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The pyruvate dehydrogenase complex from the photosynthetic bacterium R hodospirillum  rubrum  
was associated with the membrane fraction both in heterotrophically and photosynthetically grown 
cells. The complex was separated from the membranes and partially purified by precipitation with 
M gS04 and gelfiltration through Sepharose 4B. The purified complex had a specific activity of 
1.5 — 2 jMmol/min-mg protein and contained the following partial activities: pyruvate dehydrogenase 
(EC 1.2.4.1), dihydrolipoamide transacetylase (EC 2.3.1.12) and dihydrolipoamide dehydrogenase 
(EC 1.6.4.3). Contrary to other bacterial pyruvate dehydrogenase complexes, the enzyme complex 
from R. rubrum  revealed no cooperativity between pyruvate binding sites. The kinetic constants 
[K m) for the overall reaction were (in mM) : 0.14 (pyruvate), 0.07 (NAD) and 0.025 (coenzyme 
A ). The K m for thiamine pyrophosphate was dependent on the nature and the concentration of 
the divalent metal ion (Mn or Mg) present in the reaction mixture, the values ranging from 0.5 
to 3 /u m . NADH was a potent inhibitor (K; =  5 ^m) of the enzyme complex and the dihydrolipo­
amide dehydrogenase. The inhibition was competitive with respect to NAD. In addition to its rapid 
inhibitory effect, NADH also inactivated the enzyme. Cysteine partially protected the enzyme 
complex against NADH-inactivation. Acetyl-coenzyme A also inhibited the overall reaction (K \ =  
40 fj.m) . The inhibition was dependent on the concentration of coenzyme A, but independent of the 
concentration of pyruvate. Sugar phosphates, phosphoenolpyruvate, citric acid cycle intermediates 
and nucleosidephosphates (1 mM) had no pronounced effect on the overall reaction.

Einleitung

Der für den oxidativen Pyruvatabbau zu Acetyl- 
CoA und COo verantwortliche Multienzymkomplex 
ist bisher erst aus wenigen Bakterien isoliert und 
eingehend charakterisiert worden: aus den fakulta­
tiv anaeroben Bakterien Streptococcus ja eca lis1 
und Escherichia c o l i2' 3 sowie aus dem strikt aero­
ben Azotobacter vinelandii 4-6. Strikt anaerobe Bak­
terien enthalten nicht den Pyruvatdehydrogenase- 
Multienzymkomplex, sondern eine Ferredoxin-ab- 
hängige Pyruvatdehydrogenase, die Pyruvat-Fer- 
redoxin-Oxidoreduktase (EC 1.2.7.1) 7. Die am 
Pyruvatstoffwechsel der fakultativ phototrophen 
Bakterien beteiligten Enzyme bzw. Enzymkomplexe
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sind noch nicht eindeutig identifiziert und charakte­
risiert worden. In Rhodospirillum rubrum  wurde 
nach anaerober Dunkeladaptation bisher die Pyru- 
vat-Formiat-Lyase (EC 2.3.1.54) 8 nachgewiesen; 
die Existenz der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduk- 
tase wurde vermutet9.

Kulturphysiologische Studien mit Pyruvat als C- 
Quelle machten wahrscheinlich, daß in R. rubrum  
unter photosynthetischen Bedingungen nicht die 
Pyruvat-Formiat-Lyase und die Pyruvat-Ferredoxin- 
Oxidoreduktase, sondern ein Pyruvatdehydrogenase- 
Komplex das für die Pyruvat-Photoassimilation ent­
scheidende Enzym is t10. In der vorliegenden Arbeit 
wird die Anreicherung sowie die strukturelle und 
kinetische Charakterisierung des Pyruvatdehydro­
genase-Komplexes aus dem fakultativ phototrophen 
Bakterium R. rubrum  beschrieben. Der Multienzym­
komplex aus R. rubrum  ist mit der Chromato­
phorenfraktion der Zellen assoziiert und unter­
scheidet sich von den bisher untersuchten bakteriel­
len Pyruvatdehydrogenase-Komplexen durch das 
Fehlen von Wechselwirkungen zwischen den Bin­
dungsstellen für die verschiedenen Liganden.
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Material und Methoden

Organismus und Kulturmethoden

Die Untersuchungen wurden mit Rhodospirillum  
rubrum  Stamm S1 durchgeführt. Der Organismus 
wurde ursprünglich von Prof. Dr. H. Gest, Indiana 
University, Department of Microbiology, Bloo­
mington, Indiana (USA) zur Verfügung gestellt. 
Stammkulturen wurden in vollständig mit Malat- 
Medium nach Ormerod et a l .11 gefüllten 50 ml- 
Schraubdeckelflaschen anaerob im Licht (ca. 2000 
lx) bei 30 °C gehalten. Die Kulturen wurden bis zu 
einer Trübung von 4̂660 = 1,5 (gemessen in 1cm- 
Küvetten im „Spectronic 20“-Photometer der Fa. 
Bausch und Lomb, München) bebrütet und anschlie­
ßend im Kühlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Die 
Reinheit der Kulturen wurde mikroskopisch und 
durch Ausstrich auf Agarplatten mit dem vorstehend 
genannten Nährmedium (ergänzt durch 0.05% Hefe­
extrakt und 2% Agar) kontrolliert. Die Platten wur­
den anaerob im Licht und aerob im Dunkeln bei 
30 °C bebrütet und auf ein einheitliches Kolonie­
bild hin überprüft.

Zur photosynthetischen Anzucht größerer Zell­
mengen wurde der Organismus entweder in voll­
ständig gefüllten 500 ml-Schraubdeckelflaschen oder 
im Fermenter „Kiel“ der Fa. L. Eschweiler und 
Co., Kiel, gezogen. In diesem Falle wurde Malat 
durch 0,5% Na-Pyruvat ersetzt. Das Kulturgefäß 
des Fermenters wurde mit zwei Philips-Atralux- 
Lampen (100 W) beleuchtet (ca. lOOOOlx auf der 
Oberfläche des Kulturgefäßes). Die Temperatur 
wurde durch Wasserkühlung und durch Ventilation 
konstant auf 30 °C gehalten. Der pH der Nähr­
lösung wurde mit einer Elektrode überprüft, die zu­
vor 8 — 12 Stunden in salzsaurem Äthanol sterili­
siert worden war. Um anaerobe Bedingungen zu 
schaffen, wurde das Kulturgefäß des Fermenters 
mit Stickstoff begast. Die Rührung erfolgte mit einer 
Geschwindigkeit von 150 U/min. Proben zur Bestim­
mung von Trübung, pH und Substratverbrauch wur­
den dem Fermenter über den Auslaßstutzen entnom­
men und sofort in Eis gekühlt. Um eine Kontamina­
tion zu verhindern, wurde der Schlauch am Auslaß­
stutzen nach der Probeentnahme in 96%igem Ätha­
nol gehalten.

