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SUMMARY

Investigations on the structuve of pyruvate dehydrogenase complex of pig heart muscle

The pyruvate dehydrogenase complex has been isolated from pig heart muscle.
The enzyme preparation had a specific activity up to 154 umoles/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 49,. No other enzyme activities could be measured. Purity 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. The 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, IEC
2.3.1.12), the core of the enzyme complex, has been isolated by a reductive dissocia-
tion of the complex in an alkaline medium and was then purified by sucrose density
gradient centrifugation. As shown by the 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 enzvmes are attached to the dihydrolipoate acetyltransferase 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.

EINLEITUNG

Der Pyruvatdehydrogenase-Komplex besteht aus vier bzw. fiinf verschiedenen
* Kin Teil dieser Arbeit wurde auf dem VII. Internationalen Kongrel3 fur Elektronenmi-
kroskopie 1970 in Grenoble und dem VI1II. Internationalen Kongref3 fiir Biochemic 1970 in Mon-

trcux vorgetragen.
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Enzymen: Pyruvatdecarboxylase (2-oxosdure carboxy-lyase, EC 4.1.1.1), Dihydro-
lipoatacetyltransferase (acetyl-CoA:dihydrolipoat S-acetyltransferase, EC 2.3.1.12),
Lipoamiddehydrogenase (NADH :lipoamid oxidoreductase, EC 1.6.4.3) und zwei
regulierenden Enzymen, Pyruvatdecarboxylase-Kinase und Pyruvatdecarboxylase-
Phosphatase. Diese fiinf verschiedenen Strukturelemente sowie die geringe Stabilitit
des Enzymkomplexes erschweren die Aufklirung der Struktur. So ist bis jetzt die
absolute Zahl der Untereinheiten, sowie das molare Verhiltnis der Teilenzyme un-
sicher, insbesondere ist der strukturelle Anteil der beiden regulatorischen Enzyme
ungeklirt!.2. Dementsprechend differieren die Angaben tber die GréBe bzw. das
Molekulargewicht des Enzymkomplexes: Wihrend von REED UND Cox? ein Molekular-
gewicht von 5-10% gefunden wurde, geben Havakawa et al.? ein Molekulargewicht
von 7.4 -10% an. Da der Enzymkomplex bisher nicht kristallisiert werden konnte und
somit keine Strukturanalyse durch Réntgenbeugung in Frage kommt, ist derzeit die
Kombination von morphologischen Methoden, die die Enzympartikel in Ldsung
erfassen kénnen, wie Elektronenmikroskopie, Ultrazentrifugation und Réntgenklein-
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?—4 und
auf einen priparationsbedingten partiellen Zerfall des Multienzymkomplexes durch
Phosphorwolframséure schlieBen lassen.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Priparationsméglichkeiten 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 Roéntgenkleinwinkelstreuung verglichen bzw. erginzt.

MATERIEL UND METHODEN

Reagenzien

Athylacetat, L-Cystein - HC, Glutathion reduziert, Natriumpyruvat, Natrium-
z-oxoglutarat, Phosphorwolframsédure, Thiaminpyrophosphat, Toluol von der Firma
Merck, Darmstadt.

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

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

Dimethyl-POPOP  [1,4-bis-2-(4-Methyl-6-phenyloxazolyl)benzol], Hyamine
10-XR®, POPOP [1,4-bis-2-(5-Phenyloxazolyl)benzol], PPO [z,5-Diphenyloxazol],
Soluene-100R von der Firma Packard, Frankfurt. '

