Der Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplex

Von Ferdinand Hucho!™

Die drei Enzyme Pyruvat-Dehydrogenase, Dihydrolipoamid-Transacetylase und Dihydroli-
poamid-Dehydrogepase bilden den Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplex von E. coli;
beim S#ugetier-Komplex treten noch eine Kinase und eine Phosphatase hinzu. Multienzymkom-
plexe sind strukturelle, funktionelle und regulatorische Einheiten. Sie ermdglichen es dem
Organismus, 6konomischer als mit einzelnen Enzymen zu arbeiten. Mdglicherweise steht der
Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplex an der Schaltstelle zwischen Energiestoffwechsel

und Gluconeogenese.

1. Einleitung

Multienzymkomplexe sind Proteine, in denen mehrere Enzy-
me in konstanten Mengenverhiiltnissen -- nicht-kovalent mit-
einander verbunden - ein stabiles, hochgeordnetes Assoziat
bilden. Haufig katalysieren die Teilenzyme der Komplexe auf-
einanderfolgende Schritte einer Stoffwechselsequenz. Die Mul-
tienzymkomplexe nehmen eine Zwischenstellung ein zwischen
kooperierenden, aber strukturell voneinander unabhingigen,
HOslichen Enzymen einerseits und membrangebundenen
unldslichen Enzymsystemen andererseits (Abb. 1). Sie kdnnen
daher als Modell fiir beide Gruppen dienen. Typische Beispiele
fir die Gruppe der strukturell voneinander unabhingigen
16slichen Enzymsysteme sind die Enzyme der Glykolyse oder
des Citronensdurezyklus, fiir die unloslichen die Atmungsket-
tenproteine der Mitochondrien- oder die Photosynthese-
proteine der Chloroplastenmembran. Beispiele fiir Multien-
zymkomplexe sind die a-K etosdure-Dehydrogenasen, die Fett-
sdure-Synthetase und die Enzymkomplexe, die sich an der
Synthese aromatischer Aminoséduren beteiligen.
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Abb. 1. Multienzymkomplexe (b) als Zustand zwischen membrangebundenen
(a) und ,,}oslichen® Enzymen (c).

Der Ubergang zwischen den drei Gruppen von Enzymsyste-
men ist moglicherweise flieBend. Wenn auch die Zahl der
bisher entdeckten Multienzymkomplexe begrenzt ist, darf man
doch vermuten, daBl auch manche der ,l0slichen Enzyme*
nicht vollig ungeordnet in der Zelle vorliegen, sondern mit
anderen Enzymen Komplexe bilden!! 2. Weniger - stabile
Komplexe werden wahrscheinlich durch die klassischen
Proteinreinigungsmethoden zerstort. Umgekehrt kann nicht
ausgeschlossen werden, daB3 in der Zelle getrennt vorliegende
Enzyme bei der Isolierung aggregieren und der gereinigte
Multienzymkomplex ein Artefakt ist (siche Abschnitt 5.1).

Multienzymkomplexe sind strukturelle, funktionelle und
wahrscheinlich auch regulatorische Einheiten aus mehreren
Enzymen. lhre Erforschung kann vor allem folgende Fragen
beantworten helfen:

[*] Univ.-Doz. Dr. F. Hucho
Fachbereich Biologie der Universitit
775 Konstanz, Postfach 733
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1. Wiewerden Strukturen hdherer Ordnung aus Proteinmo-
lekiilen aufgebaut?

2. Wie kooperieren Enzyme, die aufeinanderfolgende
Schritte eines Stoffwechselweges katalysieren?

3. Wie wird die Aktivitdt eines aus mehreren Enzymen
aufgebauten Systems in der Zelle reguliert?

Unter diesen Aspekten soll hier die Pyruvat-Dehydrogenase
besprochen werden. An der Oxidation der Brenztraubensidure
im Mitochondrion sind unmittelbar drei Enzyme beteiligt
{Abb. 2): Die Pyruvat-Dehydrogenase (E,), die Dihydrolipo-
amid-Transacetylase (E;) und die Dihydrolipoamid-Dehydro-
genase (E3), ein Flavoprotein®1*]. Sje katalysieren die Reak-
tion

CH3;—CO—COOH + NAD™ + HS—CoA (1)
— CH3—CO—S—CoA + CO; + NADH + H*

die in mehreren Schritten verlduft (siche Abschnitt 3.1-3.3)!4):

Pyruvat + TPP-E; — CO, + Hydroxyithyl-TPP-E, ‘ (2)

Hydroxyithyl-TPP-E; + Lipoyl-E; 3)
— S-Acetyl-dihydrolipoyl-E, + TPP-E,

S-Acetyl-dihydrolipoyl-E, + CoA 4

— Acetyl-CoA + Dihydrolipoyl-E
Dihydrolipoyl-E, + FAD-E;  — Lipoyl-E, + reduziertes FAD-E; (5

Reduziertes FAD-E; + NAD” — NADH + H* + FAD-E; {6)

Die drei Enzyme, zu denen in héheren Organismen noch
zwei weitere hinzutreten (siche Abschnitt 4.5), bilden den Pyru-
vatdehydrogenase-Multienzymkomplex. Das Ziel dieser Uber-
sicht ist esdarzustelien,daB E, E, und E; im Multienzymkom-
plex gemif} den hier aufgesteliten Kriterien eine strukturelle,
funktionelle und regulatorische Einheit bilden.

Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplexe sind aus zahl-
reichen Organismen isoliert worden, so z. B. aus Escheri-
chia colit®® Azotobacter™, Streptococcust®l, Neurospora
crassat? 1%, Hefel'! 31 Kartoffeln"'*), Taubenbrustmus-
keln!'®~ 181 Haut-Fibroblasten!'®! und mehreren Sdugetier-
organen!?®~2*! (Tabelle 1). Diese Ubersicht beschrinkt sich
auf das E.-coli- und das Sdugetierenzym, da diese besonders
gut untersucht wurden.

[*] Abkiirzungen:

Eq: Pyruvat-Dehydrogenase (EC 1.2.4.1)

E: Dihydrolipoamid-Transacetylase (EC 2.3.1.12)

Ej: Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (EC 1.6.4.3)

TPP: Thiaminpyrophosphat

CoA: Coenzym A

FAD: Flavinadenindinucleotid

NAD* NADH: Nicotinamidadenindinucleotid, oxidierte bzw. reduzierte
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Abb. 2. Schematische Darstellung des Pyruvatdehydrogenase-Multienzym-
komplexes (Erkldrung siche Text). Ey =Pyruvat-Dehydrogenase, E,= Dihy-
drolipoamid-Transacetylase, Ej;=Dihydrolipoamid-Dehydrogenase. For-
meln unter ,Acetyl-dihydrolipoamid“: Lipoamid und Dihydrolipoamid,
R=(CH;),—CONH—.

Tabelle 1. Eigenschaften von Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplexen.

Dalton?7- 2810’} Messungen der Réntgen-Kleinwinkelstreuung
bestiitigen diesen Wert!2°1 Vielleicht beruht die Diskrepanz
auf der Verwendung verschiedener Bakterienstimme.

Die nativen Enzyme E{2% *® ynd E,{?% 3! 32 sind Dimere.
Die Molekulargewichte der Polypeptidketten der Teilenzyme
E;, E, und E; betragen 100000, 80000 bzw. 56000 Dal-
tonl26~28.30.31] Der Multienzymkomplex enthilt auBer den
drei Enzymen sechs Cofaktoren: TPP, Mg? *, Liponsiure, Co-
enzym A, FAD und NAD " 123- 34 Einer davon, die Liponsiu-
re, ist iiber die e-Aminogruppe eines Lysinrestes von E, kova-
lent an das Protein gebundent®? 3%, Diese Amidbindung bildet
sich enzymatisch in Gegenwart eines aus E. coli und Streptococ-
cus isolierten Enzyms unter ATP-Verbrauch®"). Ein weiteres
Enzym, eine Lipoamidasel*®-3°), bewirkt die hydrolytische Ab-

Mol.-Gew. des

Organismus Polypeptidketten Elektronenmikroskopie Lit.
E, E, E, Komplexes Durchmesser [A] Geometrie
Zahi  Mol.-Gew.  Zahl  Mol.-Gew. Zahl  Mol.-Gew. des Komplexes von E;  von E,
Sdugetier [a] % 60 41000 60 52000 10-12 7.6 % 10¢ 400-450" 210 Pentagon-  [45, 46, 74]
B 60 36000 dodekaeder
Hefe [b] ? 100000 ? 80000 1 5x 10— 350 220 Pentagon- [12]
7.4 x 10° dodekaeder
Neurospora Pentagon- [9. 10]
crassa [¢] dodekaeder
E. coli [d] 16 96000 16 80000 16 375 % 10¢ 300-430 Wirfel [27, 28]
24 100000 24 78000 12 4.6 x 10° [26]
Azotobacter €] Wiirfel 7

[a] Komplex enthilt zusitzlich zu Ey, E,, E; eine Kinase und eine Phosphatase (Interkonvertierung).