Die aerobe Anzucht von R. rubrum  erfolgte im 
Fermenter bei 30 °C und einem 0 2-Partialdruck von 
etwa 100 mm Hg. Der 0 2-Partialdruck wurde ma­
nuell durch Variation der Belüftungsrate und der 
Rührgeschwindigkeit kontrolliert. In keinem Falle 
aber durfte die Rührgeschwindigkeit den Wert von 
240 U/min überschreiten, da sonst die Zellerträge 
stark zurückgingen. Die aeroben Vorkulturen wur­
den in Erlenmeyer-Kolben auf einem Kreisschüttler

bei 30 °C angezogen. Die Beimpfung der Kultur­
gefäße des Fermenters erfolgte mit einem Inoculum 
von 2% mit Hilfe einer sterilen 100 ml-Injektions- 
spritze über den Impfstutzen.

Die anaerobe Dunkeladaptation von R. rubrum  in 
Pyruvatmedium wurde in nicht ganz fest verschlos­
senen 500 ml-Schraubdeckelflaschen durchgeführt. 
Die Kulturen wurden mit einem Inoculum von 10% 
beimpft und 36 Stunden bei 30 °C im Dunkeln in­
kubiert.

Herstellung zellfreier Extrakte

Die für enzymatische Untersuchungen benötigten 
Zellen wurden gegen Ende der exponentiellen 
Wachstumsphase nach Erreichung einer Trübung 
von A 660 =  2 (entsprechend einer Biomasse von
1 mg/ml) geerntet. Zu diesem Zeitpunkt betrug der 
pH in photosynthetischen Pyruvatkulturen etwa 6,6 
und die Pyruvatkonzentration im Medium war von 
anfänglich 45 m M  auf etwa 20 m M  gesunken. Die Zel­
len wurden imt 50 m M  K-Phosphatpuffer, pH 6,8, 
gewaschen und schließlich im gleichen Puffer mit 
Zusatz von 10 m M  MgCl2 resuspendiert ( l g  Feucht­
gewicht/2 ml Puffer). Um einen Verlust an Pyruvat- 
dehydrogenase-Aktivität zu vermeiden, durften we­
der die Zellsuspensionen noch daraus gewonnene 
Rohextrakte eingefroren werden. Zum Aufbrechen 
der Zellen wurde die Zellsuspension nach Zugabe 
einer Spatelspitze DNase einmal bei 80 kp/cm2 
durch eine French-Zelle (Aminco French-Press, 
American Instruments Co., Silver Springs, Mary­
land, USA) gepreßt. Das Homogenat wurde bei 
3000 X g  (10 min) zentrifugiert, um intakt geblie­
bene Zellen zu entfernen. Der Überstand ( = Roh­
extrakt) wurde mit 50 m M  K-Phosphatpuffer auf 
eine Proteinkonzentration von 20 — 25 mg/ml ein­
gestellt. Alle Arbeiten mit zellfreien Extrakten wur­
den bei 0 — 4 °C durchgeführt.

Bestimmung von Enzym aktivitäten

Enzymaktivitäten wurden in einem geeigneten 
optischen Test in 1 ml-Reaktionsgemischen bei 
30 °C gemessen. Die Extinktionsänderungen wur­
den im Spektralphotometer PM 4 (Fa. C. Zeiss, 
Oberkochen) verfolgt und mit einem Servogor- 
Schreiber (Fa. Metrawatt, Nürnberg) registriert. 
Die spezifische Aktivität wird in Einheiten (E) pro 
mg Protein angegeben. Eine Einheit ist die Enzym­
aktivität, die einen Substratumsatz von 1 //mol/min 
katalysiert. Die Aktivität des Pyruvatdehydrogenase- 
Kom plexes wurde in dem für R. rubrum  optimierten 
Reaktionsgemisch nach Schwartz und Reed 2 gemes­
sen: K-Phosphat, pH 7,0, 3 0 m M ; NAD, I m M ;  

CoA, 0,2 mM; TPP, 10 //M; MgS04 , 1 mM; MnCl2 , 
0,1 m M ; Na-Pyruvat, 0,5 m M ; 9 — 3 0 0 //g Protein.
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von Pyruvat ge­
startet und bei 340 nm verfolgt. Die Aktivität des 
Teilenzyms Pyruvatdehydrogenase (EC 1.2.4.1) 
wurde nach der modifizierten Methode von Dietrich 
und Henning 12 mit DCPIP als H-Akzeptor gemes­
sen. Das Reaktionsgemisch enthielt die folgenden 
Komponenten: K-Phosphat, pH 7,0, 30 m M ;  TPP, 
0,15 m M ; DCPIP, 0,05 m M ;  PMS, 1,3 m M ;  Na- 
Pyruvat, 1 m M . Messung der Reaktion bei 600 nm. 
Aktivität mit K3Fe(CN)6 als H-Akzeptor wurde im 
modifizierten Ansatz nach Schwartz und Reed2 ge­
messen: K-Phosphat, pH 7,0, 30 m M ;  MgS04 , 10 
m M ; TPP, 0,15 m M ; K3Fe(CN)6 , I m M ;  Na-Pyru- 
vat, 5 m M . Messung der Reaktion bei 430 nm.

Die Übertragung der Acetyl-Gruppe von CoA auf 
Dihydroliponsäureamid als Maß für die Lipoat- 
reductase-Transacetylase- Aktivität (EC 2.3.1.12) 
wurde nach der Methode von Hall und Weitzman 13 
gemessen. Das Enzym wurde zunächst 5 min in dem 
folgenden Reaktionsgemisch inkubiert: K-Phosphat, 
pH 7,0, 40 m M ; NADH, 0,1 m M ; Liponsäureamid, 
0,2 m M. Nach dieser Präinkubation ist durch die 
Aktivität der Dihydrolipoat-Dehydrogenase folgen­
des Gleichgewicht erreicht

Liponsäureamid + NADH ^
Dihydroliponsäureamid + NAD.

Nach dieser Gleichgewichtseinstellung erfolgte der 
Start der Transacetylase-Reaktion durch Zugabe 
von 0,3 m M  Acetyl-CoA und weitere Registrierung 
der NADH-Oxidation.
Dihydrolipoat-Dehydrogenase-Aktivität (EC 1.6.4.3) 

wurde in einem nach Massey 14 modifizierten Reak­
tionsgemisch gemessen: K-Phosphat, pH 7,0, 30 mM; 
Dihydroliponsäureamid, 0,5 m M ;  NAD, I m M .  Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet.

Präparative und analytische Methoden

Acetyl-CoA wurde aus CoA und Essigsäureanhy­
drid nach der Methode von Ochoa 15 synthetisiert. 
Dihydroliponsäureamid wurde durch Reduktion von 
Liponsäureamid mit Borhydrid nach den Angaben 
von Hishwa und Pfennig 16 hergestellt. Aluminium­
hydroxyd C y-Gel wurde nach den Angaben von 
Collowick 17 präpariert.

