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Austausch von Untereinheiten zwischen Enzymen aus verschiedenen Or-

ganismen in vitro: Enzymchimiiren

Von Guido R. Hartmann(’]

Professor Feodor Lynen zum 65. Geburtstag gewidmet

Die Mehrzahl der intrazelluliren Enzyme ist aus mehreren gleichen oder verschiedenen
Untereinheiten aufgebaut. Je weiter die Organismen, aus denen ein Enzym isoliert wird, phyloge-
netisch voneinander entfernt sind, um so groBer sind die Unterschiede in der Aminoséduresequenz.
Dennoch konnte in zahlreichen Fillen zwischen chemisch derart verschiedenen Untereinheiten
spezifische Assoziatbildung oder sogar die Entstehung von Enzymchiméren beobachtet werden.
Sie lassen sich nicht nur iiber die Grenze zwischen verwandten Organismen bilden, sondern
auch iiber die tiefe Kluft zwischen kernlosen und kernhaltigen Zellen. Der Austausch von
Untereinheiten zwischen Enzymen mit gleichartiger Aktivitét, aber verschiedener Herkunft
1dBt sich mit der Vorstellung verstehen, daB die Enzyme funktionell festgelegte Typen von

Raumstrukturen besitzen.

1. Einfiihrung

Die Sequenz der Aminosiuren in den Proteinen ist auBeror-
dentlich verschieden. Selbst Enzyme gleicher katalytischer
Wirkung sind in ihrer Aminosiurezusammensetzung bei ver-
schiedenen Organismen keineswegs gleich. Ein besonders gut
untersuchtes Beispiel ist Cytochrom c, das aus Pflanzen wie
auch aus niederen und héheren Tieren isoliert worden ist
und bei dem man Linge und Aminosduresequenz der Polypep-
tidkette bestimmt hat. Trotz gleicher biologischer Funktion
finden sich deutliche Unterschiede in der Linge der EiweiBket-
te und ganz erhebliche Variationen in der Folge der Aminosiu-
ren. Die Unterschiede sind dabei um so groBer, je weiter
die untersuchten Organismen phylogenetisch voneinander ent-
fernt sind!!!. Damit ist dem Polymorphismus der Enzyme
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noch keine Grenze gesetzt, zeigt doch das Vorkommen von
Isoenzymen, daB selbst in einem Organismus mehrere im
molekularen Bau verschiedene Formen eines Proteins mit
gleicher katalytischer Spezifitit auftreten!?.

Die Aminosiuresequenz in der Polypeptidkette determiniert
unter natiirlichen Bedingungen auch die biologisch aktive
Raumstruktur: Enzyme, die auf irgendeine Weise ihre dreidi-
mensionale Struktur ohne Verletzung der Polypeptidkette ver-
loren haben, falten sich spontan, wenn auch verschieden
schnell, wieder in ihre urspriingliche Form zuriick!®. Entspre-
chend der groBen Vielfalt von Aminosduresequenzen in Poly-
peptidketten sollte daher in der Natur auch eine ebenso grofie
Zahl von Proteinraumstrukturen vorkommen.

Die meisten intrazelluliren Enzyme enthalten mehr als eine
Polypeptidkette!*. Man unterscheidet die homopolymeren
Enzyme, die aus einer sehr oft geradzahligen Anzahl gleicher
Untereinheiten bestehen, von den heteropolymeren Enzymen,
die aus verschiedenen Untereinheiten zusammengesetzt sind.
Die isolierten Untereinheiten sind meist, wenn auch nicht
immer, inaktiv.
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Der Zusammenhalt zwischen den Untereinheiten im kom-
pletten und aktiven Enzym wird durch hochspezifische Wech-
selwirkungen vermittelt, die in der Aminosduresequenz der
Untereinheiten festgelegt sind, denn auch aus Untereinheiten
bestehende Enzyme renaturieren nach der vélligen Auffaltung
der Polypeptidketten spontan wieder zur biologisch aktiven
Quartirstruktur!®. Die hohe Spezifitéit der Assoziation zwi-
schen den Untereinheiten eines Enzyms zeigt sich daran, daB3
sich aus einer Mischung verschiedener dissoziierter polymerer
Enzyme bei der Renaturierung die urspriinglichen Aktivititen
der einzelnen im Ansatz vorhandenen Enzyme wieder einstel-
len!®). Die Analyse normaler und pathologischer Himoglobine
hat gezeigt, daB fiir die Assoziation zur aktiven Quartérstruk-
tur genau zueinander passende Kontaktflachen der Unterein-
heiten notwendig sind. Schon sehr geringe Anderungen, wie
der Austausch einer einzelnen Aminosiure, konnen hier
storen!'”)

Nach diesen Uberlegungen sollte man kaum erwarten, da
sich die Untereinheiten oligomerer Enzyme iiber Speziesgren-
zen hinweg miteinander zu katalytisch aktiven Hybridstruktu-
ren vereinigen kénnen. Die meist betrachtlichen Unterschiede
inden Aminosduresequenzen von Proteinen gleicher Funktion
aus verschiedenen Organismen sollten eine Assoziation nicht
zulassen. Uberraschenderweise haben mehrere experimentelle
Untersuchungen ergeben, daB sich derartige, nach einem anti-
ken Fabelwesen (vgl. Homer, llias, 6. Gesang, Vers 181) als
Enzymchimiren bezeichnete Assoziate aus speziesverschiede-
nen Untereinheiten dennoch in vitro und sogar in vivo bilden
und enzymatisch aktiv sein kdnnen.