Enzympriparation und Aktivitdtsmessungen
Die Pyruvatdehydrogenase wurde im wesentlichen nach den Angaben von
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ISHIKAWA ¢f al® aus Schweineherzmuskel angereichert. Hierzu wurden die noch
kérperwarmen Schweineherzen im Schlachthof in eiskalt gepufferte 0.3 M Saccharose-
l6sung gebracht und im Labor mit Hilfe eines Fleischwolfs und eines Starmix zer-
Kkleinert. Der weitere AufschluB des Gewebes erfolgte in 0.0z M Phosphatpuffer,
pH 7.0, durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen. AnschlieBend wurde die Suspen-
sion 2 Min mit einem Ultraturrax behandelt. Nach der pH-IFdllung wurde das Enzym
im Saccharosedichtegradienten (0.4 bis 2.0 M Saccharose, 300 000 g, 240 Min)
weiter gereinigt. Der Saccharosedichtegradient wurde durch Anstechen der Réhrchen
fraktioniert. Die enzymhaltigen Saccharoseschichten wurden vereinigt, dialysiert und
die Pyruvatdehydrogenase durch Féllung am isoelektrischen Punkt konzentriert.
7. Zt. wird die Pyruvatdehydrogenase mit hoherer Ausbeute unter Weglassen der
Protaminsulfatfallung pripariert. Enzymaktivitdtsmessungen: Pyruvatdehydrogen-
ase (EC1.2.4.1) und 2-Oxoglutaratdehydrogenase (EC 1.2.4.2) nach REINAUER ¢ al.%7;
Dihydrolipoatacetyltransferase (EC 2.3.1.12) nach HAGER UND GUNsSALUS® bzw. nach
HAYAKAWA et al.?; Lipoamiddehydrogenase (Diaphorase, EC 1.6.4.3) nach MassEy!?;
Monoaminoxydase (EC 1.4.3.4) nach ALLMANN ¢f al.1; f-Hydroxybutyratdehydro-
genase (EC 1.1.1.30) nach BERRY'; Malatdehydrogenase (EC 1.1.1.37) nach DELL-
BRUCK ¢f al.13; Glutamatdehydrogenase (EC 1.4.1.2) nach ScEMIDTH.

Die Auflésung des Enzymkomplexes wurde durch Behandlung mit einer Losung
aus 0.2 M Glycinpuffer, pH g.0-2 mM Dithioerythritol-2 M Na(Cl innerhalb von 15
Min erreicht. Das inkubierte Priparat wurd 1:2 mit 0.02 M Phosphatpuffer, pH 7.0,
verdiinnt. Die Auftrennung der Enzyme erfolgte im Saccharosedichtegradienten
(0.2-1.6 M Saccharose, 300 000 X g, 240 Min), wobei die Saccharose in 0.02 M Phos-
phatpuffer gelost war. AuBer durch reduktive Spaltung im alkalischen Milieu gelingt
die Aufspaltung des Enzymkomplexes auch mit Natriumdodekylsulfat (20-100 uM).

Elektronenmikroskopische Priparation

FFiir die elektronenmikroskopische Darstellung wurden Proteinkonzentrationen
von 0.1 bis 0.2 mg/ml verwendet. Die Proteinlosung wurde auf ein befilmtes Kupfer-
netzchen gebracht und in Glutaraldehyddampf innerhalb von 1o Min eingetrocknet!?
Saccharose und Puffersubstanzen wurden durch Eintauchen in Aqua dest. entfernt.
AnschlieBend wurde das Priparat mit 2%yiger Phosphorwolframsdure, die mit
Natriumhydrogencarbonat auf pH 6.8 eingestellt worden war, negativ kontrastiert.
Fiir routineméiBige Kontrollpraparate wurden Formvar-Kohle-Iilme verwendet. Die
PrimarvergroBerung im Elektronenmikroskop betrug 40 0oo:1. lir elektronen-
mikroskopische Aufnahmen unter Hochauflssungsbedingungen wurden goldbedampf-
te Lochfolien verwendet, iiber die ein maximal 50 A dicker Kohlefilm gezogen wurde.
Die Aufnahmen wurden bei 100 kV, mit einer 200 yum Kondensor- und einer 50 ym
Objektivaperturblende gemacht. Die PrimirvergroBerung betrug 100 000:1 bzw.
150 0001,