[b]} Tnterkonvertierung nicht nachweisbar.

[c] Interkonvertierung fiir Stamm L74 nachgewiesen.

[d] Keine Interkonvertierung.

[e] Komplex enthilt mdglicherweise Phosphotransacetylase.

2. Zusammensetzung und Struktur des Pyruvatdehydro-
genase-Multienzymkomplexes

2.1. Der Multienzymkomplex aus Escherichia coli

Multienzymkomplexe enthalten ihrer Definition gemal die
beteiligten Enzyme in definierten und konstanten Proportio-
nen. Die Zahlenverhiltnisse werden durch die Geometrie des
Komplexes bestimmt. Will man umgekehrt eine Vorstellung
vom geometrischen Aufbau des Komplexes gewinnen, mufl
man den Anteil der Teilenzyme und die Anzahl der Unterein-
heiten bestimmen. Die vom Genom gesteuerte Synthesege-
schwindigkeit der verschiedenen Polypeptidketten muB3 an die
geometrischen Erfordernisse des Komplexes angepalBt sein,
will die Zelle nicht ,iiberschiissige” Polypeptidketten produzie-
ren. Fiir die Frage nach der genetischen Kontrolle der Teilen-
zymsynthese ist die Kenntnis der Stochiometrie des Komplexes
also ebenso wichtig wie fiir die Frage nach Struktur und
Funktion. Die Untersuchungsbefunde geben hier noch kein
einheitliches Bild:

Zunichst wurde postuliert, daB3 der Komplex aus E. coli
die Polypeptidketten der drei Teilenzyme im Verhiltnis 1:1:1
enthilt, und zwar 24 Polypeptidketten jedes Enzyms!?®], Eine
spitere Analyse ergab jedoch das Verhdltnis 1:1:0.5[26] d. h.
auf je zwei Polypeptidketten von E; und E, wurde nur eine
Polypeptidkette des Flavoproteins E; gefunden. Das Moleku-
largewicht des Gesamtkomplexes wird mit 4.6 x 10° Dalton
angegeben'?%. Andere Autoren wiederum bestitigten das Ver-
hiltnis 1:1:1, fanden jedoch nur je 16 Polypeptidketten und
daher als Molekulargewicht des Komplexes nur 3.75 x 10°
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spaitung der Liponsdure aus dem Protein. Die Aminosdure-
sequenz in der Nachbarschaft der Liponsiure!*® unterscheidet
sich offenbar von der Liponsiurebindungsstelle des sonst recht
dhnlichen a-Ketoglutarsduredehydrogenase-Multienzymkom-

plexes.
Lo Gly—Aspﬂ'Tys—Ala—. ..

Lipoyl

(\//\/\,COOH

S—S

/\'/\/\/ COOH
HS SH

Liponséure Dihydroliponsdure

Biochemische und elektronenmikroskopische Untersuchun-
gen, vor allem aus dem Arbeitskreis von Reed an der Universi-
tiat. von Texas, haben gezeigt, daf der Multienzymkomplex
eine geordnete symmetrische Struktur besitzt. Die Information
fiir diese Struktur ist in der Primdrstruktur der Teilenzyme
niedergelegt, denn zerlegt man den Komplex und vereinigt
die gereinigten Enzyme E;, E; und Es, so bilden sie in vitro
spontan, d. h. ohne Mithilfe eines weiteren biologischen Fak-
tors der Zelle, einen aktiven Komplex mit praktisch unverén-
derter Struktur und Aktivitdt!> 334t E, 1468t sich dariiber
hinaus reversibel in seine Untereinheiten zerlegen'*2. Derarti-
ge Rekonstitutionsexperimente sind wichtig fiir das Verstind-
nis der Vorgiénge bei der Bildung komplizierter Zellstrukturen
aus einfachen Bausteinen. Sie zeigen, daB3 nicht nur die Sekun-
didr- und Tertidrstruktur durch die Primérstruktur des Proteins

[*] Dieser ,.Kernkomplex" ist jedoch imstande, in vitro weitere E;-Moleklile
zu binden. Die Bindung ist moglicherweise unspezifisch, und die so gebunde-
nen Molekiile nehmen an der Katalyse nicht teil [28].

615



determiniert werden, sondern auch die Quartirstruktur und
Strukturen héherer Ordnung wie die Multienzymkomplexe.

E; und E; assoziieren nicht miteinander, beide werden je-
doch von E, gebunden®. Die Dihydrolipoamid-Transacetyla-
se (E,) scheint auBler ihrer katalytischen auch eine strukturge-
bende Funktion auszuiiben. Sie bildet den Kern des Komple-
xes, der von den Untereinheiten von E; und Es; umgeben

Abb. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahmen 4j des Pyruvatdehydrogenase-
Muitienzymkompiexes und b) der Dihydrolipoamid-Transacctylase (E,) aus
E. coli. VergrdBerung 200000fach [43].

Dieser Kern hat, wie die eindrucksvollen elektronenmikro-
skopischen Bilder von Reed und Oliver zeigen!**), eine kubische
Symmetrie (Abb. 3). Henning schldgt deshalb ein Modell vor,
in welchem sich die 16 E,-Untereinheiten des von ihm isolier-
ten Komplexes paarweise an den acht Ecken cines Wiirfels
befinden!?7),

Uber die Anordnung von E; und Ej; auf der Oberfliche
des Wiirfels geben die elektronenmikroskopischen Bilder keine
klare Auskunft. Man konnte sich jedoch vorstellen, daB jede
Untereinheit der Transacetylase (E») je eine Polypeptidkette
von E, und E, bindet, so daB jede Ecke des Wiirfels von
zwei Elementarkomplexen — bestehend aus je einer Unterein-
heit von E;, E; und E; - gebildet wird. Der Durchmesser
des Gesamtkomplexes wurde aufgrund der elektronenmikro-
skopischen Bilder auf etwa 300 A™*®) geschiitzt. Die Untersu-
chung mit der Rontgen-Kleinwinkelstreuung ergab dagegen
einen maximalen Durchmesser von 430 AL2Y-2941,

2.2. Der Multienzymkomplex aus Sdugetieren

Der  Sdugetier-Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkom-
plex, zuerst isoliert aus dem Schweineherzmuskef® 2! ist
heute in hochreiner Form in groBeren Quantitidten zugédng-
licht?#), Er besteht wie das E.-coli-Enzym aus den drei Enzymen
Pyruvat-Dehydrogenase (E;), Dihydrolipoamid-Transacetyla-
se (E) und Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3), die beim
Zusammengeben spontan zum urspriinglichen aktiven Mul-
tienzymkomplex reassoziieren!** 431, Sein Molekulargewicht
betrigt mindestens 7.6 x 106 Dalton!#®), wobei man beriick-
sichtigen muf}, dall man eventuell einen Teil der Untereinheiten
bei der Tsolierung und Reinigung des Enzyms verliert.

Den Kerndes Komplexes bildet auch hier die Transacetylase
(E2), die aus 60 wahrscheinlich gleichen Polypeptidketten mit
einem Molekulargewicht von 52000 Dalton besteht™®l. Jede
dieser Untereinheiten enthiélt kovalent gebunden cin Molekiil
Liponsaure.