2. Hybride homopolymerer Enzyme

2.1. Hybride dimerer Enzyme

Ein Beispiel fur eine intergenerische Hybridbildung (durch
Austausch von Untereinheiten) ist schon lange bei der alkali-
schen Phosphatase (EC 3.1.3.1) aus Bakterien bekannt. Dieses
Enzym liegt unter bestimmten Bedingungen als Dimer aus
zwei gleichen Untereinheiten vor. Es wurde sowohl aus Esche-
richia coli wie aus Serratia marcescens isoliert. Chemisch sind
beide Proteine sehr verschieden. So unterscheiden sich die
Muster der Peptide, die beim Abbau mit Trypsin entstehen.
Auch reagiert ein Antiserum, das gegen die Phosphatase aus
Escherichia coli hergestellt worden ist, kaum mit dem Enzym
aus Serratia marcescens.

Dissoziiert man beide Enzyme mit 6 M Harnstoff in Gegen-
wart von Thioglykolsiure in ihre Untereinheiten, vereinigt
die beiden Ldsungen und hebt die Wirkung des Denaturie-
rungsmittels durch Verdiinnen auf, so bildet sich bei mehrstiin-
diger Inkubation bei 37 °C ein erheblicher Teil der enzymati-
schen Aktivitat zuriick. Bei der elektrophoretischen Analyse
findet man nicht nur die beiden durch ihre verschiedene Wan-
derungsgeschwindigkeit charakterisierten Banden der ur-
spriinglichen Enzyme, sondern auch Protein mit einer elektro-
phoretischen Beweglichkeit, die zwischen den Werten fiir die
Ausgangsenzyme liegt. Aus den zahlreichen Untersuchungen
{iber Isoenzyme!? weifl man, daB das unter diesen Bedingun-
gen beobachtete Auftreten von Proteinen mit gedinderter elek-
trophoretischer Beweglichkeit die Bildung von Hybriden, d. h.
von Assoziaten aus Untereinheiten der beiden urspriinglich
eingesetzten Enzyme anzeigt. Levinthal et al.'® schlieBen daher
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mit Recht, daB auch in diesem Experiment, in das zwei spezies-
verschiedene Enzyme eingesetzt wurden, entsprechend Glei-
chung (1)

(°U);+(*U), - 2(°U*L) (1

ein Hybrid aus einer Untereinheit ‘U des Escherichia-coli-En-
zyms und einer Untereinheit *U des Serratia-marcescens-En-
zyms entstanden ist. Offensichtlich kommt es zwischen den
heterologen Untereinheiten zu Protein-Protein-Weéchselwir-
kungen, die denen zwischen den autologen Untereinheiten
dhnlich sind!®. Das elektrophoretisch abgetrennte Hybrid pro-
tein zeigt Phosphataseaktivitdt. Diese muf3 allerdings nicht
vom Hybrid selbst verursacht sein. Sie konnte auch von den
unter den Bedingungen der Aktivitdtsbestimmung im Disso-
ziationsgleichgewicht (2)

2(°UU) = 2°U +2°U =(°U),+(*U), 2

vielleicht vorhandenen monomeren Untereinheiten oder El-
ternenzymen herriihren. In diesem Zusammenhang ist die Be-
obachtung zu erwidhnen, dal das Gleichgewicht (2) von
Fremdmolekiilen in beide Richtungen verschoben werden
kann!®!,

2.2. Hybride tetramerer Enzyme

Bei der Reaktion zwischen den Untereinheiten U tetramerer
homopolymerer Enzyme aus zwei Organismen a und b kénnen
sich mehrere Hybride bilden. Schon von der stochiometrischen
Zusammensetzung her sind drei Hybride (*UPU,; *U,®U,;
23U ;°U) moglich. Aber auch bei gegebener Zusammensetzung
sind verschiedene rdumliche Anordnungen im Assoziat (planar
oder tetraedrisch) moglich. Da die Gleichgewichte zwischen
den verschiedenen Raumstrukturen bei den Hybriden anders
als beiden Elternenzymen liegen konnen, treten unter Umstin-
den noch weitere Molekiilspezies auf!'®. Uber die Existenz
der vielen denkbaren Interspezies-Hybride entscheiden nicht
nur die thermodynamischen, sondern auch die kinetischen
Faktoren der Bildung und des Zerfalls!!'l, Daher wird die
Zahl der beobachtbaren Hybride von Fall zu Fall verschieden
sein.

Beispiele fiir die Chimérenbildung bei Enzymen, die aus
vier gleichen Untereinheiten aufgebaut sind, wurden bei der
Schiff-Basen bildenden Aldolase (EC 4.1.2.13){'27 !5 der L-
Lactat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.27)'~ '8 und der p-Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (EC 1.2.1.12)t'!- 1923
beobachtet. Die Bildung von Interspezies-Hybriden wird bei
diesen Enzymen dadurch begiinstigt, daB sie sich unter relativ
milden Bedingungen dissoziieren lassen. Entsprechend be-
schleunigen Effektoren, welche die Dissoziation der Enzyme
in die Untereinheiten fordern, wie ATP im Fall der p-Glycerin-
aldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase!??], die Hybridbildung
sehr.