Zur Deutung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die Struk-
turen mit Modellen verglichen, die den spezifischen elektronenmikroskopischen
Gegebenheiten angepalt wurden. Die Modelle wurden aus Holzkugeln angefertigt.
Um ebenfalls, wie im Elektronenmikroskop, Parallelprojektionen von 3-dimensionalen
Strukturen zu bekommen, wurden davon Réntgenbilder hergestellt, photographisch
verkleinert und definiert verunschirft, wobei die Auflosungsgrenze von Struktur-
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details, die sich aus dem lichtoptischen Beugungsbild des elektronenmikroskopischen
Negativs ergibt, berticksichtigt wurde.

ERGEBNISSE

Die Aktivitdt des reinen Enzyms betrdgt bei 35° 58 bis 154 uMol/mg Protein
pro Std, je nach Aktivitdtszustand des Enzymkomplexes. Das gewonnene Enzym-
priparat war frei von Thiaminpyrophosphat und hiufig ein maximal aktiviertes
Enzym. Die Aktivititsmessung des Gesamtkomplexes erfolgte gewdhnlich bei einer
MgCl,-Konzentration von 1o mM, daher entsprechen diese Messungen dem Aktivitits-
zustand des aktivierten Gesamtkomplexes. Bei dem letzten Reinigungsschritt im
Saccharosedichtegradienten (Abb. 1) werden die Enzyme mit niedrigem Molekular-
gewicht wie Malatdehydrogenase, Glutamatdehydrogenase, Monoaminoxydase, f-
Hydroxybutyratdehydrogenase abgetrennt, hingegen kann die 2z-Oxoglutaratdehy-
drogenase nicht véllig vom Pyruvatdehydrogenase-Komplex isoliert werden. Die
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Abb. 1. Reinigung der Pyruvatdehydrogenase im Saccharosedichtegradienten. o.4-2.0 M Saccha-
rose in 0.02 M Phosphatpuffer, pH 7.0, 300 000 x g, 240 Min. O--0, Ay nm; @—@, a-Oxo-
glutaratdehydrogenase (Disint./Min); X —x, Pyruvatdehydrogenase (Disint./Min).

Fremdaktivitit der 2-Oxoglutaratdehydrogenase betrigt nach der pH-Fallung noch
3-12Y%, im Gradienten zwischen o bis maximal 49, der Pyruvatdehydrogenaseaktivi-
tit. Inreinen Enzympriparaten ist das Verhiltnis der Aktivitidten Lipoamiddehydro-
genase:Dihydrolipoatacetyltransferase bei den angegebenen MeBbedingungen 21.9:1.
Eine gute Auftrennung der beiden 2-Oxosduredehydrogenasen gelingt mit Hilfe der
Elektrophorese im pH-Gradienten. Diese Methode ist wegen der geringen Léslichkeit
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Abb. 2. Isoclektrische Fokussierung eines Gemisches aus Pyruvatdchydrogenase und 2-Oxoglu-
taratdehydrogenase. pH-Gradient: 3-6, LKB 8io1, Temperatur 40°, Ampholine 1%, Siulen-
volumen: 110 ml. PDH, Pyruvatdehydrogenase; DIA, Diaphorase - Lipoamiddehydrogenase.

der beiden Lnzyme am isoelektrischen Punkt fiir praparative Auftrennung nicht
brauchbar und wurde hier lediglich als Reinheitskriterium verwendet (Abb. 2).

Die Reinheitspriifung in der analytischen Ultrazentrifuge ergibt einheitliche
IFraktionen, die sich jedoch je nach Priaparation in den Sedimentationskonstanten
z.T. erheblich unterscheiden. Es werden Werte zwischen 50 und 78 S gefunden
(Abb. 3).