Geht man wie beim E.-coli-Komplex von einem 1:1:1-Ver-
hiltnis der drei Teilenzyme aus und nimmt im gleichen Ver-
hiiltnis die beiden regulatorischen Enzyme Pyruvatdehydroge-
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nase-Kinase und -Phosphatase hinzu (sieche Abschnitt 4.5),
so kommt man auf ein Molekulargewicht von 16 x 10° Datton.
Es gibt jedoch noch keine Anhaltspunkte dafiir, dal diese
Annahmen realistisch sind. Die Stéchiometrie des Komplexes
ist noch ungeklirt. Seine Grofle dhnelt derjenigen der Riboso-
men, ist also fiir Zellpartikel nicht ungewdhnlich. Reed schitzt,
daB sich in jedem Mitochondrion der Rinderniere ca. 15 Mole-
kiile dieses Komplexes befinden. Srere hat gezeigt, daB} die
Konzentration derartiger Molekiile in der Zelle in der Gréflen-
ordnung von 107° mol/l liegt™7L

Die Pyruvat-Dehydrogenase (E,) hat ein Molekulargewicht
von 154000 Dalton und besteht aus je zwei Untereinheiten
mit dem Molekulargewicht 41000 und 36000 Dalton
(o2 B2)1*%. Es gibt Hinweise, daB die beiden Untereinheiten
verschiedene Funktionen ausiiben (siche Abschnitt 3.1). Der
Komplex enthilt wahrscheinlich 60 Molekiile vom Typ a8,
also je ein Molekiil pro Untereinheit von E..

Das Flavoprotein E; hat ein Molekulargewicht von 110000
Dalton und besteht aus zwei wahrscheinlich gleichen Polypep-
tidketten, die jede ein Molekiill FAD enthalteni*® **), Der
gereinigte Komplex enthélt nur ca. 10-12 Polypeptidketten
des Flavoproteins{?#. Die Sequenz der Polypeptidketten in
der Nachbarschaft der fiir die Katalyse wichtigen SH-Gruppen
ist bekannt!4%® 49°l,

d

A 734

Abb. 4. Elektronenmikroskopische Aufnahmen a) des Siugetier-Pyruvatdehy-
drogenase-Multienzymkomplexes und b), c)der Dihydrolipoamid-Transacety-
lase (E ;5 {43]. d) und e} sind Modelie, dic Abb. 4b) bzw. 4¢) als Pentagondode-
kaeder interpretieren (43]. VergréBerungen ca. 200000fach. a) stellten freund-
ticherwcise Dr. E. Juager und Prof. Dr. H. Reinauer, Diusseldorf, zur Verfugung.
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Wie bereits erwdhnt, enthdlt der SHugetierkomplex eine
Kinase und eine Phosphatase!*® *'i deren Funktionen in Ab-
schnitt 4.5 diskutiert werden. Die Kinase (Molekulargewicht
100000 Dalton!?4)) ist relativ fest an die Transacetylase (E,)
gebunden. Die Phosphatase (Molekulargewicht ebenfalls
100000124 steht mit dem Komplex in einem Assoziations-Dis-
soziationsgleichgewicht; ihre Bindungsstelle im Komplex ist
unbekannt. Von beiden regulatorischen Enzymen kommen
nur wenige Molekiile im Komplex vor, vielleicht nur etwa fiinf.
Moglicherweise enthilt der native Komplex mehr Kinase- und
Phosphatase-Molekiile, die bei der Reinigung verlorengehen
(siche Abschnitt 4.5)132 331

Wie beim E.-coli-Enzym iibt auch beim Sdugetierkomplex
die Transacetylase (E ;) sowohl eine katalytische als auch eine
strukturgebende Funktion aus. Sie bildet den Kern des Kom-
plexes, auf dessen Oberfliche die anderen Enzyme angeordnet
sind. Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben ge-
zeigt, daB ihre Symmetrie sich wesentlich von der der E.-coli-
Transacetylase unterscheidet (Abb. 4b—4d). Die Bilder zeigen
nicht wie dort einen Wiirfel, sondern lassen sich eher als
Pentagondodekaeder interpretieren!** 54, Der Durchmesser
wird mit 210 A3 oder 230240 A'54 angegeben. Der Durch-
messer des Gesamtkomplexes betriigt ca. 400-450 Al43 541
Die elektronenmikroskopischen Bilder des Gesamtkomplexes
weisen auf eine ikosaedrische Struktur hin (Abb. 4a)i34]

3. Mechanismus der enzymatischen Katalyse

Es soll hier nicht die umfangreiche Literatur iiber die Wir-
kungsweise der an der Pyruvatoxidation beteiligten Coenzyme
referiert werden; stattdessen sei auf spezielle Ubersichtsartikel
iiber TPPI>%: 301 FADIS7=621 NAD* 163651 Coenzym Al°®!
und Liponsiure!®”! verwiesen. Uber die Rolle der Proteine
— mit Ausnahme von Ej3 — bei der Katalyse der Reaktionen
(2)-(5) ist nur wenig bekannt. Es werden daher hier nur cinige
wichtige Gesichtspunkte erwihnt, und dariiber hinaus wird
auf ungelGste Probleme aufmerksam gemacht.

3.1. Pyruvat-Dehydrogenase (E )

Die Pyruvat-Dehydrogenase (E ) ist nicht wie der irrefithren-
de, aber weithin benutzte Name Pyruvat-Decarboxylase an-
deutet, nur eine Decarboxylase, sondern zihlt zu Recht zu
den Dehydrogenasen. Denn die Reaktionen (2) und (3) lau-
fen auch mit nicht proteingebundener Liponsiiure ab®”). Auch
Hexacyanoferrat(111) kann als Elcktronenacceptor bei der Oxi-
dation von Pyruvat zu Acetat durch E,, d. h. nach Abtrennung
von E, und E3, dienen'¢®. Die Reaktionsgeschwindigkeit be-
trigt jedoch nur ca. 1% von der des Gesamtkomplexes.

Die Decarboxylierung des Pyruvats wird durch seine Anla-
gerung an die 2-Position des Thiazolringes von TPP eingeleitet.

% CH,
+ CHz— c COOH —»> HO + H®
’]\ R" J\ r"
PP H3C “cooe
N1,
' NETe i i
R'= 3| R"' = -CHy-CH,-0O-P-0-P-0°
H;C 3N | |
o° o°

Die Abspaltung von CO; fiithrt zu Hydroxydthyl-TPPI35. 36],
einer Zwischenstufe, die Holzer isolierte und in Analogie zur
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.aktiven Essigsdure" (Acetylcoenzym A)als ,aktiven Acetalde-
hyd™ bezeichnete!?® ¢°1,

HOS. J\—I R l"

H;¢” “COOH H,c”

TR.-

Die Reaktion beruht auf der Aciditit des Wasserstoffs in
2-Position im Thiazolring von TPPL*% 791 Cofaktor der enzy-
matischen Reaktion ist Magnesium, das auch den entsprechen-
den nichtenzymatischen Wasserstoffisotopenaustausch mit
Wasser beschleunigt!”!],

Der ndchste Schritt ist die Oxidation der Hydroxydthylgrup-
pe und der Transfer des entstehenden Acetylrestes auf die
Liponsiure von E,. Auch diese Dehydrogenase- und Transfe-
raseaktivitit ist in E, lokalisiert!®” 8] Als Acceptor fiir den
Acctylrest kann bei Abwesenheit von E, freie Liponsiure
oder in Anwesenheit eines Elektronenacceptors wie Hexa-
cyanoferrat(ill) Wasser dienen. Die Reaktion verlduft etwa
wie im Formelschema angegeben.

ﬁs :} —
R /N‘é / (CH,),~COOH

S 6/ “CH,
HS—-H2C\
“CH, + TPP
CHy—C—$— ch
NCH,y),—~COOH

Die Acetylgruppe befindet sich an der sekundéiren SH-Grup-
pe der Dihydroliponsiiure!”?). Der vorgeschlagene Reaktions-
verlauf wird durch die Hemmbarkeit der Reaktion durch Arse-
nit gestiitzt!’3!, da Arsenit das Enzym nur in Gegenwart von
Pyruvat und Coenzym A inaktiviert. Dabei entsteht Dihydroli-
ponsdure, die mit Arsenit ein cyclisches Thioarsenit bildet.