Es zeigt sich,daB der phylogenetische Abstand der miteinan-
der hybridisierenden Untereinheiten sehr groB sein kann und
den Gesamtbereich der Eukaryonten umfaBt (z.B.
Rind x Kaninchen!'*, Forelle x Kaninchen!??, Drosophi-
la x Kaninchen!'*,  Spulwurm x Kaninchen!'% 2!} He-
fe x Kaninchen!'® 2% 23) In einer Reihe von Fillen sind die
assoziierten Polypeptidketten chemisch so weit voneinander
verschieden, daB sie immunologisch nicht mehr kreuzreagie-
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[
R-CHy~N-C-NH, + ATP — R-CH,-N-C-NH-PO,H, + ADP

R
R

ren. Der Nachweis der Hybridbildung erfolgte in den meisten
Fillen durch die von den Ausgangsenzymen verschiedene elek-
trophoretische Beweglichkeit der Produkte. Dies weist aller-
dings nur auf die Assoziation der Untereinheiten verschiedener
Herkunft hin. Ob und in welchem Umfang die beobachtete
enzymatische Aktivitdt auf die Hybride zuriickzufiihren ist,
1dBt sich aus den beim intergenerischen Hybrid der alkalischen
Phosphatase angefiihrten Griinden nicht sagen (Abschnitt 2.1).

2.3. Hybride zwischen Enzymen verwandter Aktivitiit

Besonders bemerkenswert ist die Chimarenbildung zwischen
den Untereinheiten der Kreatinkinase (EC 2.7.3.2) aus Kanin-
chenhirn und der L-Argininkinase (EC 2.7.3.3) der Seegurke.
In diesem Fall handelt es sich um zwei Enzyme, die sich
nicht nur in ihrer Herkunft, sondern auch, trotz aller Ahnlich-
keit der katalysierten Reaktionen, durch das von ihnen umge-
setzte Substrat unterscheiden. Beide Enzyme bestehen aus
zwei Untereinheiten mit relativen Molekiilmassen von ca.
40000. Dissoziiert man eine Mischung der beiden Enzyme
mit Harnstoff in die Untereinheiten und analysiert nach der
Reaktivierung die vorhandenen Proteine, so findet man ein
neues Protein, dessen elektrophoretische Wanderungsge-
schwindigkeit zwischen den Werten der urspriinglichen Enzy-
me liegt!2*, Es handelt sich wohl um das Hybridenzym, denn
in dieser Proteinzone wird die Umsetzung sowohl von Kreatin
als auch Arginin zu den entsprechenden phosphorylierten Pro-
dukten nach Gleichung (3) katalysiert, wihrend die Ausgangs-

NH ;I\ITH
R’ R’
(3)
= COO0%, R' = CHy: Kreatin
= (CHa)y-CH(NH,)-COO®,R' = H: Arginin

enzyme nur je eines der beiden Substrate umsetzen. Allerdings
mul} aus den gleichen Griinden, die bei der Chimire der
Phosphatase angefiihrt wurden, die Umsetzung beider Substra-
te in der Proteinzone nicht unbedingt auf das Hybrid selbst
zuriickzufiihren sein.

Hybridisierungen zwischen Untereinheiten von Enzymen
verschiedener Spezifitit scheinen sogar in vivo vorzukommen.
So wurden aus einem Pseudomonas-Stamm neben einer Dehy-
drogenase (EC 1.2.1.24), die Bernsteinsduresemialdehyd mit
NAD™ nach Gleichung (4) zu Bernsteinsdure umsetzt, und

HOOC-CH,-CH,—CHO + NAD* + H,0 == (
4)
HOOC—CH,-CH,—COOH + NADH + H*

einer chromatographisch davon verschiedenen Dehydrogena-
se (EC 1.2.1.19), die 4-Aminobutanal nach Gleichung (5) mit
NAD™ in y-Aminobuttersdure iiberfiihrt, noch zwei weitere

H,N-CH,—CH;~CH,—~CHO + NAD* + F,0 — 6

H,N-CH,—CH,-CH,~COOH + NADH + H¥

Dehydrogenasen isoliert, von denen jede beide Substrate um-
setzen kann. Letztere sind aufgrund ihrer relativen Molekiil-
massen, ihres Aufbaus aus verschiedenen Untereinheiten und
ihrer antigenen Eigenschaften Hybride der beiden zuerst ge-
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nannten Enzyme!?%). Bemerkenswert ist, daB3 die Untereinhei-
ten der beiden Elternenzyme trotz des betrdchtlichen Unter-
schieds von ca. 20000 zwischen ihren relativen Molekiilmassen
in den Hybriden mit der gleichen Stochiometrie assoziieren.

3. Hybride heteropolymerer Enzyme

3.1. Hybride von Enzymen mit zwei verschiedenen Untereinhei-
ten

Bei Hybriden homopolymerer Enzyme ist es aus den in
Abschnitt 2.1 diskutierten Griinden sehr schwierig nachzuwei-
sen, daB die Enzymaktivitdt, die in den elektrophoretisch iso-
lierten Proteinen beobachtet wurde, wirklich den Enzymchi-
méren zukommt. Erst dies wiirde zeigen, daB auch die heterolo-
gen Untereinheiten so spezifisch miteinander assoziieren wie
die autologen Untereinheiten in den aktiven Elternenzymen.
Die Frage ldBt sich mit Hybriden von Enzymen, die aus
verschiedenen Untereinheiten (etwa o und B) aufgebaut sind,
viel leichter beantworten. Hier besitzen namlich die isolierten
Untereinheiten o und B fiir sich keine oder eine andere biologi-
sche Aktivitdt als der Gesamtkomplex (af)). Findet man in
einer Mischung etwa der Untereinheit “a aus der Spezies
amit der Untereinheit °B aus der Spezies b die charakteristische
Aktivitit des kompletten Elternenzyms (), dann ist nachge-
wiesen, daf} die Wechselwirkungen zwischen den heterologen
Untereinheiten in der Enzymchimire (*a«°f) denen in den El-
ternenzymen (“a*p) und (o), soweit sie fiir die Entstehung
der katalytischen Aktivitidt notwendig sind, entsprechen.