Als ein weiteres brauchbares Reinheitskriterium hat sich die elektronen-
mikroskopische Darstellung des Enzymkomplexes erwiesen. Die Untersuchungen im
Negativkontrast lassen sich mit den Analysen in der Ultrazentrifuge, zum Teil auch
mit den biochemischen Befunden gut korrellieren.

Abb. 3. Reinheitspriifung der Pyruvatdehydrogenase Priparation in der analytischen Ultrazen-
trifuge. (a) 60 S-Enzym, Proteinkonzentration 9.6 mg/ml, 20 410 Umdrchungen/Min bei 207,
Aufnahme nach 33 Min. (b) 78 S-Enzym, Proteinkonzentration 6.5 mg/ml, 20 410 Umdrehungen/
Min bei 20°, Aufnahme nach 27 Min. (Analysen Dr. O. Wetter, Tumorforschung, Essen.)
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Da der Enzymkomplex in Gegenwart von Phosphorwolframat zerfillt, wurden
die Priparate in Glutaraldehyddampf vorfixiert. Unter diesen Bedingungen konnten
reproduzierbare Strukturen dargestellt werden. Eine Vernetzung von unspezifischem
Protein mit dem Enzymkomplex durch die Glutaraldehydfixation ist nicht mdglich,
da in der entsprechenden Saccharoseschicht des Gradienten die Pyruvatdehydro-
genase hochgereinigt vorliegt.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen mitunter neben komplett

Abb. 4. Pyruvatdehvdrogenasc-IKomplex, negativ kontrastiert. Vergréferung 300 000:1.

erscheinenden Enzymkomplexen auch zerfallende Pyruvatdehydrogenase und die
abgelosten Teilenzyme (Abb. 4). Der frischpriparierte, gut erhaltene Multienzym-
komplex ist ein isodiametrisches Partikel mit einem Durchmesser von rund 400 A.
Charakteristische Projektionsrichtungen lassen auf eine ikosaedrische Symmetrie
schlieBen (Abb. 8). Auch zwischen der Gréfle 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 Pripa-
rationen durchgefiihrt werden. Aus diesen morphologischen Befunden allein lassen
sich jedoch noch keine Aussagen iiber die Vollstindigkeit des Enzymkomplexes
machen.

In parallel durchgefiihrten biochemischen und elektronenmikroskopischen

Biochim. Biophys. Acta, 250 (1971) 478—490
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TABELLIC 1
AKTIVITATSANDERUNG DER GEREINIGTEN PDH DURCH PYRUVATDECARBOXYLASE-KINASE UND bY-
RUVATDECARBOXYLASE-PHOSPHATASE

Uberstand 1 enthalt Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase- Aktivitat ( Uberstand cines Herz-
muskelhomogenats nach 30 min Zentrifugation bei 30 ooo X g).

Inkubationsbedingungen n Pyruvatdehydrogenase-A ktivitdit
(% dev Nontrolle)

o.5 mM ATD,
1 mM Glutathion,
1 mM Mg?+ 5 —80.6 -+ 16.3

t mM Glutathion,

1o mM Mg+ 5 o (gesctzt)

o.5 mM ATP,

1 mM Glutathion,

1 mM Mg?t,

Uberstand 1 h —76,2 - 17.8
1 mM Glutathion,

1o mM Mg?*,

Uberstand 1 8 +288.2 + 258

Analysen wurde zunichst die Gesamtaktivitdt der Pyruvatdehydrogenase gemessen,
aber auch hier keine direkte Korrelation mit der Gr6Be des Enzymkomplexes gefun-
den. Daher wurden die Aktivititen der regulatorischen Enzyme als Kriterien der
Vollstandigkeit des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes mit herangezogen. In allen
unseren Enzympridparationen wurde Pyruvatdecarboxylase-Kinase-Aktivitiat auch

