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NADP- und NAD-spezifische Isocitrat-Dehydrogenase 
in Hydrogenomonas eutropha Stamm H 16 

H v , ~ A ~  GLAES~ und  HA~s G. SCHLWOEL 

Institut ffir Mikrobiologie der Gesellschaft fiir Strahlen- und Umweltforschung mbH., 
Miinehen, in GSttingen 

Eingegangen am 1.Juni 1972 

N A D P -  and NAD-Specific Isoeitrate Dehydrogenase 
in Hydrogenomonas eutropha Strain H16 

Summary. From crude extracts of fructose-grown cells of Hydrogenomonas 
eutropha strain H16 both a NADP- and a NAD-specific 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-specifie enzyme is inhibited by NADH 2. Both 
enzymes are highly inhibited ff glyoxylate and oxalacetate are concomitantly 
added to the enzyme reaction mixture. 

Zusammen/assung. Aus einem Rohextrakt yon Hydrogenomonas eutroTha Stamm 
H16-FructosezeUen warden eine NADP- und eine NAD-spezifische Isocitrat- 
Dehydrogenase teilweise gereinigt und getrennt. Beide Enzyme sind in ihrer 
Affinitat zum Isocitrat und zu NADP bzw. NAD sehr ahnlich. Beide Enzyme 
werden dutch ATP gehemmt, das )TADP-abhangige Enzym wird auBerdem durch 
AMP und ADP aktiviert. Das NAD-abhi~ngige Enzym wird durch NADtt~ ge- 
hemmt. Beide Enzyme werden stark gehemmt, wenn Glyoxylat und Oxalacetat 
gemeinsam dem Reaktionsgemisch zugesetzt werden. 

Die Isoci t ra t -Dehydrogenase der meisten Bakter ien ist N A D P -  
spezifiseh. Lediglich bei Xanthomonas und Thiobacillws konnten  Iso- 
c i t ra t -Dehydrogenase-Akt ivi ta ten mi t  N A D P  und  N A D  als Cofaktoren 
nachgewiesen werden (Madsen u. Hoehster ,  1959; Kaplan,  1963; Matin 
u. RRtenberg,  1971). I n  einigen Fallen l ie ten sich I soenzyme der N A D P -  
Isoci t ra t -Dehydrogenase  nachweisen (Reeves et al., 1968 ; Self u. Weitz- 
man,  1970). Hydrogenomonas eutropha H16 verffigt fiber eine N A D P -  
und  eine NAD-speziilsche Isoci t ra t -Dehydrogenase (Glaeser u. Sehlegel, 
1972). I n  der vorliegenden Arbeit  werden ein Verfahren zur Trennung  
beider E n z y m e  und  der Einflul~ verschiedener Substanzen au f  ihre 
Akt iv i ta t  beschrieben. 

VerwendeteAbkiirzungen: CTAB = Cetyltrimethylammoniumbromid; DEAE 
Di~thylamino~thyl; TCC = Tricarbons~urecyelus; Tris ~ Tris-(hydroxymethyl)- 

aminomethan. 



328 H. Glaeser und H. G. Schlegel: 

Methoden 
Wachstumsbedingungen yon Hydrogenomonas eutrolgha Stamm H16 (ATCC 

17699), die Gewinnung des Rohextraktes und die Methoden der Enzymbestim- 
mungen stimmen nfit den beschriebenen Methoden fiberein (Glaeser u. Schlegel, 
1972). 

Chemikalien: Wha%man DEAE-Cellulose (DE 52) wurde yon W. and R. Bal- 
ston Ltd., Maidstone, bezogen. Die tterkunft der iibrigen Chemikalien kann der 
vorangehenden Arbeit entnommen werden. 