Protein wurde nach der Methode von Lowry et 
a l .18, CoA mit 5.5/-Dithio-bis(-2-nitrobenzoesäure) 
(DTNB) 19 und Acetyl-CoA enzymatisch in einem 
Reaktionsgemisch mit DTNB und Citratsynthase 
(EC 4.1.3.7) 20 bestimmt. Pyruvat wurde ebenfalls 
enzymatisch in einem Reaktionsgemisch mit NADH 
und Lactatdehydrogenase (EC 1.1.1.27) analysiert. 
Bacteriochlorophyll in Membranfragmenten bzw. 
Enzympräparaten wurde durch Messung der Ex­

tinktion bei 880 nm unter Benutzung des von Clay­
ton21 angegebenen Extinktionskoeffizienten (140 
m M -1 cm-1 ) bestimmt.

Herkunft der Chemikalien und Biochemikalien
Adenylate und andere Nucleosidphosphate, CoA, 

Citratsynthase, DNase, DTNB, FAD, Lactatdehydro­
genase, NAD, NADH, NADP und TPP wurden von 
der Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, bezo­
gen. Folsäure, Liponsäure, Liponsäureamid, PMS 
und Rinderserumalbumin stammten von der Fa. 
Serva-Feinbiochemica, Heidelberg. Sepharose 4B 
wurde von der Fa. Deutsche Pharmacia GmbH, Frei­
burg, bezogen. Die übrigen Chemikalien stammten 
von der Fa. E. Merck, Darmstadt.

Ergebnisse

Nachweis eines membrangebundenen P yruvat­
dehydrogenase Komplexes in Rhodospirillum  
rubrum

Rohextrakte aus anaerob im Licht mit Pyruvat als 
C-Quelle gewachsenen R. rubrum-ZeWen katalysier­
ten eine von Pyruvat, CoA, TPP und Mg2+-Ionen 
abhängige NAD-Reduktion mit Raten von 50 — 90 
mE/mg Protein. Die Reaktionsraten waren nur für 
etwa 1 min konstant und verringerten sich dann zu­
sehends. FAD und NADP konnten NAD als H- 
Akzeptor nicht ersetzen. Wurde die Reaktion mit 
dem Rohextrakt gestartet, war kein linearer Zusam­
menhang zwischen Reaktionsrate und Proteinkon­
zentration zu verzeichnen. Nach Präinkubation des 
Extraktes im Pyruvat-freien Reaktionsgemisch und 
Start der Reaktion mit Pyruvat aber wurde Propor­
tionalität zwischen Proteinkonzentration und der 
Anfangsreaktionsrate erzielt.

Wurden Rohextrakte einer Zentrifugation bei 
140 000 xg (90 min) unterzogen, befand sich die 
gesamte noch meßbare Enzymaktivität in der Chro- 
matophoren-Fraktion, also der Fraktion der intra- 
cytoplasmatischen Membranen. Etwa 40% der Ge­
samtaktivität war verlorengegangen. Um den Enzym­
komplex von den Chromatophoren zu lösen, wurde 
das Sediment in Phosphatpuffer (pH 7) verschiede­
ner Molarität resuspendiert, homogenisiert und er­
neut bei 140 000 x g  abzentrifugiert. In den An­
sätzen mit Phosphatkonzentrationen höher als 20 m M  

verblieb die gesamte Enzymaktivität mit der Chro­
matophorenfraktion assoziiert. Mit 1 m M  Phosphat 
aber wurde bis zu 20% der Enzymaktivität solubili- 
siert. Durch mehrmaliges Waschen der Chromato­
phoren mit 1 m M  Phosphat konnte praktisch die ge­
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samte membrangebundene Pyruvatdehydrogenase- 
Aktivität freigesetzt werden. Das solubilisierte 
Enzym zeigte die gleiche Abhängigkeit von Cofakto- 
ren wie das membrangebundene Enzym und konnte 
durch Zusatz von 10 m M  MgS04 stabilisiert werden.

Mit einem solubilisierten Enzympräparat wurden 
Sättigungskurven für alle Liganden aufgenommen. 
Folgende Konzentrationen erwiesen sich als optimal:
1 m M  NAD; 10 j u m  TPP; 0,2 m M  CoA; 1 m M  

MgS04 und 0,5 m M  Pyruvat. Wurde außer MgS04 
noch 0,1 m M  MnCl2 zugesetzt, wurde eine Aktivi­
tätssteigerung von 20% erzielt. Zusatz von SH-Ver­
bindungen (Cystein, Dithioerythrit, reduziertes 
Glutathion) zum Reaktionsgemisch erhöhte die 
Reaktionsraten ebenfalls um 10 —15%. Die Ermitt­
lung der optimalen Konzentration von Puffer und 
Enzymliganden im Reaktionsgemisch zeigte, daß die 
Aktivität des Enzymkomplexes in starkem Maße von 
der Ionenstärke abhängt (Abb. 1). Maximale

Abb. 1. Einfluß der Ionenstärke auf die Aktivität des Pyru­
vatdehydrogenase-Komplexes. Die Enzymaktivität eines solu­
bilisierten Enzympräparates (spez. Aktivität: 40 mE/mg Pro­
tein) wurde in Reaktionsgemischen (pH 7) mit 1 mM NA D; 
IO jUM TPP; 0,2 mM CoA; 1 mM M gS04; 0,5 mM Na-Pyruvat 
und 0,36 mg Protein als Funktion der Ionenstärke gemes­
sen. In einer Meßserie wurden die verschiedenen Werte der 
Ionenstärke mit K-Phosphat ( # )  eingestellt. Reaktionsgemi­
schen mit steigenden K Cl(O )* oder NaCl (A) -Konzentra­
tionen wurde jeweils 10 mM K-Phosphat, pH 7, zugefügt. 
Die Ionenstärke wurde berechnet nach der Formel fi =  
0,5 "Ci-ki ( c i , Konzentration; k \ , Ladung des i-ten Ions).

Enzymaktivität wurde bei einer Ionenstärke von 
ju = 0,05 (entsprechend 30 m M  K-Phosphat) ge­
messen. Der unterschiedliche Aktivitätsverlust bei 
höheren Ionenstärken als 0,05 (vgl. Abb. 1) zeigt 
aber auch, daß die Aktivität des Enzymkomplexes 
nicht allein von der Ionenstärke im Reaktionsge­
misch, sondern auch von der Art der zur Einstellung 
der Ionenstärke verwendeten Ionen (K+, Na+) ab­
hängt. Ein Vergleich der Enzymaktivitäten in Tris-, 
HEPES- und Phosphat-Puffer bei einer Ionenstärke 
von fi =  0,05 zeigte, daß der Enzymkomplex in 
Phosphat-Puffer die höchste Aktivität aufwies (vgl. 
Tab. I). Da Zusatz von 2 m M  Phosphat zu Tris- oder 
HEPES-Puffer aber eine deutliche Aktivitätssteige­
rung bewirkte, kann Phosphat als Aktivator des 
Enzyms betrachtet werden.

Tab. I. Aktivität des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes in 
verschiedenen Puffern bzw. Puffergemischen.