A Saccharose
280| 7y
PDC + DIA DIA LAT
. \ As40
0300 1 / / , A AMin
] /oA
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0200 +
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arc |
Qo6+ 006
-
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Abb. 5. Auflosung des Pyruvatdchydrogenase- Komplexes nach Behandlung mit o.2 M Glycin-
puffer—2 mM Dithioerythritol-2 3 NaCl, pH 9. Nach 15 Min 1:2 verdiinnt und im Saccharose-
dichtegradicnten (0.2-1.6 M in 0.02 M Phosphatpuffer, pH 7.0-1 M NaCl, 300 000 < g, 240 Min)
aufgetrennt. X -— X, Ay nm;, @—@, Dihydrolipoatacctyltransferase (LAT); O -, Lipoamid-
dehyvdrogenase (DTA). PDC, Pyruvatdecarboxylasc.
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STRUKTUR DER PYRUVATDEHYDROGENASE 485

nach Zentrifugation im Saccharosedichtegradienten im Enzymkomplex gefunden.
Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase Aktivitit wurde dagegen nach der Reinigung im
Saccharosedichtegradienten nur in wenigen Priparationen angetroffen. Eine Kon-
trolle der Priparationsschritte hinsichtlich der regulatorischen Enzyme ergab, daB
die angereicherte Pyruvatdehydrogenase mitunter in einem maximal aktivierten
Zustand vorliegt und daB die Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase bei der Protamin-
sulfatfillung vom Komplex abgetrennt wird. Eine Differenzierung erhdlt man durch
Inkubation des angereicherten Enzyvms mit 10 mM Mg?* und einem ungereinigten
Uberstand aus dem Herzmuskel (30 000 % g Uberstand), der die Phosphatase enthilt.
Erfolgt jetzt eine Aktivierung des Enzyms durch 10 mM Mg?*, 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 fur den symmetrischen Aufbau der Pyruvatdehydrogenase er-
geben sich aus der Zerlegung des Enzymkomplexes und der Isolierung der Teil-
enzyme, wobei vor allem die Dihydrolipoatacetyltransferase von Bedeutung ist, da
sie der strukturbestimmende Kern des Enzymkomplexes ist. Die Auflosung des
Enzymkomplexes wurde mit verschiedenen Methoden versucht. Die beste Ablosung
der Teilenzyme von der Dihydrolipoatacetyltransferase erhidlt man mit 2 M NaCl-
2 mM Dithioerythritol-o0.2 M Glycinpuffer, pH g.0, oder mit zo-100 gM Natrium-
dodekylsulfat. Nach Zerlegung des Enzymkomplexes werden die Teilenzyme im

Abb. 6. Dihydrolipoatacetyltransferase, negativ kontrastiert. Vergréerung 300 0oo:1.
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Abb. 7. Korrclation der elektronenmikroskopischen Abbildungen mit einem pentagonalen Dode-
kaeder-Modell, bestehend aus 20 morphologischen Untereinheiten (links) und ecinem lkosaeder-
Modell, bestehend aus 30 morphologischen Untereinhciten (rechts). (a) Funfzihlige Achse, (b)
dreizdhlige Achse, (c) zweizdhlige Achse, (d) Dodekacder Kalotte, dreizdhlige Achse. Vergrole-

rung: I 000 00O I.
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Saccharosedichtegradienten (Saccharosekonzentration 0.2-1.6 M in 1 M NaCl, pH
7.0) aufgetrennt. Mit beiden Methoden erhdlt man reine Dihydrolipoatacetyltrans-
ferase und zwei weitere sich iiberlappende Proteinfraktionen, in denen hohe Lipo-
amiddehydrogenase-Aktivitit gemessen wird (Abb. 5). Die Abtrennung der Lipo-
amiddehydrogenase von der Pyruvatdecarboxylase gelingt im Saccharosedichte-
gradienten nicht, hingegen in der Polyacrylamidgelelektrophorese oder durch
Ammoniumsulfatfidllung?. Leider ist die Haltbarkeit der Dihydrolipoatacetyltrans-
ferase gering. Die Proteinlésung wird beim Stehen im Kiihlschrank nach einigen Tagen
tritb. Lyophilisiert man das Enzymprédparat nach Dialyse, so kann nur noch ein
kleiner Teil des Enzyms erneut in Lésung gebracht werden.