Ergebnisse 
Die Syntheseraten dcr NADP- und der NAD-abh/~ngigen Isocitrat- 

Dchydrogenase hs in verschiedener Weise yon der Art dcr Kohlen- 
stoff- und Stickstoffquelle ab: die NADP-spezifische Isocitrat-Dehydro- 
gcnase weist die h6chste Syntheserate in Malatzellcn auf, die niedrigste 
in Fructose-, Allantoin- und autotrophen Zellen. Umgekehrt verh/ilt es 
sich beim NAD-spezifischen Enzym. Daneben gibt es noch wcitere 
Indizien ffir das Vorliegen yon zwei scparaten Enzymcn : mit INAD ist die 
spezifische Aktivit/it des Enzyms in Tris-Acetat-Puffcr wescntlich h6her 
als in Tris-t{C1-Puffer; beim NADP-Enzym ist ein solcher Unterschied 
nicht vorhanden. Beide Enzyme sind vom pH in verschicdener Weise 
abh~ngig. Eine weitcre MSglichkeit zur Unterschcidung licgt in der 
Ititzestabilit/~t: 5minfitige Erw~rmung des Rohextraktes auf 48~ ffihrte 
znr vSlligen Inaktivierung des NADP-abh/ingigen Enzyms, w/~hrend das 
NAD-spezifische Enzym diese Behandlung ohne Aktivit/~tsverlust fiber- 
stand. 

Durch Chromatographie an Sephadex G-200 liel~en sieh die beiden 
Enzyme nur unbefriedigend trennen. Eine hinreichende Trennung wurde 
durch Chromatographie an DEAE-Cellulose unter Einschaltung eincs 
Hitzeschritts erzielt. Im einzeinen wurde folgender l~einigungsgang aus- 
gearbeitet: 

1. FtiUung mit Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB). Aus dem 
dutch Bcschallung gewonnencn Rohextrakt  yon Fructosezellen wurdcn 
dnrch Zentrffugation bei 90000 g (60 min) Zelltrfimmer abgctrennt; das 
Uberstchende wurde durch Zugabe yon 0,3 Volumina eincr 2~ 
CTAB-L6sung (pH 7,0) yon den Nueleins/~uren und yon einem Tefl dcr 
Proteine befreit; die Zentrffugation erfolgte bei 25000 g (30 rain). 

2. Ammoniumsul/at-Fraktionierung. Der durch Zusatz yon festcm 
Ammoniumsulfat auf 300/0 S/ittigung gebraehte l~berstand wurde nach 
20 rain zentrifugiert (30 rain, 25000 g); der •iederschlag wurde vcr- 
worfen. Das ]~berstehende wurde zu 60~ mit Ammoninmsulfat ge- 
s/ittigt und nach 20 min zentrffugiert (20 min, 25000 g). Das Sediment 
wurde in 4 ml 0,05 M Tris-HC1-Puffer, pH 7,2, aufgelSst und fiber cine 
Sephadex G-25-S/iule entsalzt. 
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Abb.1. Trennung yon NAI)P- and NAD-spezifischer Isocitrat-Dehydrogenase 
durch DEAE-Cellulose-Sgulenchromatographie. Die Elution erfolgte mit einem 
linearen Tris-HC1-Puffer-Gradienten (0,05--0,40M, p g  7,2). Das Volumen der 
Fraktionen betrug ca. 3 ml. E~s o Extinktion bei 280 nm; A spezifische Enzym- 
aktivit~t. NADP-Isocitrat-Dehydrogenase in E/ml Extrakt; NAD-Isocitra~- 

