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NADP- and NAD-Specific Isocitrate Dehydrogenase
in Hydrogenomonas eutropha Strain H 16

Summary. From crude extracts of fructose-grown cells of Hydrogenomonas
eutropha strain H 16 both a NADP- and a NAD-gspecific isocitrate dehydrogenase
have been separated and partially purified. With respect to their affinity for iso-
citrate and NADP or NAD, respectively, both enzymes are very similar. Both
enzymes are inhibited by ATP, the NADP-dependent enzyme is activated by AMP
and ADP in addition. The NAD-specific enzyme is inhibited by NADH,. Both
enzymes are highly inhibited if glyoxylate and oxalacetate are concomitantly
added to the enzyme reaction mixture.

Zusammenfassung. Aus einem Rohextrakt von Hydrogenomonas eutropha Stamm
H 16-Fructosezellen wurden eine NADP- und eine NAD-spezifische Isocitrat-
Dehydrogenase teilweise gereinigb und getrennt. Beide Enzyme sind in ihrer
Affinitit zum Isocitrat und zu NADP bzw. NAD sehr #hnlich. Beide Enzyme
werden durch ATP gehemmt, das NADP-abhingige Enzym wird auBerdem durch
AMP und ADP aktiviert. Das NAD-abhingige Enzym wird durch NADH, ge-
hemmt. Beide Enzyme werden stark gehemmt, wenn Glyoxylat und Oxalacetat
gemeinsam dem Reaktionsgemisch zugesetzt werden.

Die Isocitrat-Dehydrogenase der meisten Bakterien ist NADP-
spezifisch. Lediglich bei Xanthomonas und Thiobacillus konnten Iso-
citrat-Dehydrogenase-Aktivitédten mit NADP und NAD als Cofaktoren
nachgewiesen werden (Madsen u. Hochster, 1959; Kaplan, 1963 ; Matin
u. Rittenberg, 1971). In einigen Fillen lieBen sich Isoenzyme der NADP-
Isocitrat-Dehydrogenase nachweisen (Reeves et al., 1968; Self u. Weitz-
man, 1970). Hydrogenomonas eutropha H 16 verfiigt iiber eine NADP-
und eine NAD-spezifische Isocitrat-Dehydrogenase (Glaeser u. Schlegel,
1972). In der vorliegenden Arbeit werden ein Verfahren zur Trennung
beider Enzyme und der Einflul verschiedener Substanzen auf ihre
Aktivitdt beschrieben.

Verwendete Abkirzungen: CTAB = Cetyltrimethylammoniumbromid; DEAE
= Dithylaminotithyl; TCC = Tricarbonsiurecyclus; Tris == Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan.
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Methoden

Wachstumsbedingungen von Hydrogenomonas eutropha Stamm H16 (ATCC
17699), die Gewinnung des Rohextraktes und die Methoden der Enzymbestim-
mungen stimmen mit den beschriebenen Methoden iiberein (Glaeser u. Schlegel,
1972).

Chemikalien: Whatman DEAE-Cellulose (DE 52) wurde von W.and R. Bal-
ston Ltd., Maidstone, bezogen. Die Herkunft der iibrigen Chemikalien kann der
vorangehenden Arbeit entnommen werden.

Ergebnisse

Die Syntheseraten der NADP- und der NAD-abhingigen Isocitrat-
Dehydrogenase hingen in verschiedener Weise von der Art der Kohlen-
stoff- und Stickstoffquelle ab: die NADP-spezifische Isocitrat-Dehydro-
genase weist die hochste Syntheserate in Malatzellen auf, die niedrigste
in Fructose-, Allantoin- und autotrophen Zellen. Umgekehrt verhilt es
sich beim NAD-spezifischen Enzym. Daneben gibt es noch weitere
Indizien fiir das Vorliegen von zwei separaten Enzymen : mit NAD ist die
spezifische Aktivitit des Enzyms in Tris-Acetat-Puffer wesentlich hoher
als in Tris-HCl-Puffer; beim NADP-Enzym ist ein solcher Unterschied
nicht vorhanden. Beide Enzyme sind vom pH in verschiedener Weise
abhingig. Eine weitere Moglichkeit zur Unterscheidung liegt in der
Hitzestabilitdt: 5minttige Erwirmung des Rohextraktes auf 48°C fithrte
zur volligen Inaktivierung des NADP-abhingigen Enzyms, wihrend das
NAD-spezifische Enzym diese Behandlung ohne Aktivitdtsverlust iiber-
stand.