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

DISKUSSION

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

Auch in unseren Prédparationen hat sich gezeigt, daB bei der Reinigung des
Multienzymkomplexes ein Teil der regulatorischen Enzyme (Pyruvatdecarboxylase-
Phosphatase) verloren geht?. Inwieweit auch andere Enzyme teilweise abgeldst
werden, ist unklar. Eine nachtrigliche Komplettierung des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes durch Inkubation mit bestimmten Fraktionen erscheint funktionell
moglich; morphologisch wurden keine GroBenzunahmen im Elektronenmikroskop
gefunden. Bisher gelang es uns nur einmal, den gereinigten Enzymkomplex durch
Inkubation mit ro 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. Thre Aktivitdt konnte bisher in allen Enzympréipara-
tionen nachgewiesen werden.

Die in der Literatur dargestellten Aufnahmen vom Multienzymkomplex der
Pyruvatdehydrogenase sind ausnahmslos unvollstindig?-4. Die abgebildeten Enzym-
komplexe sind zu klein und unterscheiden sich in ihrer Gréle und Form teilweise
kaum von der Dihydrolipoatacetyltransferase. Eine verbesserte Strukturdarstellung
des Multienzymkomplexes wurde erst dadurch méglich, daBl in unseren Priaparations-
methoden eine Vorfixation im Glutaraldehyddampf erfolgte.

Die Interpretation der Struktur des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes geht
von der Quartdrstruktur der Dihydrolipoatacetyltransferase aus, die den Kern des
Enzymkomplexes bildet. Die elektronenmikroskopischen Abbildungen der Dihydro-
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lipoatacetyltransferase zeigen ein aus Untereinheiten aufgebautes isodiametrisches
Partikel. Aus den biochemischen Daten 146t sich schlieBen, daBl die Untereinheiten
identisch sind und somit sogenannte quasi-iquivalente Bindungen'® ausbilden
konnen, was notwendigerweise iiber einen self-assembly-Prozess zu einer symme-
trischen Struktur fithrt. Nach den Uberlegungen von CRICK UND WaTsoN!” kommen
nur wenige kubische Symmetrietypen in IFrage, die sowohl isodiametrische Partikel
ergeben, als auch den unsymmetrischen Molekiilbau der Proteine und die geforderten
Toleranzen fiir die sogenannten “combining regions” zwischen den einzelnen Protein-
untereinheiten berticksichtigen!®. Der Vergleich der elektronenmikroskopischen Bil-
der mit unscharf kopierten Rontgen-Aufnahmen von aus Kugeln zusammengesetzten
Dodekaedern und Ikosaedern ergibt eine deutliche Ubereinstimmung nur mit dem
pentagonalen Dodekaeder, womit die von REED! vorgeschlagene Struktur bewiesen
wird. Diese Zuordnung ist eindeutig moglich auf Grund der charakteristischen
Projektion parallel zur zweizdhligen Achse. Dal} es sich bei der elektronenmikros-
kopisch dargestellten Dihydrolipoatacetyltransferase um vollstindige sphérische
Partikel handelt, beweisen wiederum die elektronenmikroskopischen Abbildungen,
die der dreizahligen Achse entsprechen (Abb. 7b), wihrend Projektionen parallel zu
den fiinf- bzw. zweizihligen Achsen des vollstindigen Dodekaeder von den Dode-
kaederkalotten (bAb. 7d) praktisch kaum unterscheidbar sind. Mitunter finden sich
in Dihydrolipoatacetvitransferase-Praparaten derartige kalottenférmige Dodekaeder-
Bruchstiicke.