Puffer bzw. Puffergemisch % Aktivität

30 m M  K-Phosphat, pH 7 100
30 m M  Tris-HCl, pH 7 66
30 m M  HEPES, pH 7 56
30 m M  Tris-HCl

+  30 m M  K-Phosphat, pH 7 95
30 m M  Tris-HCl

+  10 m M  K-Phosphat, pH 7 90
30 m M  Tris-HCl

+  2 m M  K-Phosphat, pH 7 85
30 m M  HEPES

+  2 mM  K-Phosphat, pH 7 76

90 f.ig Protein eines solubilisierten Enzympräparates in 
50 m M  Tris-Puffer wurden zur Aktivitätsbestimmung in 
Reaktionsgemische mit verschiedenen Puffer bzw. Puffer­
gemischen eingesetzt. Die Ansätze enthielten außerdem 1 mM 

NAD; 0,2 m M  CoA; 10 /u m  TPP; 1 m M  M gS04; 0,1 mM 

MnCl2 und 0,5 m M  Na-Pyruvat. 100% Aktivität entspricht 
160 mE/mg Protein.

Die niedrigste Aktivität des Enzymkomplexes im 
Rohextrakt (6 — 10 mE/mg Protein) wurde nach 
anaerober Dunkelanzucht von R. rubrum  in Pyru­
vat- und Fructose-Medium gemessen. Mittlere Akti­
vitäten (15 — 95 mE/mg Protein) wurden nach 
photosynthetischer Zellanzucht mit Succinat, Malat, 
Lactat und Pyruvat erzielt. Die höchsten Aktivitäten 
(180 — 200 mE/mg Protein) wurden nach aerober 
Anzucht der Zellen in Pyruvat-Medium erreicht.

Das im Zuge der Enzymreaktion gebildete Acetyl- 
CoA, NADH und C 02 wurde in einem Reaktions­
gemisch mit 30 m M  K-Phosphat, pH 7; 10 /<M TPP;
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2 m M  NAD; 1 m M  CoA; 1 m M  MgS04 und 0,1 mM  

MnCl2 bestimmt. Wie die Daten in Tab. II zeigen, ent­
sprachen die Mengen der im Zuge der Reaktion gebil­
deten Produkte der Menge des verbrauchten Pyruvats. 
Da die im Bestimmungsansatz als Hilfsenzym ein­
gesetzte Citratsynthase spezifisch für Acetyl-CoA ist, 
kann Acetyl-Phosphat als Endprodukt der Reaktion 
ausgeschlossen werden.

Tab. II. Stöchiometrie zwischen Pyruvatverbrauch und Pro­
duktbildung in einem Pyruvatdehydrogenase-Reaktionsge- 
misch.

Substrat bzw. Produkt Umsatz
[wmol/ml]

Pyruvat 0,090
Acetyl-CoA 0,088
C 02 0,083
NADH 0,090

In Reaktionsgemischen mit 30 m M  K-Phosphat, pH 7; 1 mM  

Na-Pyruvat; 10 /um TPP; 2 mM  NAD; 1 m M  CoA; 1 mM 

M gS04; 0,1 m M  MnCl2 und 50 /u\ Enzympräparat (0,64 mg 
Protein) wurde die NAD-Reduktion spektrophotometrisch 
verfolgt. Nach 10 min wurde die Reaktion durch 0,5 ml 3 n  

HC104 abgestoppt. Die Neutralisation erfolgte mit KHC03 . 
Der nach Zentrifugation bei 4000 U/min erhaltene Über­
stand wurde zur Pyruvat- und Acetyl-CoA-Bestimmung ein­
gesetzt (vgl. Abschnitt Material und Methoden). C 02 wurde 
in einem entsprechend zusammengesetzten 5 ml-Reaktions- 
gemisch mit der 10-fachen Enzymmenge manometrisch be­
stimmt. Nachdem keine Druckänderung am Manometer mehr 
ablesbar war, wurde das im Reaktionsgemisch verbliebene 
HCO3- mit Säure ausgetrieben. Die in einem Parallelansatz 
mit gekochtem Extrakt gebildete Gasmenge wurde von dem 
erhaltenen Wert abgezogen. In einem dritten Ansatz mit 
KOH im Zentralzylinder wurde keinerlei Gasbildung ge­
messen.

Anreicherung des Pyruvatdehydrogenase- 
Kom plexes

Zur Anreicherung des Enzymkomplexes aus R. 
rubrum  wurde die Chromatophorenfraktion aus 
photosynthetisch auf Pyruvat gewachsenen Zellen 
eingesetzt. Die Loslösung des Enzymkomplexes von 
den Chromatophoren wurde durch Homogenisation 
der Membranfraktion in Mg2+-freiem Phosphatpuf­
fer ( I m M ,  pH 7) erreicht. Für maximale Ausbeuten 
an solubilisiertem Enzymkomplex erwies sich eine 
Proteinkonzentration von 5 mg/ml als optimal. 
Durch wiederholte Homogenisation und Sedimenta­
tion der Membranfraktion konnte 6 0 —100% der 
Gesamtaktivität solubilisiert werden. Sowohl die 
Mg2+-Konzentration als auch die Proteinkonzentra­
tion waren kritisch: Mg2+ in einer Konzentration 
von höher als 1 m M  verhinderte die Dissoziation des

Enzymkomplexes von der Membran; bei Protein­
konzentrationen von weniger als 4mg/ml war eine 
Inaktivierung des Enzymkomplexes zu verzeichnen. 
Bei solch geringen Proteinkonzentrationen war stets 
ein Verlust der Pyruvat-NAD-Reduktase-Aktivität 
bei gleichzeitigem Erhalt der Aktivitäten von Pyru­
vatdehydrogenase (EC 1.2.4.1) und Dihydrolipoat- 
Dehydrogenase (EC 1.6.4.3) zu messen.

Die bei Enzymanreicherungen übliche Fällung mit 
Ammoniumsulfat führte bei dem solubilisierten 
Pyruvatdehydrogenase-Komplex aus R. rubrum  zu 
hohen Aktivitätsverlusten. Der Enzymkomplex aber 
konnte durch Zusatz von 1 0  mM MgS04 zum Solubi- 
lisat präzipitiert und durch Zentrifugation bei 
40 0 0 0  x g  sedimentiert werden. Eine genauere 
Analyse des Fällungsvorganges ergab, daß sich auch 
bei relativ geringen Proteinkonzentrationen ( <  4 
mg/ml) stets 80 — 100%  der Pyruvat-NAD-Reduk- 
tase-Aktivität im Sediment wiederfanden, wenn das 
Solubilisat mit 1 0 m M  MgS04 versetzt und minde­
stens 10  Stunden bei 0  —4 °C gelagert worden war. 
War bei der Solubilisierungs-Prozedur ein Aktivi­
tätsverlust des Enzymkomplexes erfolgt, wurde ein 
Teil der verlorengegangenen Aktivität im Zuge der 
Präzipitation wiedergewonnen. Zur weiteren Reini­
gung des Enzymkomplexes wurde das Mg-Präzipitat 
in einem kleinen Volumen Phosphatpuffer (50 mM, 
pH 7) gelöst und durch eine Sepharose 4B-Säule 
( 1 , 6 x 6 0  cm) filtriert.