Die bakterielle Tryptophansynthase (EC 4.2.1.20) besteht
aus zwei verschieden groBen Untereinheiten, die sich leicht
voneinander trennen lassen. Die isolierten Untereinheiten sind
zwar enzymatisch aktiv, vermogen aber im Gegensatz zum
kompletten Enzym nicht die Umsetzung von Indol-3-glycero-
phosphat mit Serin zu Tryptophan und D-Glycerinaldehyd-3-
phosphat zu katalysieren. Es ist gelungen, die beiden Unterein-
heiten aus einer Reihe von Enterobacteriaceen (z. B. Escheri-
chia coli, Salmonella dysenteriae, Enterobacter aerogenes, Serra-
tia marcescens ) iiber die Speziesgrenzen hinweg trotz teilweise
betriachtlicher Unterschiede in der Aminosiduresequenz mitein-
ander zu Hybriden zu vereinigen, welche die Aktivitdt der
kompletten Elternenzyme aufweisen!2®~ 281 In einigen Fillen
gelang es sogar, Hybride aus Untereinheiten von Enzymen
gramnegativer und grampositiver Mikroorganismen!2% 3, ja
sogar von Enzymen aus Bakterien und Griinalgen!3"! zu bil-
den.

Aktive Enzymhybride konnten auch aus dem aus zwei ver-
schiedenen Untereinheiten (o und B) aufgebauten bakteriellen
Anthranilatsynthase-Komplex (EC 4.1.3.27) erhalten werden.
Allerdings fiihrt nicht jede Kombination einer Untereinheit
aus einem Bakterium a mit einer Untereinheit aus einem
anderen Bakterium b zu einem aktiven Hybrid [Gleichungen
(6a) und (6b)]. Wenn

%+ 5B — (*a°B) aktiv, (6a)
ist nicht immer auch
b + 4B — (Pa®B) aktiv. (6b)

Indiesen Versuchen waren die Untereinheiten von Enzymen
aus so verschiedenen Klassen der Eubakterien wie Bacillus,
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Pseudomonas, Acinetobacter oder Enterobacter miteinander in-
kubiert worden!*2~ 3¢], DaB nicht immer enzymatische Aktivi-
tit entsteht, zeigt, daB die biologische Diversifikation doch
auch zu Verdnderungen an den fiir die Wechselwirkungen
zwischenden Untereinheiten wesentlichen Bereichen der Poly-
peptidketten fiihren kann.

Selbst aus bakteriellen Proteinkomplexen, in denen eine
Untereinheit die gesamte Reaktion katalysiert, wihrend die
andere Untereinheit nur die Bindungsstelle eines allosterischen
Effektors trigt, lassen sich in vitro Chimiren gewinnen, die
dhnlich den Elternenzymen allosterisch reguliert werden kon-
nen. Dies wird durch die Bildung von zwei aktiven Hybriden
der Aspartat-Transcarbamylase (EC 2.1.3.2) mit allosterischer
Kontrolle aus den isolierten Untereinheiten von Escherichia
coli und Salmonella typhimurium bewiesen!®".

Den Beispielen aus dem Reich der Prokaryonten lassen
sich Enzymchimiren aus heteropolymeren Enzymen zur Seite
stellen, die in Eukaryonten vorkommen. So kénnen die o-
und B-Polypeptidketten des Himoglobins aus so verschiede-
nen Vertebraten wie Elefant, Esel, Maus und Frosch miteinan-
der zu Hybriden assoziieren!*®), die, soweit gepriift, die charak-
teristische protonenabhingige Sauerstoffaufnahme des kom-
pletten Tetramers zeigen!*%).

3.2. Hybride von Enzymen mit mehreren verschiedenen Un-
tereinheiten

3.2.1. Hybride der DNA-abhiéngigen RNA-Polymerase

Eine iiber besonders weite Bereiche sich erstreckende, ge-
naue Paflform und damit sehr enge und spezifische Wechsel-
wirkungen zwischen den Untereinheiten diirfen wir bei solchen
Proteinen erwarten, die aus mehreren verschiedenen Polypep-
tidketten aufgebaut sind und die unter biologischen Milieube-
dipgungen nicht dissoziieren.

