wird aus einem Ansatz mit NADH und Enzym entstehendes
NAD mit einer NADase entfernt .(die NADH nicht an-
greift), so wird das Enzym vollstindig reduziert und farblos:
vier Elektronen pro FAD werden aufgenommen. Das farb-
lose Enzym kann mit NAD wieder zur roten Form zuriick-
reagieren.

Die Dihydroliponsiure-Dehydrogenase ist im oxidierten gel-
ben Zustand ungewohnlich stabil gegeniiber Harnstoff (bei
0°C in 6,5 M Harnstoff gehen nach einem Monat erst etwa
30 9% der Aktivitét verloren!); ebenso wird die rote Form des
Enzymes in Harnstoff nicht inaktiviert. In Gegenwart eines
Substratiiberschusses von NADH oder Dihydroliponsiure
in 6,5 M Harnstoft erscheint zunidchst das Spektruom des halb-
reduzierten Enzyms, das aber bald dem des vollstindig redu-
zierten Proteins Platz macht. In der Harnstoffldsung ist
das vollstindig reduzierte Enzym instabil: das FADH> (bzw.
FAD nach Luftzutritt) 16st sich vom Protein und wird dialy-
sierbar; das Protein wird unléslich, sobald die Harnstoff-
Konzentration unter 2 M gesenkt wird, und das Molekular-
gewicht der so behandelten Dehydrogenase sinkt auf die
Hiilfte dessen des nativen Proteines.

5—S NADH + Ht SH S NADH + HY SH HS
> ° >
FAD NADt FADH- NaDt FADH,

3
HzN'Alu T } COzH
i 5
FAD | FaD
| 5
HO,C - | | L Ala-NH,
S S

Abb. 4. Schema der Dihydrolipoat-Dehydrogenase {47]. Die im Text
beschriebenen Stufen der Reduktion des Enzyms sind hier im Modell
dargestellt [47].

In Abbildung 4 ist das aus diesen u.a. Daten abgeleitete
Modell Masseys wiedergegeben. Offensichtlich sind mit
den Disulfidbriicken beide Polypeptidketten am kataly-
tischen Geschehen beteiligt. Das Wirkungszentrum liegt
buchstiblich zwischen den Polypeptidketten, denn offen-
bar nehmen wenigstens Cystinreste beider Ketten als Be-
standteile eines Wirkungszentrums teil. Man miiite je-
doch wissen, ob auch weitere Aminosiure-Reste, die
dem Wirkungszentrum zugehdren, von beiden Ketten
stammen.
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Das geschilderte Beispiel soll nicht etwa implizit de-
monstrieren, dal3 Enzyme dieser Art notwendigerweise
aus identischen Polypeptidketten bestehen miissen. Eine
Assoziation verschiedenartiger Polypeptidketten kann
zu fast gleicher katalytischer Wirksamkeit fithren, wie
von verschiedenen Formen der Milchsdure-Dehydro-
genase gut bekannt ist 49,50, Sie konnen entweder aus
vier jeweils identischen (die sogenannten Isozyme I
und V aus den Ketten H und M) oder Mischungen in-
tegrer molarer Anteile der Ketten H und M bestehen
(Isozyme II, IITund IV: 1H2M, 2H2M, 1H3M). Hol-
brook 1511 hat kiirzlich Daten mitgeteilt, die ihn zur Hy-
pothese fiihrten, dafl auch hier die Wirkungszentren aus
Teilen benachbarter Untereinheiten zusammengesetzt
seien. Auch bei der Aldolase, die nur ein Wirkungszen-
trum hat, aber aus wenigstens drei (oder sechs) Poly-
peptidketten besteht [52755), sind #hnliche Verhiltnisse
Zu erwagen.

Die direkte Beteiligung mehrerer Untereinheiten einer
Enzym-Molekel an einem Wirkungszentrum ist jedoch
hypothetisch. Sollte diese Hypothese zutreffen, bleibt
abzuwarten, ob es richtig ist, solche Enzyme besonders
zu Kklassifizieren, da der Ubergang zu Proteinen vom
Typ der Tryptophan-Synthetase flieBend sein mag. Es
wire im iibrigen nicht einfach, eine sinnvolle Spekula-
tion tiber die Entstehung von Enzymen mit ,,gemisch-
ten* Wirkungszentren (Dihydrolipoat-Dehydrogenase)
in der biochemischen Evolution anzustellen.