Ein typisches Elutionsdiagramm ist in Abb. 2 
dargestellt. Das durch MgS04 aus dem Solubilisat 
gefällte Protein wurde in zwei Banden von der 
Säule eluiert. Die Pyruvat-NAD-Reduktase befand 
sich in der ersten Proteinbande, die auch noch 
Photopigment-Protein-Komplexe mit einer Bacterio- 
chlorophyll-Konzentration von etwa 4 ng/mg Pro­
tein enthielt (zum Vergleich: Die Chromatophoren- 
Fraktion aus R. rubrum  enthält etwa 30 jug Bac- 
teriochlorophyll/mg Protein, also etwa das 104-fache 
der Restmenge im Sepharose 4B-Filtrat). Die Frak­
tionen mit der höchsten Aktivität wiesen das gleiche 
Verhältnis Aktivität/Protein auf. Da nur etwa 30% 
der auf die Säule aufgetragenen Gesamtaktivität 
eluiert wurde, war zu vermuten, daß während der 
Gelfiltration eine teilweise Dissoziation des Kom­
plexes in seine Teilenzyme stattgefunden hatte. Diese 
Annahme wurde durch den Befund bestätigt, daß 
sich auch vom ersten Teilenzym des Komplexes, der 
Pyruvatdehydrogenase (EC 1.2.4.1), nur ca. 30% 
in der ersten Proteinbande wiederfanden. Von die-
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Tab. III. Reinigung des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes aus photosynthetisch gewachsenen Zellen von Rhodospirillum  
rubrum.

Fraktion Volumen
[ml]

Protein
[mg]

Gesamt-
Einheiten

spez.
Aktivität 
[E/mg Protein]

Anreicherung

Rohextrakt 50 1300 90 0,069 1
Membranfraktion 178 890 50 0,056 0,8
Solubilisat 495 190 34 0,180 2,6
M gS04-Präzipitat 7 31 30 0,970 14
Sepharose 4B-Filtrat 29 5,5 7,3 1,31 19

Fraktionsnummer

Abb. 2. Gelfiltration des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes 
durch Sepharose 4B. 1,5 ml eines M gS04-Präzipitats (6,3 mg 
Protein) wurden auf eine Sepharose 4B-Säule (1 ,6X 60 cm) 
aufgetragen, mit 50 mM K-Phosphat, pH 7, eluiert und in 
Fraktionen zu je 20 Tropfen ( =  1,55 ml) aufgefangen. 
Pyruvat-NAD-Reduktase- und Dihydrolipoat-Dehydrogenase- 
Aktivität wurde mit 50 /d-Proben, die DCPIP-abhängige 
Pyruvatdehydrogenase mit 200 al-Proben aus den jeweiligen 
Fraktionen bestimmt.

ser Teilaktivität war ein deutlich meßbarer Anteil 
in der zweiten Proteinbande lokalisiert. Demgegen­
über ließ sich von der Dihydrolipoat-Dehydrogenase 
(EC 1.6.4.3) praktisch die gesamte aufgetragene 
Aktivität in der ersten Proteinbande wiederfinden. 
Während das Aktivitätsverhältnis von Pyruvat-NAD- 
Reduktase und Dihydrolipoat-Dehydrogenase in den 
Fraktionen der ersten Proteinbande zwar annähernd 
konstant, aber gegenüber dem MgS04-präzipitier- 
ten Enzymkomplex deutlich verringert war, nahm 
das Verhältnis Pyruvat-NAD-Reduktase zu Pyruvat­
dehydrogenase mit steigender Fraktionsnummer ab. 
Diese Befunde erlauben die Schlußfolgerung, daß 
der Aktivitätsverlust an Pyruvat-NAD-Reduktase 
während der Gelfiltration wenigstens teilweise auf 
einer Dissoziation des Enzymkomplexes in seine 
Teilenzyme beruht. Die schlechte Ausbeute an Pyru­

vat-NAD-Reduktase im Sepharose 4B-Eluat konnte 
leicht verbessert werden durch Auftragung einer 
größeren Proteinmenge und durch Zusatz von 5 m M  

MgS04 und 20 /um TPP zum Elutionspuffer (50 m M  

K-Phosphat, pH 7).
Es wurde versucht, durch weitere bzw. andere 

Chromatographiemethoden die kontaminierenden 
Photopigment-Komplexe bzw. Membranfragmente 
vom Pyruvatdehydrogenase-Komplex abzutrennen. 
Chromatographie des Mg-Präzipitats auf Ca-Phos- 
phatgel (vgl. ref. 22) zeigte nicht den gewünschten 
Erfolg. Auch nach Chromatographie auf Hydroxy- 
apatit konnten nur ca. 10% der Gesamteinheiten 
wiedergewonnen werden. Eine Chromatographie 
des Mg-Präzipitats auf Aluminiumhydroxyd Cy-Gel 
resultierte zwar in einer Abtrennung der kontami­
nierenden Photopigment-Komplexe bzw. Membran­
fragmente, ließ aber die spezifische Aktivität des 
Enzympräparates weit unter den für das Mg-Präzi- 
pitat charakteristischen Wert sinken. Der Pyruvat- 
dehydrogenase-Komplex aus R. rubrum  wurde des­
halb routinemäßig nur durch Solubilisierung von 
der Chromatophoren-Fraktion, Präzipitation mit 
MgS04 und Filtration durch Sepharose 4B gereinigt. 
Dieses Verfahren erlaubte eine Anreicherung des 
Enzymkomplexes im Vergleich zum Rohextrakt um 
einen Faktor von etwa 20 bis zu einer spezifischen 
Aktivität von 1 —l,5E /m g Protein. Ein typischer 
Anreicherungsgang ist in Tab. III zusammengefaßt.

Das Anreicherungsverfahren ließ sich ohne Modi­
fikation auch auf aerob gewachsene Zellen übertra­
gen. Die hier erzielten Enzympräparate wiesen spe­
zifische Aktivitäten bis zu 2,5 E/mg Protein auf und 
waren — nicht zuletzt wegen des viel geringeren 
Photopigmentgehalts des Zellmaterials — praktisch 
frei von Bacteriochlorophyll.

Der gereinigte Enzymkomplex konnte durch Zu­
satz von 10 m M  MgS04 nicht stabilisiert werden. 
Nach Zusatz von Rinderserumalbumin (10 mg/ml)
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aber konnte der Enzymkomplex bei — 18 °C meh­
rere Wochen ohne Aktivitätsverlust eingefroren wer­
den. Ein in Abwesenheit von Rinderserumalbumin 
durch Einfrieren inaktiviertes Enzympräparat ließ 
sich wie der Enzymkomplex aus E. coli 23 durch Prä­
inkubation mit einem zweiwertigen Metallion und 
TPP reaktivieren (Abb. 3). Um von vornherein eine 
Inaktivierung des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes 
zu vermeiden, wurde deshalb dem Phosphatpuffer 
routinemäßig 20 ju m  TPP zugesetzt.