Ein Beispiel hierfiir ist die bakterielle DNA-abhingige RNA-
Polymerase (EC 2.7.7.6). Dieses Enzym katalysiert die Synthese
von RNA aus Ribonucleosidtriphosphaten, gesteuert durch
eine als Matrize wirkende DNA. Das Enzym wird aus Bakteri-
en in der Regel als Komplex aus vier verschiedenen Proteinun-
tereinheiten o, B, B’ und ¢ mit der stéchiometrischen Zusam-
mensetzung a,fp’c isoliert. Nur die Untereinheit o 1408t sich
in einigen Fillen schon ohne aggressivere MaBnahmen durch
Ionenaustauschchromatographie vom Gesamtkomplex ab-
trennen. Der Restkomplex mit der stochiometrischen Zusam-
mensetzung o BB’ ist dagegen so stabil, daB er nur in Netzmit-
teln wie Dodecylsulfat oder in 6 M Harnstoff dissoziiert. Keine
der isolierten Untereinheiten zeigt irgendeine enzymatische
Aktivitidt. Aus diesem Grund kann auch nicht gepriift werden,
ob sich die Funktion einer einzelnen Untereinheit im katalysie-
renden Gesamtkomplex von Bakterienart zu Bakterienart in-
dert. DaB die DNA-abhingige RNA-Polymerase keineswegs
in allen Organismen proteinchemisch gleich oder auch nur
dhnlich ist, erkennt man aus dem Vergleich der RNA-Polyme-
rase aus Escherichia coli mit dem Enzym aus einigen Bakterio-
phagen oder aus Mitochondrien, das nur eine einzige Polypep-
tidkette enthlt(*0~43, Aber auch schon bei Bakterien sind
zwischen den Untereinheiten aus verschiedenen Spezies deut-
liche Unterschiede in der GroBe (Tabelle 1) und in der Ladung
zu beobachten!** 43), Ebenso sind die bakteriellen RNA-Poly-
merasen auch in ihren antigenen Eigenschaften sehr verschie-
den. So reagiert weder das Enzym aus Escherichia coli mit
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dem Antikorper gegen das Enzym aus Micrococcus luteus,
noch das Micrococcus-Enzym mit dem Antikorper gegen das
Coli-Enzym!#53l,

Tabelle 1. Relative Molekiilmassen der Untereinheiten der RNA-Polymerase
aus Escherichia coli und Micrococcus luteus [45].

Untereinheit E. coli M. luteus
kleinste Untereinheit (a) 39000 44000
mittelgroBe Untereinheit (o) 95000 80000
zweitgroBie Untereinheit (B) 155000 146000
groBte Untereinheit (') 165000 151000

Dennoch erlaubt der Vergleich der physikalischen Daten
keinen Vergleich der Funktionen der Untereinheiten. In sol-
chen Fillen kann nur der gegenseitige Austausch der Unterein-
heiten die funktionelle Aquivalenz beweisen. Ein solcher Aus-
tausch wurde bei zwei Bakterien, die aufgrund der Zusammen-
setzung ihrer DNA und aller anderen taxonomischen Kriterien
sehr verschieden sind, nimlich dem gramnegativen Escherichia
coli und dem grampositiven Micrococcus luteus, eingehend
untersucht. Es gelang, in der RNA-Polymerase aus Escherichia
coli die Untereinheiten «, B’ und o durch die dhnlichen, aber
nicht gleich groBen Untereinheiten des Micrococcus-Enzyms
zu ersetzen; mit diesen Enzymchimiren konnte eine DNA-ab-
hidngige RNA-Synthese beobachtet werden. In gleicher Weise
fiihrte der Ersatz der kleinsten und der zweitgroBten Unterein-
heit in der Micrococcus-luteus-Polymerase durch Untereinhei-
ten des Escherichia-coli-Enzyms zu aktiven Enzymchimiren
(Tabelle 2)4% 46l _ Versuche, aktive Hybride zu erhalten,
die neben der groBten Untereinheit aus Escherichia coli die
zweitgroBte aus Micrococcus luteus enthalten, schlugen bisher
fehl.

Tabelle 2. Austausch der Untereinheiten der RNA-Polymerasen aus Escheri-
chia coli und Micrococcus luteus [45, 46]. +: Bildung einer katalytisch
aktiven Chimire; — : keine Enzymaktivitdt nachweisbar.

in der M.-luteus-
RNA-Polymera-
se

in der E.-coli-
RNA-Polymerase

Untereinheit
ausgetauscht

kleinste Untereinheit (o)
mittelgroBe Untereinheit (o)
zweitgrofte Untereinheit (B)
groBte Untereinheit ()

o+
I+ 1+

Die entstandenen Chimdren sind, bezogen auf die Menge
des eingesetzten Proteins, unterschiedlich aktiv. Ob die in
manchen Fillen geringe Aktivitit auf eine ungiinstige Lage
des Assoziationsgleichgewichts zwischen den Untereinheiten
zuriickzufiihren ist oder ob der gebildete Hybridkomplex eine
geringe spezifische Aktivitit besitzt, ist noch nicht entschieden.
Hier wie bei allen anderen Beispielen intergenerischer Enzym-
hybride steht die genaue, vor allem auch physikalisch-chemi-
sche Charakterisierung noch aus.

Die verschiedenen Untereinheiten miissen in beiden Bakteri-
en im Verlauf der Katalyse der RNA-Synthese jeweils dhnliche
Funktionen wahrnehmen. Andernfalls wire die Beobachtung
nicht zu verstehen, daB jede Untereinheit mindestens in einem
der beiden Enzyme durch eine entsprechende Untereinheit
aus dem anderen Bakterium ersetzt werden kann. AuBerdem
kann jede Untereinheit nur eine einzige Untereinheit in der
Polymerase des anderen Bakteriums ersetzen. Damit ist eine
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eindeutige funktionelle Zuordnung der Untereinheiten aus
beiden Bakterien gegeben. Bei der divergierenden Entwicklung
der beiden Bakterienstimme kann somit kein (Jbergang von
funktionellen Aufgaben bei der RNA-Synthese von einer Poly-
merase-Untereinheit auf eine andere erfolgt sein.