Durch Chromatographie an Sephadex (G-200 lieflen sich die beiden
Enzyme nur unbefriedigend trennen. Eine hinreichende Trennung wurde
durch Chromatographie an DEAE-Cellulose unter Einschaltung eines
Hitzeschritts erzielt. Im einzelnen wurde folgender Reinigungsgang aus-
gearbeitet:

1. Fillung mit Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB). Aus dem
durch Beschallung gewonnenen Rohextrakt von Fructosezellen wurden
durch Zentrifugation bei 90000 g (60 min) Zelltrimmer abgetrennt; das
Uberstehende wurde durch Zugabe von 0,3 Volumina einer 29/;igen
CTAB-Lésung (pH 7,0) von den Nucleinsduren und von einem Teil der
Proteine befreit; die Zentrifugation erfolgte bei 25000 g (30 min).

2. Ammoniumsulfai-Fraktionierung. Der durch Zusatz von festem
Ammoniumsulfat auf 309/, Sittigung gebrachte Uberstand wurde nach
20 min zentrifugiert (30 min, 25000 g); der Niederschlag wurde ver-
worfen. Das Uberstehende wurde zu 609/, mit Ammoniumsulfat ge-
sdttigt und nach 20 min zentrifugiert (20 min, 25000 g). Das Sediment
wurde in 4 ml 0,06 M Tris-HCI-Puffer, pH 7,2, aufgelost und tiiber eine
Sephadex G-25-Siule entsalzt.
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Abb.1. Trennung von NADP- und NAD-spezifischer Isocitrat-Dehydrogenase

durch DEAE-Cellulose-Sdulenchromatographie. Die Elution erfolgte mit einem

linearen Tris-HCl-Puffer-Gradienten (0,05—0,40 M, pH 7,2). Das Volumen der

Fraktionen betrug ca. 3 ml. K.y, Extinktion bei 280 nm; A spezifische Enzym-

aktivitdit. NADP-Isocitrat-Dehydrogenase in E/m! Extrakt; NAD-Isocitrat-
Dehydrogenase in E/6 ml Extrakt

3. Chromatographie an DEAE-Cellulose. Das Eluat wurde auf eine
DEAE-Cellulose-Séule (40 cra lang, 2,56 cm o) aufgetragen, die vorher
mit dem 3fachen Volumen 0,05 M Tris-HCl-Puffer, pH 7,2, dquilibriert
worden war. Die Elution erfolgte mit einem linearen Tris-HCl-Puffer-
Gradienten (0,05—0,40 M, pH 7,2). Das Eluat wurde in 3 ml-Fraktionen
aufgefangen. Die Gipfel des zuerst erscheinenden NADP-spezifischen und
des nachfolgenden NAD-spezifischen Enzyms dberlappten sich (Abb.1).
Die Fraktionen wurden in der Weise vereinigt, dafl das NADP-spezifische
Enzym frei von NAD-Aktivitdit war, wihrend in der NAD-Enzym-
Fraktion noch Aktivitdt mit NADP nachzuweisen war. Beide Frak-
tionen wurden zu 60°/, mit Ammoniumsulfat gesittigt und nach 20 min
bei 25000 g abzentrifugiert. Der in jeweils 4 ml 0,05 M Tris-HCl-Puffer,
pH 7,2, aufgeléste Niederschlag wurde mit Hilfe von Sephadex G-25
entsalzt.

