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SUMMARY 

Investigations on the structure of pyruvate dehydrogenase complex of pig heart m.usclc 
The pyruvate dehydrogenase complex has been isolated from pig heart muscle. 

Tile enzyme preparation had a specific activity up to 154/zmoles/mg protein per h. 
After sucrose density gradient centrifugation the oxoglutarate dehydrogenase (2-oxo- 
glutarate:lipoate oxidoreductase (acceptor acylating), EC 1.2.4.2 ) activity was less 
than 4%. No other enzyme activities could be measured. Puri ty was also controlled 
by analytical ultracentrifugation, isoelectric focusing, and by electron microscopy. 
The purified pyruvate dehydrogenase (pyruvate:lipoate oxidoreductase (acceptor 
acylating), EC 1.2.4.1) sample regularly shows pyruvate decarboxylase-kinase 
activity, but only a negligible amount of pyruvate decarboxylase-phosphatase 
activity. Tile latter regulating enzyme is evidently lost during preparation. The re- 
constitution of the enzyme complex with pyruvate decarboxylase-phosphatase was 
functionally possible, but was not yet demonstrable by electron microscopy. The 
dihydrolipoate acetyltransferase (acetyl-CoA:dihydrolipoate S-acetyltransferase, E(" 
2.3.I.I2), the core of the enzyme complex, has been isolated by a reductive dissocia- 
tion of the complex in an alkaline medimn and was then purified by sucrose density 
gradient centrifugation. As shown by tile negative staining technique, this enzyme 
is an isometric particle with a diameter of 230-240 A and determines the structure of 
the total complex. The pentagonal dodecahedral symmetry of the dihydrolipoate 
acetyltransferase was proved by correlation of electron micrographs with appropriate 
models. The other enzymes are attached to tile dihydrolipoate acetvltransferase core 
resulting in an isometric particle with a diameter of 400 A. The comparison with 
models indicates a pentagonal dodecahedral core surrounded by a shell with icosa- 
hedral symmetry. 

EINI.EITUNG 

Der Pyruvatdehydrogenase-Komplex besteht aus vier bzw. fflnf verschiedenen 

* E in  Teil  dieser  Arbe i t  wurde  auf  dem VII .  I n t e r n a t i o n a l e n  1,~ongrel3 ft~r E l e k t r o n e n m i -  
k roskopie  I97 ° in Grenoble  und dem V I I I .  I n t e r n a t i o n a l e n  1<ongreB f i i r  Biochemie  i970 in Mon 
t r e u x  vorge t ragen .  
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Enzymen: Pyruvatdecarboxylase (2-oxos/iure carboxy-lyase, EC 4.1.1.1), Dihydro- 
lipoatacetyltransferase (acetyl-CoA:dihydrolipoat S-acetyltransferase, EC 2.3.I.I2), 
Lipoamiddehydrogenase (NADH:lipoamid oxidoreductase, EC 1.6.4.3 ) und zwei 
regulierenden Enzymen, Pyruvatdecarboxylase-Kinase und Pyruvatdecarboxylase- 
Phosphatase. Diese ftinf verschiedenen Strukturelemente sowie die geringe Stabilitttt 
des Enzymkomplexes erschweren die Aufkl~trung der Struktur. So ist bis jetzt die 
absolute Zahl der Untereinheiten, sowie das molare Verh/iltnis der Teilenzyme un- 
sicher, insbesondere ist der strukturelle Anteil der beiden regulatorischen Enzyme 
ungekltirO, 2. Dementsprechend differieren die Angaben fiber die Gr6Be bzw. das 
Molekulargewicht des Enzymkomplexes :Wtihrend von REED UND COX a ein Molekular- 
gewicht von 5' lO6 gefunden wurde, geben HAYAKAWA et al. 4 ein Molekulargewicht 
von 7.4" lO6 an. Da der Enzymkomplex bisher nicht kristallisiert werden konnte und 
somit keine Strukturanalyse durch R6ntgenbeugung in Frage kommt, ist derzeit die 
Kombination von morphologischen Methoden, die die Enzympartikel in L6sung 
erfassen k6nnen, wie Elektronenmikroskopie, Ultrazentrifugation und R6ntgenklein- 
winkelstreuung am aussichtsreichsten, um brauchbare Hinweise auf die Komplex- 
struktur zu bekommen. Auffallend bei den bisherigen Untersuchungen ist, dab die 
elektronenmikroskopischen Darstellungen des Enzymkomplexes zu klein im Vergleich 
zu den bisher ermittelten Molekulargewichten und Modellvorstellungen sind 2-4 und 
auf einen pr~iparationsbedingten partiellen Zerfall des Multienzymkomplexes durch 
Phosphorwolframs~iure schliegen lassen. 