Dehydrogenase in E/6 ml Extrakt 

3. Chromatographie an DEAE-Cellulose. Das Eluat  wurde auf eine 
DEAE-Cellulose-S/~ule (40 cm lang, 2,5 cm ~)  aufgetragen, die vorher 
mit  d e m  3fachen Volumen 0,05 M Tris-HC1-Puffer, p H  7,2, s 
worden war. Die Elution erfolgte mit  einem linearen Tris-HC1-Puffer- 
Gradienten (0,05--0,40 M, p H  7,2). Das Eluat  wurde in 3 ml-Fraktionen 
aufgefangen. Die Gipfe] des zuerst erscheinenden NADP-spezifischen und 
des nachfolgenden NAD-spezifischen Enzyms fiberlappten sich (Abb. 1). 
Die Fraktionen wurden in der Weise vereinigt, dab das NADP-spezifische 
Enzym frci yon ~qAD-Aktivits war, w~hrend in der NAD-Enzym- 
Frakt ion noch Aktivit~t mit  ~qADP nachzuweisen war. Beide Frak- 
tionen wurden zu 600/0 mit  Ammoniumsulfat  ges~ttigt und nach 20 min 
bei 25000 g abzentrifugiert. Der in ]eweils 4 ml 0,05 M Tris-HC1-Puffer, 
p H  7,2, aufgelSste ~iederschlag wurde mit  Hilfe yon Sephadex G-25 
entsalzt. 

4. Hitzeschritt. Die Hitzelabilits des NADP-Enzyms ermSglichte es, 
die das NAD-Enzym enthaltende Frakt ion vom verunreinigenden NADP- 
Enzym zu befreien; die LSsung wurde in einem l~eagensglas 5 rain lang 
im Wasserb~d auf 48~ erhitzt. Nach rascher Abkfihlung im Eisbad 
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wurde 30 rain bei 25000 g zentrifugiert. Der Mare Uberstand war frei 
yon Aktivi tgt  mit  NADP als Cofaktor, w/ihrend das NAD-spezifische 
Enzym die Behandlung ohne Aktivit/~tsverlust iiberstanden hatte. 
Wurden die zur Bereitung des Rohextraktes verwendeten Fruetosezellen 
14 Tage lang im eingefrorenen Zustand aufbewahrt,  so gingen die Aktivi- 
t/s der Citrat-Synthase, Aconitase und ~-Ketoglutarat-Dehydro- 
genase vSllig verloren. Da die Isocitrat-Lyase-Aktivitgt  in Fructose- 
zellen versehwindend gering ist, war es gewghrleistet, dab beide Frak- 
tionen yon mSglicherweise stSrenden Verunreinigungen frei sind. 

In  Tab. 1 sind die Ergebnisse der Anreicherungs- und Trennungs- 
sehritte zusammengefaBt. 

Regulation der Aktivit~it der NADP- und NAD-spezifisehen 
Isoeitrat -Dehydrogenase 

Die Auftragung der Reaktionsgesehwindigkeiten gegen die Isocitrat-  
bzw. NADP- und NAD-Konzentrat ion ergibt ffir beide Isoeitrat- 
Dehydrogenasen hyperboloide Substrats&ttigungskurven (Abb.2--5).  
Die Km-Werte beider Enzyme ffir Isocitrat  bzw. NADP und NAD unter- 
scheiden sieh nicht wesentlich voneinander (Tab.2). Den Abb .2 - -5  ist 
zu entnehmen, dab Adeninnucleotide die beiden Enzyme im gleichen 
Sinne beeinflussen. Eine t terabsetzung des Km-Wertes durch AMP oder 
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Abb.2. Substrat-(Isocitrat)-Sattigungskurve der NAD-spezifischen Isocitrat-De- 
hydrogenase in Abwesenheit und Gegenwart von ATP (1,33 raM) und Lineweaver- 
Burk-Auftragung zur Ermittlung des Km-Wertes des Enzyms fiir Isocitrat unter 
beiden Bedingungen. Das Reaktionsgemisch enthielt 150 ~zmole Tris-Acetat-Puffer, 
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Tabelle 2. Km-Werte der NADP- und NAD-spezi]ischen Isocitrat.Dehydrogenase 
]i~r Isocitrat bzw. NADP und NAD 

Km-Werte 

NADP-I-Dtt NAD-I-DH 

Isocitrat 0,6 �9 10 ~ iK 0,3 �9 10 - t  M 
NADP 0,5 �9 10 -a M -- 
NAD -- 0,3 �9 10 -3 M 