4. Hitzeschritt. Die Hitzelabilitit des NADP-Enzyms erméglichte es,
die das NAD-Enzym enthaltende Fraktion vom verunreinigenden NADP-
Enzym zu befreien; die Losung wurde in einem Reagensglas 5 min lang
im Wasserbad auf 48°C erhitzt. Nach rascher Abkiihlung im Eisbad

22 Arch, Mikrobiol., Bd. 86
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wurde 30 min bei 25000 g zentrifugiert. Der klare Uberstand war frei
von Aktivitdit mit NADP als Cofaktor, wihrend das NAD-spezifische
Enzym die Behandlung ohne Aktivitdtsverlust iiberstanden hatte.
Wurden die zur Bereitung des Rohextraktes verwendeten Fructosezellen
14 Tage lang im eingefrorenen Zustand aufbewahrt, so gingen die Aktivi-
tdten der Citrat-Synthase, Aconitase und «-Ketoglutarat-Dehydro-
genase vollig verloren. Da die Isocitrat-Lyase-Aktivitdt in Fructose-
zellen verschwindend gering ist, war es gewdhrleistet, dafl beide Frak-
tionen von moéglicherweise stérenden Verunreinigungen frei sind.

In Tab.1 sind die Ergebnisse der Anreicherungs- und Trennungs-
schritte zusammengefalit.

Regulation der Aktivitit der NADP- und NAD-spezifischen
Isocitrat-Dehydrogenase

Die Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeiten gegen die Isocitrat-
bzw. NADP- und NAD-Konzentration ergibt fir beide Isocitrat-
Dehydrogenasen hyperboloide Substratsittigungskurven (Abb.2-—5).
Die K ,-Werte beider Enzyme fiir Isocitrat bzw. NADP und NAD unter-
scheiden sich nicht wesentlich voneinander (Tab.2). Den Abb.2—5 ist
zu entnehmen, dal Adeninnucleotide die beiden Enzyme im gleichen
Sinne beeinflussen. Eine Herabsetzung des K,,-Wertes durch AMP oder
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Abb.2. Substrat-(Isocitrat)-Sittigungskurve der NAD-spezifischen Isocitrat-De-

hydrogenase in Abwesenheit und Gegenwart von ATP (1,33 mM) und Lineweaver-

Burk-Auftragung zur Ermittlung des K.-Wertes des Enzyms fiir Isocitrat unter

beiden Bedingungen. Das Reaktionsgemisch enthielt 150 pmole Tris-Acetat-Puffer,

pH 8,0; 2 umole MnCl,; 4 umole NAD; Kalium-pr.-Isocitrat; 0,03 ml Enzym und
4 ymole ATP in 3,00 ml Endvolumen
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Abb.3. Substrat-(Isocitrat)-Sattigungskurve der NADP-spezifischen Isocitrat-
Dehydrogenase in Abwesenheit und Gegenwart von ATP (1,33 mM) und Line-
weaver-Burk-Auftragung zur Ermittlung des K ,-Wertes fir Isocitrat unter beiden
Bedingungen. Das Reaktionsgemisch enthielt 150 ymole TEA-Puffer; pH 8,0;
2 umole MnCl,; 4 pmole NADP; Kalium-pr-Isocitrat; 0,01 ml Enzym und 4 pmole

AE/min

0141

0.12

0.10

0.08

Abb.4. Substrat-(NAD)-Sittigungskurve der NAD-spezifischen Isocitrat-Dehydro-
genase in Abwesenheit und Gegenwart von ATP (1,33 mM) und Lineweaver-Burk-
Auftragung zur Ermittlung des Kn-Wertes des Enzyms fiir NAD unter beiden
Bedingungen. Das Reaktionsgemisch enthielt 150 umole Tris-Acetat-Puffer, pH 8,0;
2 pmole MnCl,; 5 ymole Kalium-pr-Isocitrat; NAD; 0,03 ml Enzym und 4 pmole

mM Isocitrat
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Abb.5. Substrat-(NADP)-Sittigungskurve der NADP-spezifischen Isocitrat-De-
hydrogenase in Abwesenheit und Gegenwart von AMP (1,33 mM) und Lineweaver-
Burk-Auftragung zur Ermittlung des K,-Wertes des Enzyms fir NADP unter
beiden Bedingungen. Das Reaktionsgemisch enthielt 150 pmole TEA-Puffer,
pH 8,0; 2 umole MnCl,; 5 umole Kalium-pr-Isocitrat; NADP; 0,01 ml Enzym und