In der vorliegenden Arbeit sollen die Pr~iparationsm6glichkeiten untersucht 
werden, um einen kompletten Enzymkomplex zu erhalten und elektronenmikros- 
kopisch darzustellen. Weiterhin soll versucht werden, die Symmetrie des Multienzym- 
komplexes durch Korrelation von elektronenmikroskopischen Abbildungen und 
Modellen zu beweisen. In einer weiteren Arbeit werden diese Ergebnisse mit Unter- 
suchungen der R6ntgenkleinwinkelstreuung verglichen bzw. erg/inzt. 

M A T E R I E L  U N D  M E T H O D E N  

Reagenzien 
Athylacetat, L-Cystein. HC1, Glutathion reduziert, Natriumpyruvat, Natrium- 

2-oxoglutarat, Phosphorwolframs~iure, Thiaminpyrophosphat, Toluol yon der Firma 
Merck, Darmstadt. 

Acetylphosphat-Lithiumsalz, Antimycin A, Dithioerythritol (Cleland's Rea- 
genz), Glutaraldehyd 25%, DL-a-Liponsfiureamid, Natriumdodekylsulfat yon der 
Firma Serva, Heidelberg. 

ATP, Coenzym A, freie S~ture, Lactatdehydrogenase (EC 1.1.1.27) aus Kanin- 
chenmuskel, Lipoamiddehydrogenase aus Schweineherz, NAD+, NADH, Phospho- 
transacetylase (EC 2.3.1.8) aus Clostridium kh~yveri von der Firma Boehringer, 
Mannheim. 

Dimethyl-POPOP [i,4-bis-2-(4-Methyl-6-phenyloxazolyl)benzol], Hyamine 
Io-X ~t, POPOP FI,4-bis-2-(5-Phenyloxazolyl)benzol~, PPO E2,5-Diphenyloxazol 1, 
Soluene-Ioo 1~ yon der Firma Packard, Frankfurt. 

Enzympr@aration und Aktivitdtsmessungeu 
Die Pyruvatdehydrogenase wurde im wesentlichen nach den Angaben yon 
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ISHIKAWA et al. a aus Schweineherzmuskel angereichert. Hierzu wurden die noch 
k6rperwarmen Schweineherzen im Schlaehthof in eiskalt gepufferte o. 3 M Saceharose- 
16sung gebraeht und im Labor mit Hilfe eines lqeischwolfs und eines Starmix zer- 
kleinert. Der weitere AufschluB des Gewebes erfolgte in 0.02 M Phosphatpuffer, 
pH 7.0, durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen. AnschlieBend wurde die Suspen- 
sion 2 Min mit einem Ultraturrax behandelt. Nach der pH-F~tllung wurde das Enzynl 
im Saccharosedichtegradienten (0.4 bis 2.o M Saccharose, 300 o00 -" g, 240 Min) 
weiter gereinigt. Der Saccharosedichtegradient wurde durch Anstechen der R6hrchen 
fraktioniert. Die enzymhaltigen Saecharoseschichten wurden vereinigt, dialysiert und 
die Pvruvatdehydrogenase durch Ffillung am isoelektrischen Punkt konzentriert. 
Z. Zt[ wird die Pyruvatdehydrogenase init h6herer Ausbeute unter \,Veglassen der 
Protaminsulfatf~llung pr/ipariert. Enzymaktivit~itsmessungen: Pyruvatdehydrogen- 
ase (EC 1.2.4.I)und 2-Oxoglutaratdehydrogenase (EC 1.2.4.2 ) nach REINAUER ct aI.6,7 ; 
Dihvdrolipoatacetyltransferase (EC 2.3.1.12) nach HAGER UND (;UXSALUS s bzw. nach 
HA{~AKAWA et al.9; Lipoamiddehydrogenase (Diaphorase, EC 1.6.4.3 )nach MASSI;Y1°; 
Monoaminoxydase (E(" 1.4.3.4) nach ALLMANN Ct a l . lX; f i -Hydroxybutyra tdehy  dro- 
genase (EC 1.1.1.3o) nach BERRy12; Malatdehydrogenase (EC I.I .I .37) nach I)1~;I.L- 
BROCK g~ a~.13; Glutamatdehydrogenase (EC 1.4.1.2 ) n a c h  SCHMII)T 14. 