Tabelle 3. Hemmung der NADP- und NAD-spezi/ischen Isocitrat.Dehydrogenase 
dutch Glyoxylat ~ Oxalacetat 

Zusatz jeweils 1 mM tIemmung in Prozenten 

NADP-I-DH NAD-I-DH 

Glyoxylat 0 0 
Oxalacetat 4 6 
Glyoxylat ~- Oxalacetat 100 100 
Glyoxylat + M~lat 0 6 
Glyoxylat ~- Succinat 0 6 
Pyruvat ~ Oxalacetat 14 12 

Glyoxylat + Oxalaceta~ (0,5 mM) 100 95 
Glyoxylat -~ Oxalacetat (0,25 raM) 90 64 

A D P  is t  einer E rh6hung  dieses Wer t e s  dureh  A T P  stoffwechsel-physio- 
logisch gleiehwert ig.  N A D H  2 h e m m t  das  N A D - E n z y m  s t a rk  (Abb.6) ,  
h a t t e  j edoeh  keinen Einf lu8 au f  das  NADP-spezi f i sehe  Enzym.  cr 
g l u t a r a t  r ief  bei  ke inem der  be iden  E n z y m e  eine nennenswer te  I-Iemmung 
hervor .  Beide  E n z y m e  wurden  durch  G l y o x y l a t - ~  Oxa laee t a t  s t a rk  ge- 
h e m m t  (Tab. 3). 

Diskussion 

Seit  der  E n t d e e k u n g  von K o r n b e r g  u. Pr icer  (1951), dab  die NAD-  
abh/~ngige I soe i t r a t -Dehydrogenase  aus t Ie fe  dureh  A M P  ak t iv i e r t  wird,  
wurden  die I soe i t r a t -Dehyd rogenasen  aus versehiedenen E u k a r y o n t e n  
hins ieht l ieh  ihres Verha l tens  gegen/iber  Aden innue leo t iden  un t e r sueh t  
(Chen u. P lau t ,  1963; H a t h a w a y  u. Atk inson ,  1963; Goebell  u. Kl ingen-  
berg,  1964; S a n w a l e t a l . ,  1964; Sanwal  u. Staehow,  1965; Atk inson ,  
1968). Es  zeigte sich, dal~ das  NAD-spezif isehe E n z y m  au f  zumindes t  
ein Nuc leo t id  anspr icht .  Die A k t i v i t ~ t  des N A D P - a b h g n g i g e n  E n z y m s  
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wird demgegenfiber anscheinend dureh andere Faktoren beeinfluSt 
(Ernster u. Navazio, 1956; Klingenberg u. Slenezka, 1959; Garland, 
1968). 

Die meisten Bakterien verffigen fiber eine HADP-spezifische Iso- 
citrat-Dehydrogenase (Kaplan, 1963), einige auch fiber Isoenzyme 
(Reeves et al., 1968; Self u. Weitzman, 1970). Auch ffir bakterielle Iso- 
citrat-Dehydrogenascn wurde in einigen F~llen eine Kontrolle ihrer 
Aktivit~t durch Adeninnucleotide nachgewiesen (Mart u. Weber, 1968; 
Hampton u. Hanson, 1969). Parker u. Weitzman (1970) konnten die 
HADP-Isocitrat-Dehydrogenasc-Isoenzyme aus Acinetobacter lwo]/i tren- 
nen. Hur eines dieser Isoenzyme wurde durch AMP und ADP aktiviert, 
das andere weder durch AMP noch dutch ADP oder ATP beeinfiu•t. 
Bei H. eutropha H16 werden beide Isocitrat-Dehydrogenasen dutch 
Adeninnucleotide im gleichcn Sinne beeinflu~t; die Metabolitkontrolle 
wirkt sich nur auf die Rate des Isocitrat-Durchsatzes, nicht jcdoch auf 
die anteilmi~13ige Reduktion des HAD bzw. HADP aus. 