4 pmole AMP in 3,00 ml Envolumen
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Abb.6. Substrat-(Isocitrat)-Sittigungskurve der NAD-spezifischen Isocitrat-De-
hydrogenase in Abwesenheit und Gegenwart von NADH, (0,13 mM) und Line-
weaver-Burk-Auftragung zur Ermittlung des K,,-Wertes des Enzyms fiir Isocitrat
unter bejden Bedingungen. Das Reaktionsgemisch enthielt 150 ymole Tris-Acetat-
Puffer, pH 8,0; 2 pmole MnCly; 4 umole NAD; Kalium-pr-Isocitrat ; 0,03 ml

Enzym und 0,4 pmole NADH, in 3,00 m] Endvolumen
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Tabelle 2. K,,-Werte der NADP- und N AD-spezifischen Isocitrat-Dehydrogenase
fitr Isocitrat bzw. NADP und NAD

K,,-Werte

NADP-I-DH NAD-I-DH
Isocitrat 0,6-10*M 0,3-10* M
NADP 0,5:-103M —

NAD -~ 0,310 M

Tabelle 3. Hemmung der NADP- und N AD-spezifischen Isocitrat-Dehydrogenase
durch Glyoxylat + Oxalacetat

Zusatz jeweils 1 mM Hemmung in Prozenten

NADP-I-DH NAD-I-DH

Glyoxylat 0 0
Oxalacetat 4 6
Glyoxylat + Oxalacetat 100 100
Glyoxylat + Malat 0 6
Glyoxylat + Succinat 0 6
Pyruvat 4 Oxalacetat 14 12
Glyoxylat + Oxalacetat (0,5 mM) 100 95
Glyoxylat + Oxalacetat (0,25 mM) 90 64

ADP ist einer Erhohung dieses Wertes durch ATP stoffwechsel-physio-
logisch gleichwertig. NADH, hemmt das NAD-Enzym stark (Abb.6),
hatte jedoch keinen EinfluB auf das NADP-spezifische Enzym. x-Keto-
glutarat rief bei keinem der beiden Enzyme eine nennenswerte Hemmung
hervor. Beide Enzyme wurden durch Glyoxylat + Oxalacetat stark ge-
hemmt (Tab. 3).

Diskussion

Seit der Entdeckung von Kornberg u. Pricer (1951), daBl die NAD-
abhingige Isocitrat-Dehydrogenase aus Hefe durch AMP aktiviert wird,
wurden die Isocitrat-Dehydrogenasen aus verschiedenen Eukaryonten
hinsichtlich ihres Verhaltens gegeniiber Adeninnucleotiden untersncht
(Chen u. Plaut, 1963 ; Hathaway u. Atkinson, 1963; Goebell u. Klingen-
berg, 1964; Sanwal et al., 1964; Sanwal u. Stachow, 1965; Atkinson,
1968). Es zeigte sich, daB das NAD-spezifische Enzym auf zumindest
ein Nucleotid anspricht. Die Aktivitit des NADP-abhingigen Enzyms
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wird demgegeniiber anscheinend durch andere Faktoren beeinflulit
(Ernster u. Navazio, 1956; Klingenberg u. Slenczka, 1959; Garland,
1968).

Die meisten Bakterien verfiigen iiber eine NADP-spezifische Iso-
citrat-Dehydrogenase (Kaplan, 1963), einige auch iiber Isoenzyme
(Reeves et al., 1968; Self u. Weitzman, 1970). Auch fiir bakterielle Iso-
citrat-Dehydrogenasen wurde in einigen Fillen eine Kontrolle ihrer
Aktivitit durch Adeninnucleotide nachgewiesen (Marr u. Weber, 1968;
Hampton u. Hanson, 1969). Parker u. Weitzman (1970) konnten die
NADP-Isocitrat-Dehydrogenase-Isoenzyme aus Acinetobacter lwoffi tren-
nen. Nur eines dieser Isoenzyme wurde durch AMP und ADP aktiviert,
das andere weder durch AMP noch durch ADP oder ATP beeinflult.
Bei H. eutropha H16 werden beide Isocitrat-Dehydrogenasen durch
Adeninnucleotide im gleichen Sinne beeinfluit; die Metabolitkontrolle
wirkt sich nur auf die Rate des Isocitrat-Durchsatzes, nicht jedoch auf
die anteilméBige Reduktion des NAD bzw. NADP aus.