Die Aufl6sung des Enzymkomplexes wurde durch Behandlung mit einer L6sung 
aus 0.2 M Glycinpuffer, pH 9.o--2 mM Dithioerythritol-2 M NaC1 innerhalb von 15 
Min erreicht. Das inkubierte Pr~iparat wurd 1:2 mit 0.02 M Phosphatpuffer, pH 7.o, 
verdfinnt. Die Auftrennung der Enzyme erfolgte im Saccharosedichtegradienten 
(O.2-I.6 M Saccharose, 300 ooo × g, 24 ° Min), wobei die Saccharose in o.02 M Phos- 
phatpuffer gel6st war. AuBer durch reduktive Spaltung im alkalischen Milieu gelingt 
die Aufspaltung des Enzymkomplexes auch mit Natriumdodekylsulfat (2o IOO/,M). 

Elektronenmikroskopischc Pr;iparation 
Fiir die elektronenmikroskopische Darstellung wurden Proteinkonzentratumen 

yon o.I bis 0.2 mg/ml verwendet. Die Proteinl6sung wurde auf ein befilmtes Kupfer- 
netzchen gebracht und in Glutaraldehyddampf innerhalb yon IO Min eingetrockneO a 
Saeeharose und Puffersubstanzen wurden durch Eintauehen in Aqua dest. entfernt. 
Anschlie[3end wurde das Pr~parat mit  2°.<oiger PhosphorwolffamsSure, die mit 
Natriumhvdrogencarbonat  auf pH 6.8 eingestellt worden war, negativ kontrastiert. 
Vfir routinem~Bige Kontrollpr~iparate wurden Formvar Kohle-I;ihne verwendet. Die 
Prim~rvergr613erung im Elektronenmikroskop betrug 4 ° ooo:I.  Fiir elektronen- 
mikroskopische Aufnahmen unter Hoehaufl6sungsbedingungen wurden goldbedampf- 
te Lochfolien verwendet, fiber die ein maximal 5 ° A dicker Kohlefilm gezogen wurde. 
Die Aufnahmen wurden bei lOO kV, mit einer 2o0 #m Kondensor- und einer 5o tin1 
Objektivaperturblende gemacht. Die Prim/~rvergr6Berung betrug ioo ooo:1 bzw. 

I50 OOO : I. 
Zur Deutung der elektronenmikroskopisehen Aufnahmen wurden die Struk- 

turen mit Modellen verglichen, die den spezifischen elektronenmikroskopischen 
Gegebenheiten angepaBt wurden. Die Modelle wurden aus Holzkugeln angefertigt. 
Um ebenfalls, wie im Elektronenmikroskop, Parallelprojektionen von 3-dimensionalen 
Strukturen zu bekommen, wurden davon R6ntgenbilder hergeste]lt, photographisch 
verkleinert und deflniert verunsch~irft, wobei die Aufl6sungsgrenze yon Struktur- 
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details, die sich aus dem lichtoptischen Beugungsbild des elektronenmikroskopischen 
Negativs ergibt, berticksichtigt wurde. 

ERGEBNISSE 

Die Aktividit des reinen Enzyms betr~igt bei 35 ° 58 bis 154/~Mol/mg Protein 
pro Std, je nach Aktivit~itszustand des Enzymkomplexes. Das gewonnene Enzym- 
pr~iparat war frei von Thiaminpyrophosphat und h~iufig ein maximal aktiviertes 
Enzym. Die Aktivit~ttsmessung des Gesamtkomplexes erfolgte gew6hnlich bei einer 
MgC12-Konzentration yon IO mM, daher entsprechen diese Messungen dem Aktivit~ts- 
zustand des aktivierten Gesamtkomplexes. Bei dem letzten Reinigungsschritt im 
Saccharosedichtegradienten (Abb. I) werden die Enzyme mit niedrigem Molekular- 
gewicht wie Malatdehydrogenase, Glutamatdehydrogenase, Monoaminoxydase, fi- 
Hydroxybutyratdehydrogenase abgetrennt, hingegen kann die 2-Oxoglutaratdehy- 
drogenase nieht v611ig vom Pyruvatdehydrogenase-Komplex isoliert werden. Die 
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Abb. i. Reinigung der Pyruvatdehydrogenase im Saccharosedichtegradienten. o.4-2.o M Saccha- 
rose in o.o2 M Phosphatpuffer, pH 7.o, 3oo ooo × g, 24 ° Min. O---O, A28o nm; O---O, a-Oxo- 
glutaratdehydrogenase (Disint./Min); × - - × ,  Pyruvatdehydrogenase (Disint./Min). 