Es gibt Hinweise darauf, da die Decarboxylasereaktion
cinerseits und die Dehydrogenase-Transferasereaktion ande-
rerseits beim Enzym aus Sdugetierorganen durch verschiedene
Untereinheiten von E; katalysiert werden!”#!. Beim E.-coli-En-
zym sind beide katalytischen Aktivitdten wahrscheinlich auf
einer Polypeptidkette lokalisiert, die etwa doppelt so lang
ist wie die o- oder die B-Kette des Sdugetierenzyms. Brompyru-
vat!”3 und Quecksilberverbindungen!’®! inaktivieren E;.

3.2. Dihydrolipoamid-Transacetylase (E)

Die Liponsdure ist kovalent tiber eine Amidbindung mit
der Transacetylase E; verbunden. E, katalysiert den néchsten
Schritt der Reaktion, den Transfer der Acetylgruppe von der
Dihydroliponsiure auf Coenzym A.

HS—-HZC

ScH,

CHa—é -5~ CH
N(CHy)~COOH

+ HS-CoA —

HS—-H,C
CH,
CHy~C—-S-CoA + HS— CH
M(CH,)g—COOH

Die Reaktion ist umkehrbar; die Umkehrung wurde zu
einem Test fiir E; in Abwesenheit von E; und E; verwendet!6,
Acetyl-CoA hemmt die Reaktion. Uber die Wirkungsweise
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und iiber die katalytische Rolle des Proteins gibt es nur wenige
Untersuchungen!” ™.

3.3. Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (Es)

Die Funktion der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) im
Multienzymkomplex ist es, E, zu regenerieren und dadurch
den niichsten Reaktionszyklus zu erméglichen. Dies geschieht
durch Transfer von zwei Elektronen von der Dihydroliponsiu-
re auf NAD ™. An der Reaktion sind zwei Molekiile NAD *,
ein Molekiil FAD und eine Disulfidgruppe des Proteins betei-
ligt (1). Letztere wird intermedidr reduziert und stabilisiert
das FAD in einem Redoxzustand (2), der einem Flavosemichi-
non entspricht'’® 7%, Die Struktur dieses Zustandes konnte
noch nicht gekldrt werden, jedoch scheidet das von Massey
friiher postulierte Diradikal!”® als Moglichkeit aus. ( 2) besitzt
zwar eine fiir Radikale charakteristische Absorption bei
530 nm, ist aber ESR-inaktiv und diamagnetisch. Die langwelli-
ge Absorption spricht gegen eine kovalente Verkniipfung des
Proteinschwefels mit der 4a-Position des Flavins'®?, aber auch
eine ionische oder eine Charge-transfer-Wechselwirkung las-
sen sich nicht eindeutig nachweisen.

NAD® (CH, 5~COOH NAD®
o, ®
NAD oY NAD

FAD # _H FAD
S (\rmum—coon g®
1 S—3
(n S SH (y)
NADH 4\ /
NADH
NAD®S ¢
FAD FAD
s S
1 :As—OH
S s
(3) (4)

Gesichert ist dagegen die Beteiligung der Disulfidgruppe.
Die Reduktion des Enzyms mit NADH erhoht die Anzahl
der SH-Gruppen pro Polypeptidkette um zweil®! 82 601 Arge-
nit hemmt in Gegenwart von NADH die enzymatische Aktivi-
tit durch Bildung der cyclischen Verbindung (4). Die Hem-
mung kann durch 2,2-Dimercaptopropanol (BAL) aufgehoben
werden!”8 81]

Behandelt man das Enzym mit dem Sulfidgruppenreagens
4-(Chloromercurio)benzolsulfonat, so verschwindet die cha-
rakteristische Absorption.bei 530 nm!33L Die Beteiligung einer
SH-Gruppe an der Zwischenstufe (2) ist damit bewiesen,
und es gilt auch als gesichert, daBl das Enzym nur durch
zwei Reduktionsiquivalente reduziert wird. Die Bildung einer
durch vier Aquivalente vollstindig reduzierten Form des En-
zyms ist nicht umkehrbar; diese Form ist daher katalytisch
inaktiv. Sie wird nach Ansicht von Massey durch das zweite
an das Enzym gebundene NAD™*-Molekiil verhindert, denn
dieses ist essentieller Cofaktor bei der Oxidation von NADH
durch die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3)!"8. Zu den
Details der Reaktionskinetik sei auf Spezialabhandlungen ver-
wiesen!84 831

Die Disulfidgruppe ist intramolekular, d.h. sie verbindet
nicht die beiden Polypeptidketten des dimeren Enzyms. Diese
werden durch hydrophobe Wechselwirkung und nicht durch
kovalente Bindung zusammengehalten!®¢! denn es gelingt z. B.,
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sie durch Verdiinnung des Proteins voneinander zu trennen!®”}
und dabei zu inaktivieren. Diese Polypeptidketten sind inaktiv.

3.4. Kooperation der Enzyme im Multienzymkomplex

Die im folgenden formulierten Fragen kdnnen experimentell
praktisch nochnicht beantwortet werden. Es ist noch weitge-
hend ungekldrt, wie die zahlreichen Komponenten eines so
komplexen Systems kooperieren. Geht man z B. von der Li-
ponsdure aus, so stellt sich folgendes Problem: Die Liponsdure
ist kovalent mit E, verkniipft, also rdumlich fixiert. Sie muf3
aber wihrend eines Reaktionszyklus mit Hydroxyathyl-TPP
(E,), Coenzym A (E,) und der Disulfidgruppe oder dem FAD
der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) in Wechselwirkung
treten. Mit anderen Worten: Dasselbe Lipoamidmolekiil ist
gleichzeitig — oder zumindest innerhalb einer sehr kurzen
Zeit — Cosubstrat fiir drei Enzyme. Betrachtet man die beteilig-
ten Proteine als starre Molekiile, so stellt das fast unerfiillbare
Anforderungen an die rdumliche Ordnung des Systems. Die
drei aktiven Zentren der beteiligten Enzyme miiBten ein einzi-
ges grofies aktives Zentrum bilden, in dem sich sechs Cofakto-
ren befinden (TPP, Mg?*, Liponsiure, CoA—SH, FAD,
NAD *,von letzterem wahrscheinlich zwei Molekiile pro Poly-
peptidkette), denn auBer Acetyl-CoA verldfit keine Zwischen-
stufe der Reaktionssequenz das Protein und kann daher auch
nicht von einem aktiven Zentrum zum néchsten diffundieren.

Auf der Suche nach Auswegen aus diesem Dilemma weist
Reed darauf hin, da3 die reaktive Gruppe der Liponsiure,
auch wenn das Coenzym kovalent am Enzym haftet, eine
gewisse Flexibilitdt dadurch erhilt, daB sie iiber einen ,langen
Arm*“ mit dem Protein verbunden ist. Dieser ist zusammen
mit dem Lysinrest, an dessen e-Aminogruppe die Liponsdure
als Amid gebunden ist, etwa 14 A lang und konnte vielleicht
zwischen den prosthetischen Gruppen von Ey und E; hin-
und herschwingen!'!. Allerdings wurde der Abstand zwischen
TPP und FAD aufgrund von Fluoreszenz-Energietransfermes-
sungen auf 30-60 A geschiitzt874),

Lazdunskil®®? schligt vor, dal3 die Polypeptidketten des
Komplexes ihre Konformation nach Art eines Flip-flop-
Mechanismus dndern und dadurch die funktionellen Gruppen
und die Coenzyme wihrend des Reaktionszyklus solche rdum-
lichen Positionen einnehmen, dafl sie sukzessiv miteinander
und mit dem Substrat reagieren konnen. Derartige K onforma-
tionséinderungen sollten mit biophysikalischen Methoden
nachzuweisen sein, so daf diese Hypothese in absehbarer
Zeit gepriift werden kann.

.Eine Flexibilitdt-der beteiligten Proteine mufl man besonders
dort postulieren, wo die Teilenzyme (und ihre Coenzyme)
nicht im Verhiltnis 1:1:1 vorliegen. So enthilt der aus Sduge-
tierorganen isolierte Komplex nur relativ wenige Molekiile
E;(FAD).Jedes dieser Molekiile muf3 moglicherweise mehrere
Dihydrolipoamidmolekiile reoxidieren.