Die Austauschbarkeit der Untereinheiten zwischen verschie-
denen Arten von Bakterien ist ein starkes Indiz dafiir, daB
nicht nur die Funktion, sondern auch die fiir die gegenseitige
spezifische Assoziation erforderliche PaBform der Untereinhei-
ten sehr dhnlich ist. Andernfalls wire die Bildung funktions-
tiichtiger Enzymchimiren kaum zu verstehen. Die Ahnlich-
keit der einander entsprechenden Untereinheiten aus verschie-
denen Bakterien ist so groB, daB sich sogar Mutationen in
den Untereinheiten iiber die taxonomischen Grenzen hinweg
auswirken kénnen. So bewirkt z B. eine Mutation im Gen
der B-Untereinheit der RNA-Polymerase aus Escherichia coli,
daB dieses Enzym durch das Antibioticum Rifampicin nicht
mehr gehemmt wird*’). Baut man diese mutierte Unterein-
heit in die rifampicin-empfindliche RNA-Polymerase aus Mi-
crococcus luteus ein, so ist die gebildete Enzymchimaire resistent
gegeniiber dem Antibioticum45!

Hybridisierungen des Restkomplexes a,pf’ mit der Un-
tereinheit o gelangen zwischen so verschiedenen Bakterien
wie Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus megatherium,
Bacillus cereus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aerugino-
sa und Micrococcus luteus!'*® 46 48-521 Der Erfolg IdBt sich
leicht am Entstehen der fiir das komplette Enzym o,pp'c
charakteristischen enzymatischen Aktivitdt erkennen. Sogar
in den Chloroplasten der einzelligen Alge Chlamydomonas
reinhardtii wurde ein Protein entdeckt, das auf den Restkom-
plex o ,Bf’ der RNA-Polymerase aus Escherichia coli wie dessen
o-Untereinheit wirkt!®31

Wenn die Untereinheit o eines Bakteriums a mit dem hetero-
logen Restkomplex eines anderen Bakteriums b reagiert, dann
bildet nicht immer auch die Untereinheit o des Bakteriums
b mit dem Restkomplex aus a eine aktive Enzymchimire.
Man kann diese Beobachtung dazu benutzen, mit Hybriden
zu priifen, welche Untereinheit im Restkomplex o,pf’ fur
die Wirkung von o besonders wichtig ist. Demnach ist in
Escherichia coli fir die Wirkung von ¢ die Untereinheit p’
wesentlich!#%), denn nur, wenn ein RNA-Polymerase-Hybrid
die p’-Untereinheit aus Escherichia coli enthdlt, kann o aus
Escherichia coli den Restkomplex o ,Bp’ zur aktiven Polymera-
se erginzen!*®] Alle diese Ergebnisse stiitzen die Vorstellung
von einer prinzipiell gleichartigen Organisation des RNA-Syn-
thesesystems bei Bakterien.

3.2.2. Hybride bakterieller Ribosomen

Ahnliche Beobachtungen wie mit der RNA-Polymerase wur-
den mit Ribosomen aus Bakterien gemacht. Ribosomen kataly-
sieren die Synthese von Proteinen aus aktivierten Aminosauren
ander mRNA unter Beteiligung mehrerer ,l6slicher” Proteine.
Ribosomen bestehen aus einer groBeren und einer kleineren
Untereinheit, die sich ihrerseits aus RNA und 34 bzw. 20
Polypeptiden zusammensetzen. Schon 1966 wurde beobachtet,
daB sich die beiden Ribosomenuntereinheiten aus grampositi-
vem Bacillus subtilis und gramnegativem Escherichia coli
kreuzweise hybridisieren lassen!**. Die funktionelle Aquiva-
lenz der Untereinheiten und ihre fiir die katalytisch aktiven
Wechselwirkungen notwendigen Kontaktflichen miissen also
bei der Evolution der Ribosomenstruktur erhalten geblieben
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sein. Die funktionelle Verwandtschaft reicht sogar bis zu den
einzelnen Proteinen, denn es ist bei der Rekonstitution der
kleineren Ribosomen-Untereinheit aus den isolierten
Proteinen und der RNA gelungen, nahezu jedes ribosomale
Escherichia-coli-Protein durch ein dquivalentes Protein aus
Bacillus stearothermophilus zu ersetzen, obwohl einige der Ba-
cillus-stearothermophilus-Proteine nach Aminosdurezusam-
mensetzung, Verhalten in der Elektrophorese und immunche-
mischen Kriterien ganz verschieden von den entsprechenden
Escherichia-coli-Proteinen sind!®>.

Einige ribosomale Proteine sind fiir speziesspezifische Be-
sonderheiten verantwortlich, die sich beispielsweise bei der
Proteinsynthese an der RNA des Bakteriophagen R 17 bemerk-
bar machen. Solche Besonderheiten treten auch in den Chimad-
ren beim Einbau dieser Proteine in heterologe Ribosomen
aufl®® %7 Im iibrigen lassen sich nicht nur ribosomale
Proteine, sondern auch ribosomale RNA zwischen den Riboso-
men verschiedener Bakterien austauschen!®8l

3.2.3. Hybridisierungen mit ,|oslichen* Proteinfaktoren

An der Proteinsynthese sind auBer den Ribosomen noch
,losliche* Proteinfaktoren beteiligt, die auf die an den Riboso-
men ablaufenden Vorginge wirken. ,Ldsliche* Proteine aus
verschiedenen Bakterien waren trotz eindeutiger immunchemi-
scher Unterschiede an heterologen Ribosomen wirksam!%?~
621 Dijese Feststellung gilt iibrigens nicht nur fiir das Protein-
synthesesystem aus Prokaryonten, sondern auch fiir das aus
Eukaryonten!¢3 ¢4 In Verbindung mit dem Nachweis von
Chimidren der RNA-Polymerase und der Ribosomen legen
allediese Versuche nahe, daB bei den Prokaryonten das gesam-
te Transkriptions- und Translationssystem trotz der nachge-
wiesenen Unterschiede zwischen den Komponenten aus ver-
schiedenen Bakterien funktionell gleichartig aufgebaut ist.