Abb. 3. Reaktivierung des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes 
durch Thiaminpyrophosphat. Das durch Einfrieren inakti­
vierte Eluat (0,7 mg/ml) von einer Alumina C y-Säule wurde 
bei 0 °C in Puffergemischen mit 0,1 mM MnCl» (O ) bzw. 
2 mM M gS04 ( # )  in Gegenwart verschiedener TPP-Kon- 
zentrationen präinkubiert. Aus diesem Gemisch wurden nach 
2 min 20 „ul-Proben (14 jug Protein) entnommen und im 
Standardgemisch auf Pyruvat-NAD-Reduktase-Aktivität ge­
testet. Die mit MnCl2 gemessene Maximalrate entspricht 
0,83 E/mg Protein.

Kinetische Eigenschaften des Pyruvatdehydrogenase- 
Komplexes

Die in den Vorversuchen ermittelte Abhängigkeit 
der Pyruvatdehydrogenase-Aktivität in R. rubrum  
von den Cofaktoren CoA und TPP ließ einen 
Aufbau des Enzymkomplexes ähnlich dem E. 
coli-Enzym2 oder dem A. v in e lan d ii-E n zym ^ 6 
aus den drei Teilenzymen Pyruvatdehydrogenase 
(EC 1.2.4.1), Lipoatreduktase-Transacetylase (EC 
2.3.1.12) und Dihydrolipoatdehydrogenase (EC
1.6.4.3) erwarten. Einer Charakterisierung dieser 
drei Teilaktivitäten im Pyruvatdehydrogenase-Multi­
enzymkomplex aus R. rubrum  ging die Bestimmung 
der kinetischen Parameter der Gesamtreaktion (Py- 
ruvat-NAD-Reduktase) voraus.

Die Rate der NAD-Reduktion wurde in Standard­
Reaktionsgemischen mit 1 m M  MgS04 bzw. 0,1 m M  

MnCl2 als Funktion der Pyruvat-Konzentration ge­
messen. In beiden Fällen wurden hyperbolische Sät­
tigungskurven mit einem übereinstimmenden K m- 
Wert von 0,14 m M  erzielt. Mit MnClo wurden im 
Vergleich zu den mit MgS04 erhaltenen Reaktions­
raten um etwa 15% höhere i>max-Werte gemessen. Im 
Gegensatz zu den Pyruvatdehydrogenase-Komplexen 
aus E. coli 23' 24 und A. vinelandii 5 weist das Enzym 
aus R. rubrum  keine sigmoide Pyruvat-Sättigungs- 
kurve auf. Da die Kooperativität zwischen den Pyru- 
vat-Bindungsstellen am Enzymkomplex aus E. coli 
mit abnehmender TPP-Konzentration ansteigt23, 
wurde geprüft, inwieweit das kinetische Verhalten 
des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes aus R. ru­
brum  von der TPP-Konzentration im Reaktions­
gemisch abhängt. Selbst mit TPP-Konzentrationen 
von weniger als 5 jum  wurden jedoch stets hyper­
bolische Pyruvat-Sättigungskurven mit einem K m 
von 0,14 +0,02 m M  gemessen. Weiterhin bestand 
die Möglichkeit, daß die K m- bzw. S0-5-Werte der 
Pyruvatsättigungskurven von der Art des Puffers im 
Reaktionsgemisch bzw. der Konzentration von Li­
ganden wie NADH und Acetyl-CoA abhingen. In 
Gegenwart von Tris-HCl- oder HEPES-Puffer (an­
stelle von Phosphat) aber war die Form der Pyru- 
vat-Sättigungskurve unverändert. Auch der Zusatz 
von NADH oder Acetyl-CoA (vgl. Abschnitt Inhibi­
toren und Aktivatoren) war in dieser Hinsicht wir­
kungslos.

NAD-Sättigungskurven wurden bei verschiedenen 
CoA- und Pyruvat-Konzentrationen aufgenommen. 
In allen Fällen wurde für NAD eine hyperbolische 
Sättigungskurve mit einem K m von 0,07 m M  gefun­
den. Auch der £„r Wert für CoA erwies sich als un­
abhängig von der Pyruvat- und NAD-Konzentra- 
tion. Die hyperbolischen CoA-Sättigungskurven wie­
sen übereinstimmend einen K m von 0,025 m M  auf. 
Demgegenüber waren die £ w-Werte für TPP ab­
hängig von der Art und der Konzentration des zwei­
wertigen Metallions im Reaktionsgemisch. Mit 1 m M  

MgS04 bzw. 0,02 m M  MnCl2 wurde für TPP ein 
K m von 0,5 /<M , mit 0,01 m M  MgS04 aber ein K m 
von 3,3 ju m  gemessen. Da in Reaktionsgemischen 
ohne zusätzliches Metallion bis zu 60% der maxima­
len Aktivität gemessen wurde (auch dann, wenn das 
Enzympräparat praktisch frei von MgS04 war), 
konnten exakte „-Werte für Mg2+ und Mn2+ nicht 
bestimmt werden. Da die Pyruvat-NAD-Reduktase-
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Aktivität aber durch 1 m M  EDTA vollständig ge­
hemmt wurde, ist anzunehmen, daß der Enzymkom­
plex ein fest gebundenes zweiwertiges Metallion ent­
hält.

Nachweis und Charakterisierung der Teilenzyme des 
Kom plexes

Wegen der geringen Empfindlichkeit der mano­
metrischen Methode kam für den Nachweis der Py- 
ruvatdehydrogenase-Komponente (EC 1.2.4.1) nur 
ein optischer Test in Frage. Die Rate der Reduktion 
von Ferricyanid lag — zumindest mit den Enzym­
präparaten aus photosynthetisch gezogenen Zel­
len — an der unteren Nachweisgrenze der optischen 
Methode. Die Reaktionsrate mit Ferricyanid als H- 
Akzeptor entsprach maximal 0,6% der Rate der 
NAD-Reduktion. DCPIP erwies sich als ein weitaus 
besserer H-Akzeptor zur Messung der Pyruvatdehy- 
drogenase-Teilreaktion. Im Testsystem nach Dietrich 
und Henning12 wurden Reaktionsraten gemessen, 
die etwa 16% der Rate der NAD-Reduktion entspra­
chen. Beim gereinigten Enzymkomplex, nicht aber 
im Rohextrakt, war die Reaktionsrate mit DCPIP 
der Proteinkonzentration proportional. Im Gegen­
satz zur Gesamtreaktion (Pyruvat-NAD-Reduktase) 
war die Reaktionsrate mit DCPIP nicht abhängig 
von der Ionenstärke des Puffers im Testgemisch. 
Auch hatte der Zusatz von Mg2+ bzw. Mn2+ keinen 
Einfluß auf die Aktivität des Teilenzyms. Der K m- 
Wert für Pyruvat betrug 0,25 mM; der für TPP 
0,05 m M .