Das gleiche Problem bietet die Inaktivierung des Sdugetier-
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes durch die Pyruvatdehy-
drogenase-Kinase (siehe Abschnitt 4.5). Auch dieses Enzym
ist Teil des Multienzymkomplexes, wird relativ fest von E,
gebunden und phosphoryliert von hier aus mindestens zwei
Serin-OH-Gruppen pro Polypeptidkette von E;. Da sich nur
wenige — vielleicht nur fiinf - Kinasemolekiile im isolierten
Komplex befinden, muB3 jedes dieser Molekiile mehrere E;-
Ketten phosphorylieren, ohne sich z. B. durch Diffusion diesen
nacheinander ndhern zu k6nnen. Auch hier mu3 man Konfor-
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mationsénderungen aufgrund der Flexibilitdt der beteiligten
Molekiile annehmen, fiir die es jedoch noch keinerlei experi-
mentelle Hinweise gibt. Die Pyruvatdehydrogenase-Phospha-
tase, die den Komplex durch Dephosphorylierung reaktiviert,
stellt dieses Problem nicht, da sie relativ locker in einem
Assoziations-Dissoziationsgleichgewicht mit dem Multien-
zymkomplex stcht.

Eine wesentliche Rolle fiir die Kooperation der Teilenzyme
im Komplex spielt wahrscheinlich die Dihydrolipoamid-Trans-
acetylase (E,). An ihrer Oberfliche werden E| und E, offenbar
in sterisch giinstige Position zueinander gebracht. Es gibt
weniger aufwendige Systeme, bei denen der Acetylrest ohne
Mitwirkung der Liponsédure direkt auf Coenzym A transferiert
wird, z. B. die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase aus Clostri-
dium acidi-urici'®®), und auch die Pyruvat-Oxidase aus E. coli
katalysiert die oxidative Decarboxylierung des Pyruvats ohne
Beteiligung von Liponsiure!®®°1 d. h. nur mit den Cofakto-
ren TPP, Mg?* und FAD. Dieser Weg wird im Falle des
Multienzymkomplexes nicht beschritten, denn blockiert man
die Liponsdure!”*1 oder E ; als Ganzes!?), so liduft die Reaktion
nicht ab. Es liegen noch keine experimentellen Daten vor,
mit deren Hilfe man die Vorteile des beim Pyruvatdehydroge-
nase-Multienzymkomplex beschrittenen Weges erkennen
konnte.

4. Regulation der enzymatischen Aktivitit

4.1. Der Pyruvatstoffwechsel

Der Stoffwechsel eines Organismus kann durch intrazellul-
re und durch extrazellulidre Vorgiinge reguliert werden. Extra-
zellulidr ist z. B. die hormonale Regulation. Zur intrazelluldiren
Regulation zihlen folgende drei Klassen:

1. Regulation der Enzymmenge auf chromosomaler Ebene
durch Induktion und Repression der Enzymsynthese,
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Abb. 5. Vereinfachtes Schema des Pyruvatstoffwechsels. Die gestrichelten
Pfeile geben die Aktivierung @ oder die Hemmung © der Pyruvat-Carboxyla-
se und des Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplexes (PDC) durch Ace-
tyl-CoA und ATP an,
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2. Regulation der Enzymaktivitit durch die ,feed back“-
oder .feed forward"-Wirkung von Metaboliten ayf Enzyme.
(Hierzu gehoren auch die einfache Produkthemmung, Substrat-
aktivierung und dhnliche Vorginge),

3. Regulation der Enzymaktivitiit durch enzymatisch kata-
lysierte Aktivierung und Inaktivierung von Enzymen (Inter-
konvertierung).

Alle diese Vorgiinge sind an der Regulation der Pyruvat-De-
hydrogenase beteiligt; iiber die extrazellularen Faktoren ist
am wenigsten bekannt.

Die Kompilexitit der Kontrolle der enzymatischen Aktivitit
ergibt sich aus der Stellung der Pyruvat-Dehydrogenase im
Stoffwechsel (Abb. 5). Das Enzym befindet sich an der Kreu-
zung mehrerer Stoffwechselwege. Pyruvat entsteht bei der Gly-
kolyse aus Glucose, aus Lactat sowie aus Aminosduren wie
Alanin oder Cystein. Zugleich ist es Ausgangspunkt fiir zwet
wichtige Stoffwechselwege:

1. Pyruvat kann oxidativ abgebaut werden zu Acetyl-CoA,
wobei NADH und schlieBlich {iber den Citronensdurezyklus
und durch oxidative Phosphorylierung ATP gebildet wird.

2. Pyruvat kann aber auch zu Oxalacetat carboxyliert wer-
den und somit Ausgangspunkt der Gluconeogenese sein.
Schliisselenzym fiir den ersten Weg ist der Pyruvatdehydroge-
nase-Multienzymkomplex, fiir den zweiten Weg die Pyruvat-
Carboxylase.

4.2. Regulation auf chromosomaler Ebene

Die Synthese des Multienzymkomplexes in E. coli unterliegt
der genetischen Regulation®?. Sie ist zwar von 3',5'-cyclischem
AMP unabhingig!®3}, aber durch das Substrat des Komplexes.
Pyruvat, induzierbar!®¥. Je nach Induktor kann die syntheti-
sierte Enzymmenge um den Faktor zehn variieren. Dariiber
hinaus gelang es, konstitutive Mutanten zu isolieren, die etwa
um den Faktor zwei mehr Pyruvatdehydrogenase-Komplex
produzieren als bei der ,,voll induzierten* Synthese gefunden
wurden!®3). Dem Strukturgen fiir die Pyruvatdehydrogenase-
Komponente wird fiir die Synthese des Gesamtkomplexes
besondere Bedeutung zugeschrieben. Das Gen fiir die Dihydro-
lipoamid-Dehydrogenasc (E3) ist bisher nicht gefunden wor-
den, die der beiden anderen Teilenzyme des Komplexes liegen
dicht beisammen (ace-Locus)!®?.

Auch bei Sdugetieren gibt es Hinweise auf eine genetische
Steuerung der Enzymsynthese!?¢ %%,

4.3. Regulation durch Hormone

Inkubiert man Fettgewebe normal erndhrter Ratten in Ge-
genwart von Lactat mit Insulin, so beobachtet man eine deut-
liche Steigerung der Pyruvatdehydrogenase-Aktivitat!®® =101,
Insulin wirkt also an mindestens zwei Punkten stimulierend
auf die Umwandlung von Glucose in Fettsdure: Es steigert
nicht nur den Glucosetransport in die Zelle, sondern auch
die Oxidation des Pyruvats. Welche chemischen Reaktionen
dieser zweiten Wirkung zugrundeliegen, ist noch unklar, je-
doch beruht zumindest ein Teil des Effektes darauf, daf3 das
Verhiltnis von phosphoryliertem, inaktivem zu dephosphory-
liertem, aktivem Pyruvatdehydrogenase-Komplex gedndert
wird[1¢27 1031 Vielleicht vermitteln Calcium-lonen den Hor-
moneffekt1°%], da sie als Efféektoren der Phosphatase!!7 108
deren Affinitat fiir das phosphorylierte Enzym erh&hent!9¢),

619



Dariiber hinaus fand Cuatrecasas,dal Insulin auch die Gesamt-

enzymkonzentration erhdht!°°!,

4.4 Regulation durch ,,feed back* und ,,feed forward*. —
Produkthemmung

Der Angriffspunkt der meisten Faktoren, die die Aktivitét
des Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplexes regulieren,
ist E,. Das erscheint logisch, da E; den ersten, praktisch
irreversiblen und wahrscheinlich auch geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritt der Reaktionssequenz katalysiert. Aktivie-
rend auf das E.-coli-Enzym wirken die Intermedidrprodukte
der Glykolyse, am stidrksten Fructose-1,6-diphosphat, aber
auch  Fructose-6-phosphat,  Glycerinaldehyd-3-phosphat,
Phosphoenolpyruvat!!1%,  Dihydroxyacetonphosphat und
Glucose-6-phosphat!!* 1. Acetyl-CoA inhibiert!! 1% ' 2Imit ne-
gativer Kooperativitdt, wihrend fiir das Substrat Pyruvat posi-
tive Kooperativitiit gefunden wurde!! 3!, GTP!'*#, aber nicht
ATPI L1151 ynd andere Nucleotide hemmen den Pyruvatde-
hydrogenase-Komplex aus E. coli''*.