Fremdaktivit~tt der 2-Oxoglutaratdehydrogenase betr~tgt nach der pH-F~illung noch 
3-12°/o, im Gradienten zwischen o bis maximal 4~, der Pyruvatdehydrogenaseaktivi- 
t~tt. In reinen Enzympr~iparaten ist das Verh~iltnis der Aktividtten Lipoamiddehydro- 
genase :Dihydrolipoatacetyltransferase bei den angegebenen MeBbedingungen 21.9 :i. 
Eine gute Auftrennung der beiden 2-Oxos~iuredehydrogenasen gelingt mit Hilfe der 
Elektrophorese im pH-Gradienten. Diese Methode ist wegen der geringen L6slichkeit 
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pH 
Prote in CA × 10) 
DIA ( AA x 10 2) 

tO ] Amphol ine , pH 3 -6  5.05 5.50 

9 ~ Laufzeit: 48 Std 

8 .  

7, 

6. 

5" 

3" 

2,  

I .  

I0 20 30 /,0 5O R~ 

Abb. 2. Isoelektrische Fokussierung eines Gemisches aus Pyruvatdehydrogenase und 2-Oxoglu- 
taratdehydrogenase, pii-Gradient: 3-6, LI(B 8[ol, Temperatur 4 o°, Ampholine t°/o, Sgulen- 
volumen: Ho ml. Pl)H, Pyruvatdehydrogenase; DIA, 1)iaphorase = Lipoamiddehydrogenase. 

der  beiden Enzyme  am isoelektr ischen P u n k t  ftir pr t ipara t ive  Auf t rennung  nicht  
b r auchba r  und wurde  hier lediglich als Re inhe i t skr i t e r ium verwendet  (Abb. z). 

Die Reinhei tspr i i fung in der ana ly t i schen Ul t razent r i fuge  ergibt  einheit l iche 
Frak t ionen ,  die sich jedoch je nach Pr t tpara t ion  in den Sed imen ta t ionskons tan ten  
z.T. erheblich unterscheiden.  Es werden Wer t e  zwischen 5 ° und 78 S gefunden 
(Abb. 3)- 

Als ein weiteres b rauchbares  Re inhe i t skr i t e r ium hat  sich die e lektronen-  
mikroskopische Dars te l lung des Enzymkomplexes  erwiesen. Die Untersuchungen  im 
Nega t i vkon t r a s t  lassen sich mi t  den Analysen  in der Ul t razentr i fuge,  zum Teil auch 
mit  den biochemischen Befunden gut  korrell ieren.  

Abb. 3- Reinheitsprflfung der Pyruvatdehydrogenase Prttparation in der analytischen Ultrazen- 
trifuge. (a) 6o S-Fmzym, Proteinkonzentra~tion 9.6 mg/ml, 2o 4io Umdrehungen/Min bei 2o', 
Aufnahme nach 33 Min. (b) 78 S-Enzym, Proteinkonzentration 6. 5 mg/ml, 2o 41o Umdrehungen/ 
Min bei 2o% Aufnahme nach e7 Min. (Analysen Dr. O. Wetter, Tumorforsehung, Essen.) 
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Da der Enzymkomplex in Gegenwart von Phosphorwolframat zerfttllt, wurden 
die Pr/iparate in Glutaraldehyddampf vorfixiert. Unter diesen Bedingungen konnten 
reproduzierbare Strukturen dargestellt werden. Eine Vernetzung von unspezifischem 
Protein mit dem Enzymkomplex durch die Glutaraldehydfixation ist nicht m6glich, 
da in der entsprechenden Saccharoseschicht des Gradienten die Pyruvatdehydro- 
genase hochgereinigt vorliegt. 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen mitunter neben komplett 

Abb. 4-Pyruvatdehydrogenasc-Komplex, negativ kontrastiert. Vergr6/3erung 300 ooo:i. 