Heben den Adeninnucleotiden kann noch eine Reihe yon anderen 
Faktoren die Aktivit~t der Isocitrat-Dehydrogenasen beeinflussen. San- 
wal et al. (1963) und Sanwal u. Stachow (1965) beobaehteten bei Neuro- 
spora crassa eine Aktivierung des NAD-spezifischen Enzyms durch Citrat 
(,,precursor activation") und eine Hemmung durch ~-Kctoglutarat. Das 
HAD-abhs Enzym aus H. eutropha wird durch ~-Ketoglutarat 
kaum, dutch HADH 2 dagegcn stark gehemmt. Das HADP-spezifisehe 
Enzym wird dutch diese beiden Substanzen nicht beeinflui~t. Es ist 
daher mSglich, da~ das intracellul~re HADP/NADPH2- und das HAD/ 
HADH2-Verh~ltnis ffir die relative l~ate beider Reaktionen yon Be- 
deutung sind. Nicht mit dieser Annahme im Einklang steht jedoch der 
Befund, dab unter autotrophen Bedingungen (niedriges HAD/HADH~- 
Verh~ltnis) die Syntheserate des HAD-abh~ngigen Enzyms relativ 
hoch ist. 

Beide Isocitrat-Dehydrogenasen yon H. eutrophaH16 unterlicgen 
auch einer konzertierten fcedback-Itemmung dutch Glyoxylat-~ Oxal- 
acetat. Wenn beide Si~urcn in jeweils 0,5 mM Konzentration vorliegen, 
ist die Itemmung nahezu vollkommen. Diese konzertierte Hemmung ist 
yon Shiio u. Ozaki (1968) und Ozaki u. Shiio (1968) an Brevibacterium 
/lavum entdeckt und als ein Mechanismus erkannt worden, nach dem der 
Umsatz des Isocitrats dem Bcdarf dcr Zelle entsprechend entweder fiber 
den TCC oder den Glyoxylat-Cyclus reguliert wird. Hach den Unter- 
suchungen der genannten Autoren besteht fiber den Mechanismus der 
Verteilung yon Isocitrat als Substrat der Isocitrat-Dchydrogenasc und 
der Isocitrat-Lyase folgende Vorstellung: der Km-Wert der Isocitrat- 
Dehydrogenase ffir Isocitrat ist wesentlich niedriger als der der Isocitrat- 
Lyase; die Isocitrat-Lyase wird dutch TCC-Intermedi~rprodukte ge- 
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h e m m t ;  haben  diese eine verhiilmism~Big niedrige intracellulKre Kon-  
zentra t ion,  so k a n n  die Isoci t ra t -Lyase  n u t  d a n n  den Haupt te f l  des Iso- 
citrats umsetzen,  wenn  der Kin-Weft  der Isocitrab-Dehydrogenase ffir 
I soci t ra t  erh6ht  wird. Diese Erh6hung  wSrd durch GIyoxylat-~-Oxal-  
aceta t  bewirkt .  :Bei dieser konzer t ie r ten  feedback-Hemmung hande l t  
es sich u m  ein weitverbrei tetes  Ph~nomen :  Die NADP-spezifischen 
E n z y m e  aus Escherichia coli, Bacillus subtilis u n d  Schweineherz (Shiio 
u. Ozaki, 1968), Halobacterium cutirubrum (Hubbard  u. Miller, 1970) u n d  
Crithidia/asciculata (Mart u. Weber,  1968) unter l iegen dieser Hemmung .  
Beim E n z y m  aus Schweineherz dfirfte es sich u m  eine rud iment~re  
Eigenschaft  hande ln ;  fiir H. eutrophaH16 k6nn te  dieser Effekt zu- 
sammen  mi t  der Kont ro l le  der Isoci t ra t -Dehydrogenasen durch Adenin-  
nucleotide yon  Bedeu tung  sein. 
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