Auch in anderen komplexen Biosynthesesystemen hat man
ein Zusammenwirken von Proteinen sehr verschiedener Her-
kunft aufzeigen kénnen. So kann z. B. im Multienzymsystem
der Fettsduresynthese von Escherichia colidas Acylcarrierpro-
tein durch das analoge Protein aus Agrobacterium tumefaciens
oder aus den Chloroplasten des Mesoderms der Avocadobirne
ersetzt werden!®3, Im Bereich der Vertebraten ist das fir
die Muskelkontraktion notwendige Vielkomponentensystem
zunennen. Inihm kann z. B. die Ca2*-bindende Troponin-Un-
tereinheit des Kaninchens durch ein entsprechendes Protein
aus einer Krabbe ersetzt werden!¢®.

4. Hybride zwischen Proteinen aus Pro- und Eukaryon-
ten

Zwischen den zellkernlosen Prokaryonten und den zellkern-
haltigen Eukaryonten scheint in der Natur eine tiefe Kluft
zu bestehen!®”!. Damit stellt sich die Frage, wie weit Protein-
Untereinheiten ihre Funktion und vielleicht sogar ihre Fahig-
keit zum funktionellen Zusammenwirken iiber die Grenze
zwischen den Prokaryonten und Eukaryonten bewahrt haben.
Assoziatbildung wurde zwischen den Untereinheiten der D-
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase aus Escherichia
coli und Kaninchen oder Schwein beobachtet!?3. Gleiches
wurde fiir die Untereinheiten der Triosephosphat-Isomerase
(EC 5.3.1.1) aus Bacillus stearothermophilus und Huhn berich-
tet!23 Auch an Ribosomen liegen erste Untersuchungen vor.
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Die Ribosomen-Untereinheiten von Eukaryonten sind deut-
lich groBer als die entsprechenden Untereinheiten aus Bakteri-
en. Dennoch kann die kleine Ribosomen-Untereinheit der
Krabbe Artemia salina, eines Eukaryonten, mit der groflen
Ribosomen-Untereinheit aus Escherichia coli zu einer wenn
auch begrenzten funktionellen Wechselwirkung (ndmlich nur
inder Katalyse der von Polyuridylsidure abhingigen Dipeptid-
synthese) zusammenwirken. Die physikalisch-chemischen
Wechselwirkungen zwischen diesen phylogenetisch derart ver-
schiedenen Untereinheiten sind sehr schwach. Zum Nachweis
der Assoziation wurde wihrend der Dipeptidsynthese Glutar-
dialdehyd als Vernetzungsreagens zugegeben; die so durch
kovalente Verbriickung stabilisierten Hybridribosomen lieBen
sich durch ihre Sedimentationsgeschwindigkeit in der Ultra-
zentrifuge nachweisen!®®. In einem anderen Fall konnte das
Zusammenwirken der kleinen eukaryotischen Ribosomen-Un-
tereinheit aus Chlorella mit der groBen Untereinheit aus Bakte-
rien durch die risosomenabhingige Synthese von Guanosinte-
tra- und -pentaphosphat nachgewiesen werden!¢®!,

SchlieBlich gelang es, zwei saure ribosomale Proteine aus
eukaryotischen Ribosomen der Hefe abzutrennen und durch
zwei ribosomale Proteine aus Escherichia coli funktionell zu
ersetzen!’. In diesem Fall besteht allerdings eine immunolo-
gisch nachweisbare Verwandtschafti’'l, ‘

5. SchiuBfolgerungen

Den zahlreichen Beispielen fiir Enzymchimiren, die sich
in vitro bilden koénnen, lassen sich andere zur Seite stellen,
die in vivo, etwa bei der Kreuzung genetisch verwandter He-
fen!”? oder nach der Fusion somatischer Zellen so verschiede-
ner Herkunft wie Hamster, Maus, Mensch oder Ratte!”3]
entdeckt wurden. Selbst hybride Immunglobuline, die aus Po-
lypeptidketten von Maus und Mensch aufgebaut sind, wurden
beobachtet!’#. Der Austausch von Untereinheiten zwischen
Proteinen aus verschiedenen Organismen ist somit kein Son-
derfall. Thm kommt vielmehr im Gesamtbereich des Lebendi-
gen allgemeine Bedeutung zu.

Wie kann man verstehen, daB3 Untereinheiten sehr verschie-
dener Herkunft, die in ihrer Linge, ihrer Aminosidurezusam-
mensetzung und -sequenz sowie in ihren antigenen Eigenschaf-
ten sehr verschieden sind, sich in oligomeren Enzymen gegen-
seitig ersetzen konnen? Untersuchungen, besondersam Himo-
globin!”), haben gezeigt, daB fiir ein Zusammenwirken ver-
schiedener Polypeptidketten in einem Aggregat genau zueinan-
der passende Kontaktflichen Voraussetzung sind. Demnach
muB man vermuten, dafl Untereinheiten in oligomeren Enzy-
men die fiir die gegenseitigen Wechselwirkungen notwendigen
Bereiche wie auch ihre fiir die katalysierte Gesamtreaktion
notwendige Funktion iiber die Speziesgrenzen bewahren.