Neben der ,,feed back“-Hemmung durch Acetyl-CoA und
der ,feed forward“-Aktivierung durch Glykolyseprodukte
wurde eine starke Produkthemmung des E.-coli-Enzyms durch
NADH beschrieben!'!%, NADH hemmt E3, und es scheint,
dal3 der Kompléx sehr viel empfindlicher gegeniiber NADH
als Acetyl-CoA ist.

ren als lingerkettige!' 1% Alle Zwischenstufen des Citronen-
sdurezyklus hemmen die Pyruvatoxidation!?2°~ 122 Citrat
z.B. durch Beeinflussung der Interkonvertierung!! 23

ATP hemmt den Pyruvatdehydrogenase-Komplex aus Siu-
getierorganen durch Umwandlung von E; in eine phosphory-
lierte inaktive Form (siche Abschnitt 4.5).

4.5. Interkonvertierungl’]

Die Aktivitdt des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes aus
Siugetierorganen wird durch zwei Enzyme reguliert, die eben-
falls Teile des Multienzymkomplexes sind. Eine Kinase inakti-
viert den Komplex durch Phosphorylierung in Gegenwart
von ATP, und die Reaktivierung wird durch eine Phosphatase
bewirkt, die das System dephosphoryliert'*°.. Die Pyruvat-De-
hydrogenase zidhlt somit zu den interkonvertierbaren Enzy-
men. Diese Interkonvertierung wurde in allen untersuchten
Saugetierorganen gefunden: in der Niere©®®! im Herzmus-
kel®1- 1271 in der Leber®® 3! im Hirn*!'?% 2% ynd im Fettge-
webel!30- 1311 Bei Rind, Schwein und Ratte wurden dabei
keine prinzipiellen Unterschiede festgestellt!! 2°!. Die Phospha-
tasen und Kinasen der Organe und Organismen sind aus-
tauschbar. Das E.-coli-Enzym zeigt diese Interkonvertierung
nicht, wihrend sie zumindest in einem Stamm von Neurospora
auftritt!' !, Esist noch unklar, ob ein Zusammenhang zwischen
der Evolutionsstufe und dem Vorhandensein dieses Regula-
tionsmechanismus besteht.

Tabelle 2. Kinetische Parameter des Siugetier-Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplexes. Angaben iiber Mg?*

siche Tabelle 3.

Substanz Michaelis- oder

Bemerkungen

Bindungs-

Inhibitor-Konstante [mol/1] stelle

Kn=4x10"% (Niere u. Herz) E, Substrat
Pyruvat K; =9 x 10~ * (Niere) ) } hemmt die Inter-

K, =8x 107 (Herz) ? konvertierung
Coenzym A K,=3x10"¢ E, Substrat
Acetyl-CoA K; =5x10"¢ E. kompetitiver Inhibitor

(nicht kompetitiv gegenliber Pyruvat}

NAD* Kn=25x10"° Es Substrat
NADH K;=2x10"¢ Es kompetitiver Inhibitor
Nucleotide Kuap=2x1077 Kinase Substrat der Kinase

Kiappy =1x107% Kinase kompetitiver Inhibitor

Tabelle 3. Vergleich der Michaelis-K onstanten der Mg? ¥ erfordernden Enzy-
me des Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplexes mit der physiologi-
schen Mg?*-Konzentration.

Enzym Kn Lit.
[mol/1]
Phosphatase
(in Phosphat-Puffer) 2% 10 2 [139]
(in Imidazol-Puffer) Ix 1073 [107]
Kinase 2x107° [107]
Pyruvatdehydrogenase-
Multienzymkomplex S5x107¢ [74]
Physiologische Mg?*-

Konzentration (freies Mg?2™*) 1x 1073 [143]

Auch der Multienzymkomplex aus Sdugetierorganen unter-
liegt der ,feed back™- oder Produkthemmung durch zahlreiche
Metaboliten!! 1~ 1231 (siehe Tabelle 2 und 3). Fiir die Regula-
tion der Enzymaktivitét scheint hier jedoch - anders als beim
E.-coli-Enzym — der Quotient NADH/NAD™ von groBerer
Bedeutung zu sein als der Quotient Acetyl-CoA/CoA in der
Zelle!' 18 Kurzkettige Acyl-CoA-Ester sind stirkere Inhibito-
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Abb. 6. Schema der Interkonvertierung des Pyruvatdehydrogenase-Multien-
zymkomplexes (PDC) aus Sdugetierorganen. Eine Kinase phosphoryliert und
inaktiviert das Enzym, eine Phosphatase dephosphoryliert und reaktiviert es.

[*] Unter Interkonvertierung versteht man in der Enzymologie die Modifizie-
rung eines Enzyms, das dabei seine Aktivitdt oder seine regulatorischen
Eigenschaften wesentlich vetdndert. Der Begriff wird im engeren Sinne beson-
ders dann verwendet, wenn die Modifizierung enzymatisch katalysiert wird
und zur Bildung oder Ldsung kovalenter Bindungen am Enzym fiihrt. Die
Bedeutung der enzymatisch katalysierten chemischen Modifikation von Enzy-
men als Regulationsmechanismus wurde erst in neuerer Zeit erkannt (Uber-
blick siehe [ 124-126]).
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Die Interkonvertierung wurde am gereinigten Enzym in
vitro entdeckt!®*® 5!, konnte jedoch auch im lebenden Organ
nachgewiesen werden!1327 1351

Der Ort der Phosphorylierung durch die Kinase ist die
Pyruvat-Dehydrogenase (E,)®®. Durch tryptischen Abbau
wurde ein Tetradecapeptid isoliert, das zwei phosphorylierte
Serinreste enthélt und folgende Sequenz hat!!3é 1371

® ®
Tyr-His-Gly-His—Sér-Met-SenAsn-Pro-Gly-Val-Sér-Tyr-Arg

Von den beiden verschiedenen Polypeptidketten der Pyru-
vat-Dehydrogenase (E ;) wird nur diejenige mit dem hSheren
Molekulargewicht, die a-Kette, phosphoryliert!!3¢],

Die Kinase ist fest mit der Dihydrolipoamid-Transacetylase
(E,) verkniipft{2# 511 Der Ort der Bindung der Phosphatase
ist unbekannt. Sie ist viel lockerer gebunden als die Kinase,
so daB sich zwischen ihr und dem Komplex ein Assoziations-
Dissoziationsgleichgewicht bildet{2% 106 138]

Es wurde noch nicht gekldrt, warum die Phosphorylierung
der Pyruvat-Dehydrogenase (E;) zu ihrer Inaktivierung fiihrt.

Die Inaktivierung und Reaktivierung durch Pyruvatdehy-
drogenase-Kinase und -Phosphatase steht unter metabolischer
Kontrolle. Besonders zwei Stoffklassen sollen in diesem Zu-

sammenhang diskutiert werden: Die «-Ketosduren als Sub-

strate oder Substratanaloga der Pyruvat-Dehydrogenase!*®”!
und die Adeninnucleotide, z. B. ATP, als Endproduktder durch
den Multienzymkomplex eingeleiteten  Stoffwechselse-
quenz!!39,

a-Ketosduren. Brenztraubensidure und in schwécherem Ma-
Be a-Oxobuttersdure sowie Phenylbrenztraubensédure schiitzen
die Pyruvat-Dehydrogenase vor Phosphorylierung und Inakti-
vierung durch die Pyruvatdehydrogenase-Kinase!®!- '°7, Die-
ser Schutzeffekt des Pyruvats ist beim Herzenzym erheblich
stirker (K;=0.08 mmol/l) als beim Nierenenzym (K;=0.9
mmol/1)!!°7), Kinetische Untersuchungen haben ergeben, da$3
es eine regulatorische Bindungsstelle fiir a-Ketosiduren gibt,
die wahrscheinlich weder mit der Substratbindungsstelle von
E, noch mit der ATP-Bindungsstelle der Pyruvatdehydrogena-
se-Kinase iibereinstimmt(!®7 1401

Der Schutzeffekt des Pyruvats kann physiologisch sinnvoll
sein: Krebs hat gezeigt, dall die Reduktionsdquivalente, die
fir die Gluconeogenese erforderlich sind, durch Oxidation
von Pyruvat in den Mitochondrien erzeugt werden miissen,
wenn nicht Lactat die Ausgangssubstanz fiir die Gluconeoge-
nese istl!#!:142] Nach Belastung des Organismus kann die
Pyruvatkonzentration in vivo bis zu 0.5 mmol/l ansteigen.
Unter diesen Bedingungen ist die Gluconeogenese iiber Oxal-
acetat nur moglich, wenn ein Teil des Pyruvats oxidiert wird,
um den Organismus mit dem hierzu nétigen NADH zu versor-
gen. Pyruvat selbst ermoglicht dies, indem es die Pyruvat-De-
hydrogenase vor Inaktivierung durch die Kinase schiitzt.