Der Nachweis der Teilaktivität der Lipoatreduk- 
tase-Transacetylase (EC 2.3.1.12) erfolgte nach der 
Methode von Hall und Weitzman 13 (vgl. Abschnitt 
Material und Methoden). Bei dieser Methode wird 
die Bildung von S-Acetyl-Lipoamid aus Dihydro- 
lipoamid und Acetyl-CoA mit der im Überschuß 
vorhandenen Dihydrolipoat-Dehydrogenase (EC
1.6.4.3) gekoppelt. Durch das letztere Enzym wird 
Lipoamid in Gegenwart von NADH bis zur Gleich­
gewichtseinstellung reduziert. Dann wird die Trans- 
acetylierungs-Reaktion mit Acetyl-CoA gestartet und 
anhand der weiteren NADH-Oxidation verfolgt. Die 
mit dem R. ru6ru/n-Enzymkomplex nach Zugabe 
von Acetyl-CoA gemessene Rate der NADH-Oxida­
tion war der eingesetzten Proteinkonzentration pro­
portional. Ein Enzympräparat mit einer Pyruvat- 
NAD-Reduktase-Aktivität von l,4E /m g Protein wies 
eine Transacetylase-Aktivität von nur 0,22 E/mg 
Protein auf. Es ist anzunehmen, daß die relativ ge­

ringe Aktivität der Dihydrolipoat-Dehydrogenase 
im R. ra6ru.m-Enzymkomplex die Transacetylase- 
Reduktion limitiert.

Die Aktivität der Dihydrolipoat-Dehydrogenase 
(EC 1.6.4.3) wurde sowohl in physiologischer 
(NAD-Reduktion durch Dihydrolipoamid), als auch 
in umgekehrter Richtung (Oxidation von NADH in 
Gegenwart von Liponsäureamid) gemessen. Die 
nach Reed und Willms 25 gemessene Rate der NADH- 
Oxidation entsprach nur etwa 30% der Rate der Ge­
samtreaktion. Durch Präinkubation des Enzymprä­
parates mit Liponsäureamid konnte allerdings eine 
Verdopplung der Reaktionsrate erzielt werden. Mit 
Liponsäure wurde lediglich 10% der Reaktionsrate 
mit Liponsäureamid erreicht. Diese geringe Aktivi­
tät des Teilenzyms in der unphysiologischen Rich­
tung erklärt die niedrigen Raten der Transacetylie- 
rung im Gleichgewichts-System nach Hall und Weitz­
man 13 (siehe oben). Die Aktivität des Enzyms in 
der physiologischen Richtung entsprach dem 1,6- 
fachen der Rate der Gesamtreaktion. Durch Zusatz 
von 1 mM Dithioerythrit konnte die Aktivität noch 
um 20% gesteigert werden. Das Teilenzym hatte 
einen K m von 0,22 mM für NAD und 0,18 mM für 
Dihydroliponsäureamid.

Inhibitoren und Aktivatoren des Pyruvatdehydro­
genase-Komplexes

Die Reaktionsrate der Gesamtreaktion (Pyruvat- 
NAD-Reduktase) wurde bei drei verschiedenen, 
nicht sättigenden NAD-Konzentrationen als Funk­
tion der NADH-Konzentration gemessen (Abb. 4). 
Es zeigte sich, daß das Ausmaß der Hemmung des 
Enzymkomplexes durch NADH von der NAD-Kon- 
zentration abhängt. Mit steigender NAD-Konzentra- 
tion wurde das Ausmaß der Hemmung verringert. 
Auftragung der Reaktionsdaten im Dixon-Diagramm 
(1 /v  =  f [ I ] )  ergab einen K[ für NADH von 5 /im 
und verdeutlichte den kompetitiven Charakter der 
Hemmung bei niedrigen NADH-Konzentrationen. 
Der Angriffspunkt der NADH-Hemmung ist aller 
Wahrscheinlichkeit nach die Dihydrolipoat-Dehy­
drogenase, denn die von diesem Teilenzym des 
Komplexes aus R. rubrum  katalysierte Reaktion 
wurde durch NADH in ähnlicher Weise wie die 
Gesamtreaktion gehemmt (vgl. ref. 26).

Wurde ein Enzympräparat mit NADH (0,01 —
0,15 mM) für Im in  präinkubiert, trat eine irrever­
sible Inaktivierung der Gesamtreaktion ein. Der 
Grad der Inaktivierung war von der NADH- und
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Abb. 4. Hemmung des Pyruvatdehydrogenase- 
Komplexes durch NADH. Die Raten der 
NAD-Reduktion wurden in Reaktionsgemi­
schen mit 0,2 mM CoA; 10 /u m  TPP; 1 mM 

M gS04; 22 ( ■ ,  □ )  bzw. 44 ( # )  [xg Pro­
tein; 0,5 mM Na-Pyruvat und verschiedenen, 
konstanten NAD-Konzentrationen ( 0 ,  0,04 
mM; O , 0,08 mM ; ■ ,  0,20 mM) als Funktion 
der NADH-Konzentration gemessen. A. Reak­
tionsraten als Funktion der NADH-Konzen- 
tration. B. Dixon-Diagramm der Daten aus A.

der Proteinkonzentration abhängig. Je geringer der 
Proteingehalt des Präinkubationsgemisches war, um 
so stärker war der irreversible Aktivitätsverlust. 
Divalente Metallionen (Cu, Zn, Fe, Ni, Co) in 
einer Konzentration von 10~5 — 10- 4 m verstärkten 
den inaktivierenden Effekt von NADH. SH-Verbin­
dungen wie Cystein, Dithioerythrit und reduziertes 
Glutathion schützten den Enzymkomplex teilweise 
vor der Inaktivierung. Diese Befunde stehen in Ein­
klang mit dem Mechanismus, der für die NADH- 
Inaktivierung der Dihydrolipoat-Dehydrogenase aus 
dem Pyruvatdehydrogenase-Komplex aus höheren 
Organismen vorgeschlagen wurde 27.

Außer NADH ist für die bisher beschriebenen 
Pyruvatdehydrogenase-Komplexe auch Acetyl-CoA

ein potenter Inhibitor. Die Aktivität des Enzym­
komplexes aus R. rubrum  wurde bei zwei konstan­
ten CoA-Konzentrationen als Funktion der Acetyl- 
CoA-Konzentration gemessen. Wie Abb. 5 zeigt, ist 
die Hemmung des Enzymkomplexes abhängig vom 
Verhältnis CoA/Acetyl-CoA. Unter den in Abb. 5 
genannten Reaktionsbedingungen wurde 50-prozen­
tige Hemmung bei einem Verhältnis CoA/Acetyl- 
CoA = 0,2 erzielt. Im Dixon-Diagramm ( l / i>=/ 
[Acetyl-CoA]) ergeben die Daten aus Abb. 5 einen 

für Acetyl-CoA von 40 /u m . Im Gegensatz zu den 
Enzymkomplexen aus E. c o li2 und A. vin e lan d ii5 
war der K m-Wert des R. rubrum-Enzyms für Pyru­
vat unabhängig von der Acetyl-GoA-Konzentration, 
so daß es fraglich ist, ob wie bei dem Komplex aus

AcCoA (pM )

Abb. 5. Hemmung des Pyruvatdehydrogenase- 
Komplexes durch Acetyl-CoA. Die Rate der 
NAD-Reduktion wurde in Reaktionsgemischen 
mit 1 mM NAD; 10 /xm  TPP; 1 mM M gS04; 
0,1 mM MnCl2; 15 fxg Protein und zwei ver­
schiedenen, konstanten CoA-Konzentrationen 
(O, 30,mm; # ,  60 /u m )  als Funktion der 
Acetyl-CoA-Konzentration gemessen. Das En­
zympräparat hatte eine spezifische Aktivität 
von 1,3 E/mg Protein. Die relative Aktivität 
ist als das 10-fache der Extinktionsänderung 
bei 340 nm/min angegeben. A. Enzymaktivi­
tät als Funktion der Acetyl-CoA-Konzentra­
tion. B. Ausmaß der Hemmung (in %) als 
Funktion des CoA/Acetyl-CoA-Verhältnisses.
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E. c o li24 die Pyruvatdehydrogenase-Komponente 
der Angriffspunkt der Hemmung ist.