Aus allen bisher genannten Beispielen ist abzulesen, daf3
ein Protein sicherlich dann als Multienzym-Komplex
anzusehen ist, wenn an verschiedenen Untereinheiten
die Wirkungszentren fiir verschiedene Teilschritte einer
Gesamtreaktion vorliegen. Es besteht jedoch hinsicht-
lich des Proteines kein prinzipieller Unterschied zwischen
solchen Komplexen und Enzymen, in denen gleichartige
aktive Zentren auch an ihren Untereinheiten vorhanden
sind und nicht erst durch Vereinigung der Untereinhei-
ten in der Weise entstehen, daB Anteile zweier oder meh-
rerer Untereinheiten das Wirkungszentrum bilden. Will
man klassifizieren, erscheint es sinnvoller, je nach Iden-
titdt oder Verschiedenheit der Untereinheiten wie Wir-
kungszentren zwischen homofunktionellen und
heterofunktionellen Multienzym-Komplexen zu
unterscheiden.

Der ,,Heterofunktion® bei Assoziation fiigt sich zwang-
los der sogenannte allosterische Effekt[56.57] ein,
fiir den Assoziation offenbar eine notwendige Voraus-
setzung ist. Ein Beispiel war schon mit der Him-Hidm-

[49] N. O. Kaplan, Brookhaven Symp. Biol. 17, 131 (1964).

[50] T. Wieland u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 74, 261 (1962);
Angew. Chem. internat. Edit. 7, 169 (1962).

[51]1 J. J. Holbrook, Biochem. Z. 344, 141 (1966).

[52] L. F. Hass, Biochemistry 3, 535 (1964).

[53]1 J. A.Winstead w. F.Wold, J. bicl. Chemistry 239, 4212
(1964).

[54] E.W. Westhead, L. Butler u. P. D. Boyer, Biochemistry 2,
927 (1963).

[55]1 E. Grazi, T. Cheng u. B. L. Horecker, Biochem. biophysic.
Res. Commun. 7, 250 (1962).

[56] J. Monod, J. P. Changeux u. F. Jacob, J. molecular Biol. 6,
306 (1963).

(571 J. Monod, J. Wyman u. J. P. Changeux, J. molecular Biol.
12, 88 (1965).

Angew. Chem. | 78. Jahrg. 1966 | Nr. 1819



Wechselwirkung beim Himoglobin genannt. Ein an-
derer extremer Fall wurde an der Aspartat-Trans-
carbamylase (ATC) von E. coli aufgeklirt 58],

Das Enzym leitet mit der Reaktion: Carbamylphosphat + As-
partat — Carbamylaspartat die Biosynthese des Cytidin-
triphosphates (CTP) ein. Es unterliegt der Regulation durch
Riickkopplung, CTP hemmt seine Aktivitit. Die ATC
(M~ 3x%105) besteht aus enzymatisch inaktiven regulatori-
schen Untereinheiten (M =~ 3x104) und enzymatisch ak-
tiven Untereinheiten (M =~ 9x104); nur die erstere Art
bindet CTP. Die von der regulatorischen Untereinheit be-
freite enzymatisch aktive Untereinheit wird durch CTP nicht
mehr gehemmt.

Man kann folgern, dal Multienzym-Komplexe im Prin-
zip gegeniiber anderen Proteinen mit Quartirstruktur

[58] J.C.Gerhart, Brookhaven Symp.Quant. Biol. 17, 222 (1964).

keine Sonderstellung einnehmen. Ob die Vorstellung von
homo- und heterofunktionellen Komplexen eine bessere
Sicht verschafft, bleibt abzuwarten, da die Organisation
der Enzyme weitldufiger ist als hier beschrieben werden
konnte. Es blieben Systeme unberiicksichtigt, die im
Zusammenhang groBerer Zellstrukturen wirken, z. B. die
vektoriellen Enzyme der Transportsysteme an Mem-
branen oder die mechano-chemischen Systeme kontrak-
tiler oder sonst beweglicher Strukturen.