Im Herzen andererseits ist ohnehin jeder Faktor willkom-
men, der die Zellatmung begiinstigt. Hier ist der Schutzeffekt
des Pyruvats noch viel ausgeprégter als in der Niere, so daB
die Oxidation des Pyruvats nicht durch entstehendes ATP
blockiert werden kann.

Adeninnucleotide: ATP als Substrat der Kinase ist fiir die
Interkonvertierung essentiell. ADP ist ein relativ schwacher
kompetitiver Inhibitor der Kinase, wihrend AMP, cyclisches
AMP und zahlreiche andere Nucleotide keinen signifikanten
EinfluB auf die Regulation besitzen!!°”\. Die Michaelis-Kon-
stante fiir ATP ist niedrig, so daBl in allen metabolischen
Zustidnden der Zelle die ATP-Konzentration zur Sittigung
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der Kinase ausreicht. Andererseits fallen ADP und erst recht
AMP wegen ihres geringen Hemmeffekts als regulatorische
Variable fiir die Kinase aus. Die genannten Nucleotide haben
auch auf die Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase keinen nen-
nenswerten direkten Einflu3, so daBB unklar ist, auf welche
Weise die Interkonvertierung den Erfordernissen der Zelle
entsprechend zur Regulation der Pyruvatdehydrogenase-Akti-
vitit eingesetzt werden kann. Ohne Wechselwirkung mit
metabolischen Variablen ist der Phosphorylierungs-Dephos-
phorylierungszyklus eine Vergeudung von ATP, da die Kinase
und die Phosphatase zusammen die Wirkung einer ATPase
ausiiben. (Die auf diese Weise verbrauchte ATP-Menge ist
allerdings nicht sehr bedeutend.)

Ein Ausweg bietet sich an, wenn man die Magnesium-Ionen
in die Betrachtung einbezieht!!*%1. Ein Vergleich der Michaelis-
Konstanten der Teilenzyme des Komplexes fiir Mg?* (Tabel-
le 3)1'3%) zeigt, daB nur die Phosphatase im physiologischen
Konzentrationsbereich nicht mit Magnesium-lonen gesattigt
ist. Eine Variation dieser Konzentration in vivo sollte also
die Phosphataseaktivitat beeinflussen.

Modell-Experimente in vitro haben gezeigt, daB eine solche
Variation durch Schwankungen in der Zusammensetzung des
Adeninnucleotidpools erzeugt werden konnte. Etwa 90 % des
Magnesiums der Zelle ist durch Zellbausteine komplex gebun-
den, ein Drittel davon allein durch die Adeninnucleotide!! 43!,
ATP wiederum komplexiert Mg?* etwa zehnmal stirker als
ADP, so daB3 die Zusammensetzung des Adeninnucleotidpools
— das Verhiltnis der Konzentrationen von ATP, ADP und
AMP —die Konzentration an freien, d. h. nicht komplex gebun-
denen Magnesium-Ilonen in der Zelle beeinflussen kann(!44,
Bei hohem Energie-Potential (,,energy charge*!!'#%)), d. h. wenn
sehr viel mehr ATP als AMP vorliegt, ist mehr Magnesium
gebunden als bei niedrigem. Die Konzentration an freien Ma-
gnesium-Ionen in der Zelle beeinflul3t aber, wie oben gezeigt,
die Phosphataseaktivitidt und damit die Aktivitdt des gesamten
Multienzymkomplexes. Das Energie-Potential der Zelle
schwankt nur innerhalb relativ enger Grenzen ; diese Schwan-
kungen reichen aber aus!!3%), um die Aktivitdt des Pyruvatde-
hydrogenase-Multienzymkomplexes iiber den hier skizzierten
Mechanismus erheblich zu variieren (Abb. 7). Analoge Uberle-
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Abb. 7. Abhingigkeit der Aktivitiit des Siugetier-Pyruvatdehydrogenase-Mul-
tienzymkomplexes vom Energie-Potential (,energy charge*) und der Mg?*-
Konzentration. Die Kurven beschreiben Experimente bei einer Gesamtkon-
zentration an Mg?* von 3, 4 und 5 mmol/ll. Die punktierte Kurve zeigt
die Konzentration an freiem, d.h. nicht komplex gebundenem Mg?* bei
einer Gesamtkonzentration von 4 mmol/l. Beim Energie-Potential 1 enthiilt
der Adeninnucleotidpool nur ATP, beim Energie-Potential 0 nur AMP. ATP
bindet Mg?* ca. zehnmal stirker als AMP. Die Aktivitit des Enzyms sinkt
mit steigendem Energie-Potential, weil die fiir die Reaktivierung durch die
Phosphatase notwendigen Mg?*-lonen durch ATP komplexiert werden. Das
Energie-Potential ist definiert als

1 ( [ADP] + 2[ATP] >

2 \[AMP] + [ADP] + [ATP]
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gungen gelten vielleicht auch fiir Calcium, dem moglicherweise
eine zentrale Rolle zukommt.

Atkinson hat gezeigt, dall weitere metabolische Effektoren
die Energiepotential-Abhiingigkeit eines Enzyms erheblich
verstiirken konnen!! 43, Wiihrend Versuche mit intakten Mito-
chondrien die Bedeutung des Energie-Potentials (des ATP/
ADP-Quotienten) fiir die Aktivitit des Komplexes bestiiti-
gen, wurden Zweifel daran geduBert, dal in vivo tatséchlich
zweiwertige Jonen diesen Effekt vermitteln!'#¢. Versuche von
Schuster und Olson und kiirzlich auch von Chiang und Sacktor
mit Herzmitochondrien bestiitigen jedoch unser Mo-
dcll[147 - 149].

4.6. Zusammenfassung der Regulationsmechanismen

Die bisherigen Untersuchungen der Regulation durch Inter-
konvertierung lassen den Schluf3 zu, daB sie bei einem energie-
verbrauchenden Organ wic dem Herzen stirker in Richtung
auf cine Aktivierung der Pyruvat-Dehydrogenase wirkt, bei
einem gluconeogenetischen Organ wie der Niere dagegen eher
in Richtung auf eine Inaktivierung!® ", Darauf weist die hohere
Phosphatase- und die niedrigere Kinaseaktivitit dcs gereinig-
ten Herzenzyms ebenso hin wie die Tatsache, daB3 der Schutzef-
fekt des Pyruvats gegen Inaktivierung hier wesentlich stirker
ist als bci der Niere!!'?7l Allerdings ist noch vollig unklar,
ob es sich hierbei um einen quantitativen oder einen qualitati-
ven Unterschied handelt, d. h. ob der Herz-Multienzymkom-
plex mehr oder aktivere Kinasemolekiile enthiilt.

Reed hat darauf hingewiesen®®), daB3 zwischen der Pyruvat-
Dehydrogenase und der Pyruvat-Carboxylase eine interessante
reziproke Beziehung besteht: Die Inhibitoren des einen En-
zyms — ATP und Coenzym A — sind essentielle Cofaktoren
des anderen. Es ist durchaus denkbar, daf die Konzentration
dieser Metaboliten einen EinfluB} darauf ausiibt, ob Pyruvat
iiber den Citronensdurezyklus fiir den Energiestoffwechsel
oder iiber Oxalacetat fiir die Gluconeogenese verwendet wird
(siche Abb. 5). Allerdings reichen die vorliegenden Daten bei
weitem nicht aus, um die zahlreichen auf den Pyruvatdehydro-
genase-Multienzymkomplex  einwirkenden  Regulations-
mechanismen quantitativ zu erfassen und ihre Bedeutung fiir
die Aktivitit des Enzyms in vivo abzuschitzen. Viele der
hier geschilderten Experimente sind mit dem gereinigten En-
zym im Reagensglas durchgefiithrt worden und warten noch
auf ihre Bestédtigung durch Versuche mit lebenden Organis-
men. Die Interpretation, daB hier die Schaltstelle zwischen
Energiestoffwechsel und Gluconcogenese vorliegt, bleibt bis
auf weiteres Spekulation. Auch die Beziehung zum Fettsiure-
stoffwechsel ist noch weitgehend unklar. Diese Ubersicht soll
daher iiber eine Zusammenfassung der wichtigsten kinetischen
Daten (Tabelle 2 und 3) und die Andeutungen in Abb. 5
nicht hinausgehen.