erscheinenden Enzymkomplexen auch zerfallende Pyruvatdehydrogenase und die 
abgel6sten Teilenzyme (Abb. 4). Der frischpr~iparierte, gut erhaltene Multienzym- 
komplex ist ein isodiametrisches Partikel mit einem Durchmesser von rund 400 ~. 
Charakteristische Projektionsrichtungen lassen auf eine ikosaedrische Symmetrie 
schliel3en (Abb. 8). Auch zwischen der Gr613e des Enzymkomplexes im Elektronen- 
mikroskop und den Sedimentationskonstanten ergibt sich eine relativ gute Uberein- 
stimmung. Leider konnten aus organisatorischen Griinden die Messungen in der ana- 
lytischen Ultrazentrifuge nicht simultan mit den elektronenmikroskopischen Prttpa- 
rationen durchgefiihrt werden. Aus diesen morphologischen Befunden allein lassen 
sich jedoch noch keine Aussagen fiber die Vollst/indigkeit des Enzymkomplexes 
machen. 

In parallel durchgeftihrten biochemischen und elektronenmikroskopischen 
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" I 'ABt£LLI:  1 

A K T I V I T ~ T S : ~ N I ) E R U N G  D E R  G E R E I N I G T E N  P I ) H  D U R C H  P Y R U V A T I ) F ; C A R B O X Y L A S E - K I N A S I ~  U N D  P Y -  

R U V A T I ) E C A R B O X Y L A S F ~ - P I t O S P H A T A S E  

Cll}crstand ~ e n t h t i l t  l ) y r u v a t d e c a r b o x y l a s e - l } h o s t ) h a t a s e - A k t i v i t S . t  ( {) t}crs tand t i n e s  Herz-  
m u s k e l h o m o g c n a t s  n a c h  30 ra in  Z e n t r i f u g a t i o n  bei  3 ° o o o  × g). 

I n/eubationsbedin~,ungcn n Pyrztvatdehydrogenasc-A letivitiil 
(° o der KontrollP) 

0. 5 mM ATP,  
I IllM G l u t a t h i o n  
I m M  Mg 2+ 

t m M  G l u t a t h i o n  
Io mM Mg 2+ 

o. 5 mM ATI  }, 
I lll~I ( ; l u t a t h i o n  
i m M  Mg 2+, 
( ) b e r s t a n d  I 

I mM G l u t a t h i o n  
[o mM Mg ~ ,  
{ ] b c r s t a n d  I 

5 80.0 ± I 6 . 8  

5 o (gese tz t )  

8 76,2 m ~7 .8 

S ~288 .2  [: 258 

Analysen wurde zuntichst die Gesamtaktivit~it der Pyruvatdehydrogenase gemessen, 
aber auch bier keine direkte Korrelation mit der Gr6ge des Enzymkomplexes gefun- 
den. Daher wurden die Aktivit~iten der regulatorischen Fmzyme als Kriterien der 
Vollsttindigkeit des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes mit herangezogen. In allen 
unseren Enzympr~iparationen wurde Pyruvatdecarboxylase-Kinase-Aktivitttt auch 
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A1)b. 5 - A u f l 6 s u n g  des  1 } y r u v a t d e h y d r o g e n a s e - t ( o n l p l e x c s  n a c h  B e h a n d l u n g  m i t  o,2 M ( ; l y c i n -  
puf fe r  2. mM I ) i t h i o e r y t h r i t o l  2 M NaC1, p H  9. N a c h  15 M i n i  :2 v e r d i l n n t  u n d  im  Saccha rose -  
d i c h t e g r a d i e n t e n  (o.2 1.6 M in o.o2 M P h o s p h a t p u f f e r ,  pH  7.o I M NaC1, 3oo ooo × g, z4o Min) 
a u f g e t r e n n t .  X x ,  A2~ 0 n. , ;  0 - - 0 ,  l ) i h y d r o l i p o a t a c c t y l t r a n s f e r a s e  (LAT) ;  (-) , l . i p o a m i d -  
d c h y d r o g e n a s e  (1)IA). PDC,  P y r u v a t d e c a r b o x y l a s c .  
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nach Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten im Enzymkomplex gefunden. 
Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase Aktivit~it wurde dagegen nach der Reinigung im 
Saccharosedichtegradienten nur in wenigen Pr~iparationen angetroffen. Eine Kon- 
trolle der Prtiparationsschritte hinsichtlich der regulatorischen Enzyme ergab, dal3 
die angereicherte Pyruvatdehydrogenase mitunter in einem maximal aktivierten 
Zustand vorliegt und dab die Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase bei der Protamin- 
sulfatf~illung vom Komplex abgetrennt wird. Eine Differenzierung erhfilt man durch 
lnkubation des angereicherten Enzyms mit IO mM Mg 2+- und einem ungereinigten 
l~Tberstand aus dem Herzmuskel (3 ° ooo × g LTberstand), der die Phosphatase enth~ilt. 
Erfolgt jetzt eine Aktivierung des Enzyms durch IO mM Mg e+, dann ist die Pyruvat-  
decarboxylase-Phosphatase vorher abgetrennt worden und der Enzymkomplex lag 
noch nicht im maximal aktivierten Zustand vor (Tabelle I). 