Schwieriger ist die Interpretation der Struktur des Gesamtkomplexes. Da dieser
relativ leicht zerfillt, stellt sich primér die IFrage, wann man einen vollstindigen
Enzymkomplex vorliegen hat.

Es ist daher anzunehmen, daB die elektronenmikroskopisch abgebildeten grol3-
ten Partikel die vollstindigsten Komplexe darstellen. Sie sind ebenfalls isodiametrisch
und haben einen Durchmesser von durchschnittlich 400 A. Die gleichen Werte wurden
auch mit der Rontgenkleinwinkelstreuung erhalten (H. Wawra, persénliche Mit-
teilung 1971), 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 Kérper mit hoher Symmetrie ist, ist anzunehmen, dall die anderen
Teilenzyme um diesen Kern eine ein- oder mehrschichtige Hiille bilden, indem sie
IFlichen und Kanten, eventuell auch Scheitelpunkte des pentagonalen Dodekaeders
besetzen. Diese Schale miillite trotz der Verschiedenartigkeit der Strukturelemente
zumindest eine “statistische ikosaedrische” Symmetrie besitzen's. Nach dem Vor-
schlag von REEDY wurden die 12 Flachen und 30 Kanten des Dodekaedermodells mit
Kugeln besetzt. Wiihrend die Kontrastverteilung in bestimmten Projektionsrich-
tungen sehr gut tbereinstimmt (Abbn. 8a und 8b), differieren die Durchmesser von
Modell und Komplex um rund 10%,. Das heifit: die Proteinhiille, die den Dihydro-
lipoatacetyltransferase-Kern umgibt, ist um etwa 10-20 A (etwa 15%,) dicker als im
Modell mit dichtest méglicher Kugelpackung. Da in unseren Modellen die verwende-
ten Kugeln der wahren form der Proteinaggregate nur niherungsweise entsprechen
und auBerdem ein VergréBerungsfehler von + 5%, sowie ein Projektionsfehler der
Modelle mit einbezogen werden mul, ldBt sich diese Differenz von Modell und
Komplexdurchmesser erklaren. Dic Ubereinstimmung von Modellen mit elektronen-
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Abb. 8. Korrelation der elektronenmikroskopischen Abbildungen des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes mit Modellen (siehe Text). (a) Dreizdhlige Achse, (b) zweizihlige Achse. Vergroerung
I 000 0001,

mikroskopischen Abbildungen 14Bt demnach auf folgenden Aufbau des Pyruvat-
dehydrogenase-Komplexes schlieen: der Dihydrolipoatdehydrogenase-Kern hat die
Form eines pentagonalen Dodekaeders, bestehend aus 2o morphologischen Einheiten.
Die Teilenzyme Lipoamiddehydrogenase, Pyruvatdecarboxylase und Pyruvat-
decarboxylase-Kinase bilden aus 42 morphologischen Einheiten eine Hiille mit iko-
saedrischer Symmetrie, indem sie Kanten und Flichen des Dodekaeders besetzen.
Dieses Bauprinzip 148t aullerdem den Aufbau weiterer Proteinschichten zu, so daf
beispielsweise die Pyruvatdecarboxylase-Phosphatase an den Komplex noch ange-
lagert werden kann.

Diese Vergleichsmethode gibt allerdings keinen AufschluB {iber das Verteilungs-
muster der Enzyme in der Proteinhiille, denn die in den Enzymkomplex integrierten
Proteinpartikel sind in ihrer Gestalt und GroBe wegen der begrenzten Priparat-
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auflosung nicht mehr ditferenzierbar?®. Man kommt jedoch sicher noch zu exakteren
Aussagen iber den Aufbau des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes, wenn man
detailliertere Kenntnisse iiber die Molekulargewichte und die Strukturen der Teil-
enzyme sowie deren molares Verhiltnis zur Verfiigung hat.
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