Man konnte weiterhin spekulieren, ob durch die drei hier
beschriebenen Ebenen der Regulation (Abschnitt 4.1) eine Ar-
beitsteilung angestrebt wird, etwa in dem Sinne, dafl jede
Ebene fiir eine bestimmte Zeitskala verantwortlich ist. Die
chromosomale Ebene reguliert die Enzymaktivitdt langsam,
im Zeitraum von Stunden und Tagen; die Regulation durch
feed-back erfolgt schnell, innerhalb von Sekunden oder gar
Millisekunden. Die Interkonvertierung fiillt die Liicke im Mi-
nutenbereich, so daB3 die Geschwindigkeit der Pyruvatoxida-
tion sowohl an kurzfristige als auch an langfristige Anderungen
der Anforderungen an den Stoffwechsel angepalit werden kann.
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5. SchluBbemerkungen

5.1. Der Multienzymkomplex — ein Artefakt?

In der Einleitung wurde auf die Moglichkeit hingewiesen,
dafB3 sich bei der Isolierung des Enzyms mehrere Proteine
zu einem Multienzymkomplex zusammenlagern konnten, d. h.
daB3 der Multienzymkomplex vielleicht ein Priparationsarte-
fakt ist. Dafiir spricht, daB es bis heute trotz seiner GroBe
nicht gelungen ist, den Pyruvatdehydrogenase-Komplex elek-
tronenmikroskopisch im Mitochondrion nachzuweisen. Fol-
gende Argumente sprechen jedoch gegen diese Hypothese:

1. Die Assoziation der beteiligten Enzyme ist hochspezi-
fisch. Es konnen z. B. keine Hybridkomplexe mit den Teilenzy-
men des ansonsten sehr dhnlichen a-Ketoglutarsdure-Komple-
xes gebildet werden (wenn man einmal von E 3, dem Flavopro-
tein, absicht, das in beiden Komplexen gleich ist).

2. Die elektronenmikroskopischen Bilder des gereinigten
Komplexes und der Teilenzyme zeigen, da3 die Geometrie
der Komplexe organismus-spezifisch ist. (Da die aus ihnen
gewonnenen Daten mit Messungen der Rontgen-Kleinwinkel-
streuung iibereinstimmen, reprisentieren sie auch keine Arte-
fakte der Fixierung oder Farbung.) Hybride aus Komplexen
verschiedener Organismen werden nicht gebildet.

3. Die Aktivitdt der Enzyme im Komplex ist gréBer als
im isolierten Zustand. So stimuliert z. B. E; die Phosphorylie-
rung von E; durch die Pyruvatdehydrogenase-Kinase erheb-
lich!'°7) Die Kinase ist ferner mit E; assoziiert, ihr Substrat
aber ist E;. Beides macht die Komplexbildung auch in vivo
wahrscheinlich.

Der endgiiltige Beweis fiir das Vorhandensein des Komple-
xes in vivo steht jedoch noch aus.

5.2. Biologische Bedeutung eines Multienzymkomplexes

Bringt es Vorteile fir den Stoffwechsel mit sich, wenn sich
mehrere Enzyme zu Multienzymkomplexen zusammenlagern?
Diese Frage kann hier nur unter zwei Gesichtspunkten gestreift
werden.

1. Ein Multienzymkomplex katalysiert mehrere Reaktions-
schritte, ohne da3 Zwischenstufen das Enzym verlassen und
zum nédchsten Enzym der Stoffwechselsequenz diffundieren
missen. Das kann kinetisch ein Vorteil sein, verhindert aber
auch,dal andere Enzyme um eine der Zwischenstufen konkur-
rieren und sie ,,abzweigen”. Der Komplex .kanalisiert das
Substrat in eine bestimmtc Richtung.

2. Das Zusammenlagern gleicher Polypeptidketten zu oligo-
meren Enzymen ist ein weitverbreitetes Prinzip. Fast alle allo-
sterisch regulierbaren Enzyme sind aus mehreren Polypeptid-
ketten aufgebaut. Der Multienzymkomplex ist vielleicht nur
eine Weiterentwicklung dieses Prinzips. Die Bedeutung von
..Protein-Protein-Wechselwirkungen™ fiir die Regulation von
Enzymaktivitdten 1dBt sich an vielen Beispielen belegen. und
auch beim Pyruvatdehydrogenase-Komplex finden sich erste
Hinweise dafiir (siehe Abschnitt 5.1, Absatz 3).

LidBt man sich durch diese beiden Gesichtspunkte mog-
licherweise vom Sinn des Multienzymkomplexes iiberzeugen,
so bleibt doch die GroBe des Gebildes vorerst noch ein Ritsel.
Warum sind anstatt je einer gleich 18 (E. coli) oder gar
bis zu 60 (Sduger) Polypeptidketten der Teilenzyme in einem
Komplex enthalten? Bringt die daraus resultierende Geome-
trie die aktiven Zentren der Enzyme in eine besonders giinstige
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sterische Anordnung? Fiir die Beantwortung dieser Fragen
reichen die vorliegenden experimentetlen Daten nicht aus.
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Zuschriften sind kurze vorldufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten muB zu erwarten
sein, daB er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr vielen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten, bei Ein-
sendung ihrer Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Veroffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte, von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt, daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des behandelten Gebietes
wendet.

Synthese von tert.-alkyl-substituierten Glycinen!!

Von Ulrich Schéllkopf und Rolf Meyer[’]

Die a-metallierten Isocyanide!?! haben bereits viele neuartige
Zugiinge zu Aminosiuren erdffnet'® 4l Wir méchten nun iiber
eine Synthese von tert.-alkyl-substituierten Glycinen [Typ (4)]

[*] Prof. Dr. U. Schélikopf und Dipl.-Chem. R. Meyer
Organisch-Chemisches Institut der Universitit
34 Gottingen, Windausweg 2
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berichten. Diese Verbindungen werden u. a. in der Mole-
kularbiologie herangezogen, um z. B. den Erkennungsbe-
reich von tRNA-Synthetasen abzugrenzen!®.

Zur Synthese wird an die B-substituierten a-Isocyan-acrylsiu-
reiithylester (/) ein Grignard-Reagens (2) angelagert. Nach
Hydrolyse erhélt man o-tert.-alkyl-substituierte a-lsocyan-es-
sigsduredthylester (3), die sich (hier wie sonst!*)) in guten
Ausbeuten in Aminosdure-Derivate (4) umwandeln lassen.
Soweit bisher gepriift, sind beim Additionsschritt (1)—(3)
die Ausbeuten mit Methylmagnesiumhalogenid [R*=CH3 in
(2)] unbefriedigend — vermutlich deshalb, weil dieses relativ
kleine Reagens bevorzugt an die Estercarbonylgruppe addiert.

; e e toR=MgBr (2) gt s
Rl\ AN=C 2. n® }I{ ITI:C
JEREN —— R'-C-CH-CO,CH;
R2 C02C2H5 11{2
& (3)

Rr? I}IHCHO
R-C-CH-CO,H (4)
B2

KO/ C,l15011
—_———

Allgemeine Arbeitsvorschrift:

Alle Versuche wurden unter Stickstoff durchgefithrt. Zur Lo-
sung von 40 mmol (2) (dargestellt in situ aus Alkylbromid
und Magnesium)in 50 ml Ather (nicht aber Tetrahydrofuran®™)
tropfte man unter Riihren (Magnetriihrer) in 30 min bei —5°C
die Lésung von 20 mmol (/)!®in 20 ml Petroldther und 20 ml
Ather. Das Additionsprodukt fiel dabei als brauner ., Teer* aus
und durfte nicht durch Zugabe von weiterem Losungsmittel in
Losung gebracht werden, weil sich sonst kein (3) isolieren lief3.
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