Eine auch morphologisch nachweisbare Komplettierung des Multienzym- 
komplexes mit Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase ist bisher nicht gelungen. 

Anhaltspunkte ftir den symmetrischen Aufbau der Pyruvatdehydrogenase er- 
geben sich aus der Zerlegung des Enzymkomplexes und der Isolierung der Teil- 
enzyme, wobei vor alleln die Dihydrolipoatacetyltransferase von Bedeutung ist, da 
sie der strukturbestimmende Kern des Enzymkomplexes ist. Die Auflasung des 
Enzymkomplexes wurde mit verschiedenen Methoden versucht. Die beste Abl6sung 
der Teilenzyme v o n d e r  Dihydrolipoatacetyltransferase erhfilt man mit 2 M NaCI- 
2 mM Dithioerythritol 0.2 M Glycinpuffer, pH 9.o, oder mit 2O-lOO ¢,M Natrium- 
dodekylsulfat. Nach Zerlegung des Enzymkomplexes werden die Teilenzvme im 

Abb. 6. Dihydrolipoatacetyltransferase, negativ kontrastiert, Vergr6t3erung 300 ooo:i. 
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Abb. 7. Korrelation der elektronenmikroskopischen Abbildungen mit cinem pentagonalen l)ode- 
kaeder-Modell, bestehend aus 2o morphologischen Untereinheiten (links) und einem Ikosaeder- 
Modell, bestehend aus 3 ° morphologischen Untereinheiten (rechts). (a) Fiinfz~hlige Achse, (b) 
dreiz~thlige Achse, (c) zweiz~thlige Achse, (d) Dodekaeder Kalotte, dreizXhlige Achse. VergrSBe- 
rung : I ooo ooo : 1. 
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Saccharosedichtegradienten (Saccharosekonzentration o.2-I.0 ~{ in I M NaC1, pH 
7.o) aufgetrennt. Mit beiden Methoden erhfilt man reine Dihydrolipoatacetyltrans- 
ferase und zwei weitere sich iiberlappende Proteinfraktionen, in denen hohe Lipo- 
amiddehydrogenase-Aktivit/it gemessen wird (Abb. 5). Die Abtrennung der Lipo- 
amiddehydrogenase von der Pyruvatdecarboxylase gelingt im Saccharosedichte- 
gradienten nicht, hingegen in der Polyacrylamidgelelektrophorese oder durch 
Ammoniumsulfatf/illung 4. Leider ist die Haltbarkeit der Dihydrolipoatacetyltrans- 
ferase gering. Die Proteinl6sung wird beim Stehen im Kiihlschrank nach einigen Tagen 
triib. Lyophilisiert man das Enzympr/iparat nach Dialyse, so kann nur noch ein 
kleiner Teil des Enzyms erneut in L6sung gebracht werden. 

Die elektronenmikroskopische Aufnahmen der Dihydrolipoatacetyltransferase 
zeigen isodiametrische Partikel (Abb. 6), in denen pentagonale Einheiten erkennbar 
sind, so dab eine ikosaedrische Symmetrie ftir den Auibau der Dihydrolipoatacetyl- 
transferase sehr wahrscheinlich ist. Ein Vergleieh mit weitgehend analogen Modellen 
von verschiedenen Polyedern zeigt, dab die Dihydrolipoatacetyltransferase als ein 
pentagonales Dodekaeder vorliegt (Abbn. 7 a 7d). 