Erste Hinweise hierfiir brachten vergleichende immunche-
mische Untersuchungen!”! Sehr stark wird diese Vermutung
durch rontgenstrukturanalytische Untersuchungen gestiitzt.
So besitzen beispielsweise das Pottwal-Myoglobin und das Hi-
moglobin einer Insektenlarve, die sich in mehr als 809, der
Aminosiduresequenz unterscheiden, nahezu iibereinstimmende
Raumstrukturen!’® 77}, Eine gute Stiitze ist auch die Beobach-
tung, daB die Raumstruktur der aus vier gleichen Untereinhei-
ten aufgebauten Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
eines Bakteriums nahezu identisch ist mit der des gleichen
Enzyms aus Hummer, obwohl sich auch diese beiden Enzyme
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betrichtlich in ihren Aminosiuresequenzen unterscheiden!’8.
Andere funktionell verwandte, aber phylogenetisch verschiede-
ne Proteine besitzen ebenfalls sehr dhnliche Strukturberei-
che!”®! Fiirdie Funktion ist offenbar die Raumstruktur wichti-
ger als die Aminosduresequenz. Man kann hiernach Enzyme
nicht nur nach ihrer Funktion, sondern auch nach ihrer dreidi-
mensionalen Gestalt klassifizieren.

Die Ursache dafiir, daB Proteine mit verschiedener Amino-
sdurezusammensetzung sehr dhnlich gefaltet sein konnen, liegt
darin,daB viele Aminosduren dhnlichen EinfluB auf die Raum-
struktur haben. So iiben beispielsweise Threonin und Serin
oder Valin, Leucin und Isoleucin dhnliche Wirkungen auf
die Faltung einer Polypeptidkette aus'8?. Sie konnen sich
daher in vielen Fillen ohne groBe Anderung der Faltung
gegenseitig ersetzen. Die evolutionsbedingten Verdnderungen
inder Aminoséduresequenz von speziesverschiedenen Proteinen
gleicher Funktion sind offenbar nur dadurch eingegrenzt, daB
sich der fiir die Funktion wesentliche Teil der Raumstruktur
nicht dndern darf. Damit wird auch die Existenz von Enzym-
chimidren verstdandlich. Wenn sich namlich die Faltung der
Polypeptidketten im Verlauf der Evolution so wenig gedndert
hat, dann passen auch Untereinheiten von Enzymen gleicher
katalytischer Wirksamkeit iiber Speziesgrenzen hinweg rdum-
lich zueinander. Die Paffform wird so gut konserviert, daB
es zur Assoziatbildung und in vielen Fillen auch zu einer
katalytisch aktiven Kooperation kommen kann.

Die in diesem Aufsatz erwdhnten Untersuchungen unseres
Laboratoriums wurden von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft und dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.
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Zur Biosynthese der Purpurmembran von Halobakterien

Von Manfred Sumper, Heribert Reitmeier und Dieter Oesterhelt(’]

Professor Feodor Lynen zum 65. Geburtstag gewidmet

Halobakterien sind extrem spezialisierte Organismen. Sie leben nur in gesittigten Kochsalz-
l6sungen. In der Zellmembran dieser Bakterien sind inselformige Membranbereiche nachweis-
bar. die sich durch Membranfraktionierung isolieren lassen. Diese Bereiche bestehen aus einer
Lipidmatrix, in die Bacteriorhodopsinmolekiile in hexagonal-kristalliner Anordnung eingela-
gert sind. Bacteriorhodopsin ist ein tiefpurpurfarbener Retinal-Protein-Komplex (.,Purpur-
membran*). Die Purpurmembran funktioniert als Licht-Energie-Wandler. - Wie kann ein soicher
differenzierter Membranbereich entstehen? Bei in-vivo-Versuchen zur Biosynthese der Purpur-
membran erwies sich eine andere Zellmembranfraktion, die Braune Membran, als biosynthe-
tische Vorstufe. Bacterioopsin (das retinal-freie Protein) wird zunichst in die Braune Membran
eingebaut und kann erst nach Reaktion mit Retinal in einer energicabhingigen Reaktion ,.zur
Purpurmembran auskristallisieren”. Diese Reaktion ist umkehrbar. Ablosen des Retinals durch
Retinaloximbildung 16st die Purpurmembranbereiche wieder auf. Rekonstitution des Bacterio-
rhodopsins durch Retinalzugabe fiihrt zu erneuter Bildung der Purpurmembran.

1. Einleitung

Die Untersuchung biologischer Membransysteme hat in
den letzten zehn Jahren zu einem weitgehend akzeptierten
Modell der Membranstruktur gefiihrt, das unter dem Namen
Fliissig-Mosaik-Modell bekannt wurdei', Im Prinzip be-
schreibt dieses Modell eine Membran als Losung von orientier-
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ten Proteinmolekiilen in einer zweidimensionalen Lipidmatrix.
Diese Vorstellung liBt eine weitgehend freie Diffusion nicht
nur der Lipidmolekiile, sondern auch der Membranproteine
in der Ebene der Membran erwarten.

Diesem Normalfall stehen Spezialfille gegeniiber, bei denen
das Membranprotein einen zweidimensionalen Kristallver-
band bildet. Ein solcher Fall ist in der Zellmembran von
Halobakterien verwirklicht. Dort bildet Bacteriorhodopsin,
der Retinal-Protein-Komplex, ein kristallines Gitter, das in
der intakten Zelle nachweisbar ist!? *). Diese kristallinen Berei-
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