Eine Aktivierung des R. ra6mm-Enzymkomple- 
xes durch Nucleosidmonophosphate bzw. Guanosin- 
diphosphat konnte — im Gegensatz zum E. coli- 
Enzym2 — nicht nachgewiesen werden. Auch die 
Hemmung des R. rubrum-Enzyms durch Nucleosid- 
triphosphate (maximal 25% Hemmung mit 3 m M  

Nucleosidtriphosphat) war zu schwach, um eine 
Regulation des Enzymkomplexes durch die „Energy 
Charge“ des Adenylatsystems (vgl. ref. 3) anneh­
men zu können. Von anderen getesteten Inter­
mediärprodukten (in einer Konzentration von je­
weils 1 m M )  wie z. B. Zuckerphosphaten, Phospho- 
enolpyruvat, und Tricarbonsäure-Cyclus-Interme- 
diäre, hatte keines eine meßbare Wirkung auf den 
Enzymkomplex.

D iskussion

Der aus dem phototrophen Bakterium R. rubrum  
isolierte Pyruvatdehydrogenase-Komplex unterschei­
det sich von den bisher beschriebenen bakteriellen 
Enzymen durch seine feste Assoziation mit dem 
intracytoplasmatischen Membransystem. Darin kann 
eine Parallele zu der Lokalisation des Enzymkom­
plexes der Eukaryonten in der äußeren Membran 
der Mitochondrien28 gesehen werden. Es läßt sich 
aber nicht abschätzen, inwieweit dieser Komparti- 
mentierung des Enzymkomplexes in R. rubrum  eine 
regulatorische Bedeutung zukommt.

Vom Pyruvatdehydrogenase-Komplex wird das 
für den Tricarbonsäure-Cyclus (TCC) benötigte 
Acetyl-CoA bereitgestellt. In Organismen, die ihre 
Energie nicht aus der Oxidation von C-Verbindun­
gen beziehen, muß die Aktivität des Enzymkom­
plexes soweit gedrosselt sein, daß in den TCC nur 
das zur Aufrechterhaltung der Biosynthese-Reak­
tionen notwendige Acetyl-CoA eingespeist wird. 
Dieser Vorstellung entsprechend darf man eine 
strenge metabolische Kontrolle der Pyruvatdehydro­
genase erwarten. In photosynthetischen Kulturen 
von R. rubrum  ohne „Selbstbeschattung“ (also bei 
sättigender Lichtintensität) ist das der Fall. Erst 
dann, wenn gegen Ende der exponentiellen Wachs­
tumsphase die Selbstbeschattung der Kultur be­
ginnt, und zwar bei Unterschreitung des Wertes 104 
für das Verhältnis Lichtintensität (lx)/OD660 (vgl. 
ref. 29), werden Acetat und Formiat in das Kultur­
medium ausgeschieden10. Das Auftreten von For­
miat unter den Ausscheidungsprodukten erlaubt den

Schluß, daß nicht die Pyruvatdehydrogenase, son­
dern die unter anaeroben Dunkelbedingungen indu­
zierte Pyruvat-Formiat-Lyase (EC 2.3.1.54) 8 für 
den nunmehr einsetzenden „fermentativen“ Pyru­
vatabbau verantwortlich ist.

Aus den kulturphysiologischen Daten kann eine 
Rate der Pyruvat-Photoassimilation durch R. ru­
brum  von etwa 0,09 /^mol/min'mg Protein berech­
net werden. Dieser Wert entspricht etwa der maxi­
malen Pyruvat-NAD-Reduktase-Aktivität in Roh­
extrakten aus Pyruvat-gewachsenen Zellen von R. 
rubrum. Da aber nur ein Teil des aufgenommenen 
Pyruvats in den TCC eingeschleust wird (der über­
wiegende Teil wird via Phosphoenolpyruvat zur 
Aminosäuresynthese und Gluconeogenese verwen­
det), muß die in uzuo-Rate der Pyruvatdehydroge- 
nierung auf jeden Fall geringer als der voranstehend 
genannte Wert sein.

Hinweise für eine Regulation des Enzymkom­
plexes aus R. rubrum  durch Phosphorylierung und 
Dephosphorylierung, die für den Pyruvatdehydro- 
genase-Komplex in den Mitochondrien der höheren 
Organismen charakteristisch is t30, wurden — wie 
bei E. c o l i2 und A. vin e lan d ii4 — nicht gefunden. 
Als mögliche Effektoren des Pyruvatdehydrogenase- 
Komplexes in R. rubrum  kommen Phosphat (Akti­
vator) sowie Acetyl-CoA und NADH (Inhibitoren) 
in Betracht. Die physiologische Bedeutung der Phos­
phat-Aktivierung des Enzymkomplexes ist schwer 
abzuschätzen, da über die Schwankungen des intra­
zellulären Phosphat-Pools in Abhängigkeit von den 
Kulturbedingungen keine Daten vorliegen.

ln  vitro  ist Acetyl-CoA ein potenter Inhibitor des 
R. rubrum-Enzyms (K\ = 40 jum) . Im Gegensatz zu 
den Befunden mit den Enzym-Komplexen aus E. 
c o li2i, A. vinelandii5 und Saccharomyces carlsber- 
gen sis31 hemmt Acetyl-CoA nicht kompetitiv in be­
zug auf Pyruvat, sondern kompetitiv in bezug auf 
CoA. Über das Verhältnis von CoA/Acetyl-CoA in 
phototrophen Bakterien liegen keine Daten vor. 
Sollte der Wert aber ähnlich wie in E. coli 26 zwi­
schen 7 und 9 liegen, ist eine Hemmung der Pyru­
vatdehydrogenase in R. rubrum  durch Acetyl-CoA 
unwahrscheinlich (vgl. Abb. 5).

Ein Vergleich der kinetischen Konstanten des Py­
ruvatdehydrogenase-Komplexes aus R. rubrum  für 
NAD (K m =  0,07 m M )  und NADH (K { =  5 / / m ) 

zeigt, daß die Affinität des Enzymkomplexes zum 
Inhibitor NADH etwa lOmal höher ist als diejenige 
zum Substrat NAD. Da das Verhältnis von NADH
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zu NAD in fakultativ phototrophen Bakterien in 
charakteristischer Weise von den Kulturbedingun­
gen abhängt 32, liegt die Schlußfolgerung nahe, daß 
der Pyruvatdehydrogenase-Komplex in R. rubrum  
durch das Verhältnis von NADH zu NAD reguliert 
wird.
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