D I S K U S S I O N  

Obgleich der Pyruvatdehydrogenase-Komplex im elektronenmikroskopischen 
Bild weitgehend charakteristisch dargestellt ist, gibt es bis heute keine endgiiltige 
Strukturvorstellung von seinen Auibau. Die Schwierigkeiten ergeben sich in erster 
Linie dadurch, dab das molare Verhtiltnis und die absolute Zahl der Teilenzyme des 
Komplexes nicht bekannt sind. Die Bestimmungen dieser beiden Gr6Ben scheitern 
daran, dab es offenbar nicht gelingt, einen vollst/indigen Pyruvatdehydrogenase- 
Komplex aus den Mitochondrien zu isolieren. 

Auch in unseren Pr~iparationen hat sich gezeigt, dab bei der Reinigung des 
Multienzymkomplexes ein Teil der regulatorischen Enzyme (Pyruvatdecarboxylase- 
Phosphatase) verloren geht 2. Inwieweit auch andere Enzyme teilweise abgel6st 
werden, ist unklar. Eine nachtr/igliche Komplettierung des Pyruvatdehydrogenase- 
Komplexes durch Inkubation mit bestimmten Fraktionen erscheint funktionell 
m6glich; morphologisch wurden keine Gr6Benzunahmen im Elektronenmikroskop 
gefunden. Bisher gelang es uns nur einmal, den gereinigten Enzymkomplex durch 
Inkubation mit Io mM Mg ~- allein zu aktivieren und dadurch die Anwesenheit von 
Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase nachzuweisen. Im Gegensatz zur Pyruvat-  
decarboxylase-Phosphatase zeigt die Pyruvatdecarboxylase-Kinase eine enge Bind- 
ung an den Multienzymkomplex. Ihre Aktivit~tt konnte bisher in allen Enzympr/ipara- 
tionen nachgewiesen werden. 

Die in der Literatur dargestellten Aufnahmen vom Multienzymkomplex der 
Pyruvatdehydrogenase sind ausnahmslos unvollst/indig 2-4. Die abgebildeten Enzym- 
komplexe sind zu klein und unterscheiden sich in ihrer Gr613e und Form teilweise 
kaum v o n d e r  Dihydrolipoatacetyltransferase. Eine verbesserte Strukturdarstellung 
des Multienzymkomplexes wurde erst dadurch maglich, dab in unseren Pr~iparations- 
methoden eine Vorfixation im Glutaraldehyddampf erfolgte. 

Die Interpretation der Struktur des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes geht 
v o n d e r  Quarttirstruktur der Dihydrolipoatacetyltransferase aus, die den Kern des 
Enzymkomplexes bildet. Die elektronenmikroskopischen Abbildungen der Dihydro- 

Biochim. Biophys. Acta, 25 o (I97 t) 478-49 o 



488 1.;. JUNGER,  H. R E I N A U E R  

lipoatacetyltransferase zeigen ein aus Untereinheiten aufgebautes isodiametrisches 
Partikel. Aus den biochemischen Daten ltigt sich schliel3en, dab die Untereinheiten 
identisch sind und somit sogenannte quasi-~iquivalente Bindungen 1(~ ausbilden 
k6nnen, was notwendigerweise tiber einen self-assembly-Prozess zu einer svmme- 
trischen Struktur fiihrt. Nach den ~]berlegungen yon CRICK UND \~:ATSON 17 kommen 
nur wenige kubische Symmetrietypen in Frage, die sowohl isodiametrische Partikel 
ergeben, als auch den unsymmetrischen Molekiilbau der Proteine und die geforderten 
Toleranzen ftir die sogenannten "combining regions" zwischen den einzelnen Protein- 
untereinheiten beriicksichtigen is. Der Vergleich der elektronenmikroskopischen Bil- 
der mit unscharf kopierten R6ntgen-Aufnahmen wm aus Kugeln zusammengesetzten 
Dodekaedern und Ikosaedern ergibt eine deutliche l~'bereinstimmung nur mit dem 
pentagonalen Dodekaeder, womit die yon R~EI9 ~ vorgeschlagene Struktur bewiesen 
wird. Diese Zuordnung ist eindeutig m6glich auf Grund der charakteristisehen 
Projektion parallel zur zweiz~ihligen Achse. DaB es sich bet der elektronenmikros- 
kopisch dargestellten Dihydrolipoatacetyltransferase um vollsttindige sph~irische 
Partikel handelt, beweisen wiederum die elektronenmikroskopischen Abbildungen, 
die der dreiztihligen Achse entsprechen (Abb. 7b), w~ihrend Projektionen parallel zu 
den fiinf- bzw. zweiz~ihligen Achsen des vollst~ndigen Dodekaeder von den I)ode- 
kaederkalotten (bAb. 7 d) t)raktisch kaum unterscheidbar sin& Mituntcr finden sich 
in Dihydrolipoatacetyltransferase-Pr~iparaten derartige kalottenf6rmige I)odekaeder- 
Bruchstiicke. 