Neben den Adeninnucleotiden kann noch eine Rethe von anderen
Faktoren die Aktivitit der Isocitrat-Dehydrogenasen beeinflussen. San-
wal et al. (1963) und Sanwal u. Stachow (1965) beobachteten bei Neuro-
spora crassa eine Aktivierung des NAD-gpezifischen Enzyms durch Citrat
(,,precursor activation®) und eine Hemmung durch x-Ketoglutarat. Das
NAD-abhéngige Enzym aus H. eutropha wird durch «-Ketoglutarat
kaum, durch NADH, dagegen stark gehemmt. Das NADP-spezifische
Enzym wird durch diese beiden Substanzen nicht beeinfluit. Es ist
daber moglich, dafl das intracellulire NADP/NADPH,- und das NAD/
NADH,-Verhéltnis fir die relative Rate beider Reaktionen von Be-
deutung sind. Nicht mit dieser Annahme im Einklang steht jedoch der
Befund, daBl unter autotrophen Bedingungen (niedriges NAD/NADH,-
Verhiltnis) die Syntheserate des NAD-abhingigen Enzyms relativ
hoch ist.

Beide Isocitrat-Dehydrogenasen von H. eutropha H16 unterliegen
auch einer konzertierten feedback-Hemmung durch Glyoxylat - Oxal-
acetat. Wenn beide Sduren in jeweils 0,5 mM Konzentration vorliegen,
ist die Hemmung nahezu vollkommen. Diese konzertierte Hemmung ist
von Shiio u. Ozaki (1968) und Ozaki u. Shiio (1968) an Brevibacterium
flavum entdeckt und als ein Mechanismus erkannt worden, nach dem der
Umsatz des Isocitrats dem Bedarf der Zelle entsprechend entweder iiber
den TCC oder den Glyoxylat-Cyclus reguliert wird. Nach den Unter-
suchungen der genannten Autoren besteht iiber den Mechanismus der
Verteilung von Isocitrat als Substrat der Isocitrat-Dehydrogenase und
der Isocitrat-Lyase folgende Vorstellung: der K,-Wert der Isocitrat-
Dehydrogenase fiir Isocitrat ist wesentlich niedriger als der der Isocitrat-
Lyase; die Isocitrat-Lyase wird durch TCC-Intermedisrprodukte ge-
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hemmt; haben diese eine verhaltnisméBig niedrige intracellulire Kon-
zentration, so kann die Isocitrat-Liyase nur dann den Hauptteil des Iso-
citrats umsetzen, wenn der K,-Wert der Isocitrat-Dehydrogenase fiir
Isocitrat erhoht wird. Diese Erhohung wird durch Glyoxylat -+ Oxal-
acetat bewirkt. Bei dieser konzertierten feedback-Hemmung handelt
es sich um ein weitverbreitetes Phidnomen: Die NADP-spezifischen
Enzyme aus Escherichia coli, Bacillus subtilis und Schweineherz (Shiio
u. Ozaki, 1968), Halobacterium cutirubrum (Hubbard u. Miller, 1970) und
Crithidia fasciculata (Marr u. Weber, 1968) unterliegen dieser Hemmung.
Beim Enzym aus Schweineherz diirfte es sich um eine rudimentére
Eigenschaft handeln; fir H.eutropha H16 konnte dieser Effekt zu-
sammen mit der Kontrolle der Isocitrat-Dehydrogenasen durch Adenin-
nucleotide von Bedeutung sein.
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