Fiir die Uberlassung von Abbildungen danke ich den
Herren Prof. L. J. Reed und Dr, R. M. Oliver (Abb. 1)
sowie Prof. F. Lynen (Abb. 2). Erwdhnte eigene Ver-
suche wurden durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
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Chemie und Biochemie des Insulins
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DEUTSCHES WOLLFORSCHUNGSINSTITUT AN DER TECHNISCHEN HOCHSCHULE AACHEN
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Das Eiweifhormon Insulin ist im Tierreich weitverbreitet, seine Aminosdurezusammenset-
zung ist bei gleicher biologischer Wirksamkeit sehr unterschiedlich. — Insulin besteht aus
zwei Polypeptidketten, die durch drei Cystinreste zu einem bicyclischen System aus 20 und
85 Ringgliedern verkniipft sind. — Das Protein kristallisiert mit Fremdionen in verschiede-
nen Formen. In Losungen bildet Insulin gewdhnlich Aggregate aus 2 n Molekiilen. — Das
Hormon kann aus den getrennten Polypeptidketten regeneriert werden. Die Totalsynthese
erfclgte analog aus synthetisierten Peptidketten. — Bei der Biosynthese wird Insulin an-
scheinend auch aus den beiden separat entstandenen Keiten zusammengefiigt. — Im Organis-
mus fordert Insulin den Aufbau von Glykogen, Fett und Protein; Insulinmangel GuPert sich
im Anstieg des Blutzuckers. Der eigentliche Wirkungsmechanismus des Hormons ist immer
noch unbekannt. — Ein spezifisches Wirkzentrum konnte im Insulinmolekiil noch nicht
nachgewiesen werden, es enthdlt mehrere antigene Bereiche.

Einfiihrung

1788 beobachtete der Arzt Cowley 11} einen Zusammen-
hang zwischen gestOrter Pankreasfunktion und Zucker-
krankheit; von Mering und Minkowski(2! zeigten 1889,
daB sich der Diabetes mellitus durch Pankreasexstirpa-
tion experimentell erzeugen 148t. Als Entstehungsort des
blutzuckersenkenden Prinzips der Bauchspeicheldriise
erkannten Schulze (31 und Ssobolew 41 1900 die Langer-
hansschen Inselzellen; die unbekannte Substanz wurde
darum 1909 ,Insulin®5} genannt. Die Extraktion von

[1] Cowley, London med. journal 1788.

[2] J. v. Mering u. O. Minkowski, Naunyn-Schmiedebergs Arch.
exp. Pathol. Pharmakol. 26, 371 (1890).

[3] Schulze, Arch. f. mikrosp. Anat. u. Entwicklungsmech. 56,
(1900).

{4] Ssobolew, Zentralblatt Pathol. 11, 202 (1900).
{5] de Meyer, Archivio di fisiologia 7, 96 (1909).
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Insulin aus dem Pankreas gelang wohl schon 1911 (6],
wurde aber erst 1920 von Banting und Best {7} unter Mit-
wirkung des Biochemikers Collip konsequent durchge-
fithrt. Damit begann die Chemie des Insulins. Sie fiihrte
iiber die Reindarstellung durch Abel (1926)[8! zur Er-
mittlung der Konstitutionsformel durch Sanger (1955) 191
und zur Synthese (1963)[10,111; die vor 30 Jahren be-

[6] E. L. Scott, Amer. J. Physiol. 29, 306 (1911/12).

[7) F. G. Banting u. C. H. Best, J. Lab. clin. Med. 7, 251
(1922).

[8] J. J. Abel, Proc. nat. Acad. Sci. USA 12, 132 (1926).

[9] A. P. Ryle, F. Sanger, L. F. Smith u. R. Kitai, Biochem. J. 60,
541 (1955).

[101 J. Meienhofer, E. Schnabel, H. Bremer, O. Brinkhoff, R.
Zabel, W. Sroka, H. Klostermeyer, D. Brandenburg, T. Okuda u.
H. Zahn, Z. Naturforsch. 185, 1120 (1963).

[11] P. G. Katsoyannis, A. Tometsko u. K. Fukuda, J. Amer.
chem. Soc. 85, 2863 (1963); P. G. Katsoyannis, K. Fukuda, A.

Tometsko, K. Suzuki u. M. Tilak, ibid. 86, 930 (1964); G. H.
Dixon, Excerpta Medica Int. Congr. Ser. 83, 1207 (1964).
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