Schwieriger ist die Interpretation der Struktur des Gesamtkonaplexes. Da dieser 
relativ leicht zerffillt, stellt sich primttr die Frage, warm man einen vollst~indigen 
Enzymkomplex vorliegen hat. 

Es ist daher anzunehmen, dab die elektronenmikroskopisch abget)ildeten gr6B- 
ten Partikel die vollst~tndigsten Komplexe darstellen. Sie sind ebenfalls isodiametrisch 
und haben einen Durchmesser von durchschnittlich 40o -~. Die gleichen Werte wurden 
auch mit der R6ntgenkleinwinkelstreuung erhalten (t{. WAWRA, pers6nliche Mit- 
teilung I97I), so dab man durch die Schwermetallkontrastierung bedingte Artefakte, 
eine starke Deformation der Partikel und eine artefizielle Vernetzung mit abgespal- 
tenem Protein von zerfallenen Komplexen durch Glutaraldehyd praktisch aus- 
schlieBen kann. Da die Dihydrolipoatacetyltransferase, der Kern des Enzym- 
komplexes, ein K6rper mit hoher Symmetrie ist, ist anzunehmen, dab die anderen 
Teilenzyme um diesen Kern eine ein- oder mehrschiclltige Hiille bilden, indem sic 
lq~tchen und Kanten, eventuell auch Scheitelpunkte des pentagonalen Dodekaeders 
besetzen. Diese Schale m/iflte trotz der Verschiedenartigkeit der Strukturelementc 
zumindest eine "statistische ikosaedrische" Symmetrie besitzen ~6. Nach dem Vor- 
schlag von RFuD a" wurden die 12 Flfichen und 3 ° Kanten des Dodekaedermodells mit 
Kugeln besetzt. Wtihrend die Kontrastverteilung in bestimmten Projektioi>rich- 
tungen sehr gut tibereinstimmt (Abbn. 8a und 8b), differieren die Durchmesser wm 
Modell und Komplex um rund zo~)'o. Das heil3t: die Proteinhiille, die den Dihydro- 
lipoatacetyltransferase-Kern umgibt, ist um etwa 1o 2o A (etwa z5°:o) dicker als im 
Modell mit dichtest m6glicher Kugelpackung. Da in unseren Modellen die verwende- 
ten Kugeln der wahren Form der Proteinaggregate nur n~iherungsweise entsprechen 
und aul3erdem ein Vergr6Berungsfehler wm a~ 5°.;) sowie ein Projektionsfehler der 
Modelle mit einbezogen werden muB, l~il3t sich diese Differenz von Modell und 
Komplexdurchmesser erkl~iren. Die lJbereinstimmung von Modellen mit elektronen- 
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Abb. 8. Korrelation der elektronenmikroskopischen Abbildungen des Pyruvatdehydrogenase- 
Komplexes mit Modellen (siehe Text). (a) Dreizgthlige Achse, (b) zweizahlige Achse. Vergr613erung 
I 0 0 0  0 0 0  ; I ,  

mikroskopischen Abbildungen l~il3t demnach auf folgenden Aufl)au des Pyruvat-  
dehydrogenase-Komplexes schliel3en: der Dihydrolipoatdehydrogenase-Kern hat die 
Form eines pentagonalen Dodekaeders, bestehend aus 2o morphologischen Einheiten. 
Die Teilenzyme Lipoamiddehydrogenase, Pyruvatdecarboxylase und Pyruvat-  
decarboxylase-Kinase bilden aus 4 ~ morphologischen Einheiten eine Hfille mit iko- 
saedrischer Symmetrie, indem sie Kanten und F1/ichen des Dodekaeders besetzen. 
Dieses Bauprinzip l~tl3t aul3erdem den Auibau weiterer Proteinschichten zu, so dab 
beispielsweise die Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase an den Komplex noch ange- 
lagert werden kann. 

Diese Vergleichsmethode gibt allerdings keinen Aufschlul3 fiber das Verteilungs- 
muster der Enzyme in der Proteinhfille, denn die in den Enzymkomplex integrierten 
Proteinpartikel sind in ihrer Gestalt und Gr6Be wegen der begrenzten Pr~iparat- 
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