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A B S T R A C T

I S O C I T R A T E  D E H Y D R O G E N A S E  A N D  ITS  R E L A T I O N S H I P  

T O  G L U C O N E O G E N E S I S  IN T E T R A H Y M E N A

b y

L e s t e r  T .  M a y  

A d v i s e r :  P r o f e s s o r  J a m e s  F .  H ogg

It  i s  r e p o r t e d  in  t h i s  t h e s i s  t h a t  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  d o e s  

h a v e  a n  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  T h i s  e n z y m e  w a s  

a s s a y e d  in  b o t h  c r u d e  p a r t i c l e  a n d  m i t o c h o n d r i a l  p r e p a r a t i o n s .  H o w ­

e v e r ,  a l l  o f  i t s  a c t i v i t y  w a s  l o s t  upon  s o l u b i l i z i n g  m i t o c h o n d r i a  in  

d e t e r g e n t s  o r  d i s r u p t i o n  w i t h  s o n i c a t i o n .  S i n c e  s o l u b i l i z a t i o n  of  t h i s  

e n z y m e  w a s  u n s u c c e s s f u l  a l l  k i n e t i c  c o n s t a n t s  r e p o r t e d  h e r e  w e r e  

d e r i v e d  f r o m  m i t o c h o n d r i a  t h a t  h a d  b e e n  s e p a r a t e d  b y  i s o p y c n i c  d e n ­

s i t y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t .  S t o r a g e  o f  t h e s e  m i t o c h o n -

o
d r i a  in  50% a q u e o u s - g l y c e r o l  ( v / v )  a t  - 2 0  C s h o w e d  no  l o s s  o f  a c t i v i t y  

of  t h e  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  f o r  u p  to  3 w e e k s .  T h e  

N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  t h e s e  m i t o c h o n d r i a  w a s  

s t i m u l a t e d  b y  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  (A M P ,  A D P  a n d  A T P ) ,  w i t h  A D P  

h a v i n g  t h e  g r e a t e s t  e f f e c t .  A D P  l o w e r e d  th e  a p p a r e n t  K m  f o r  NAD 

( f r o m  2 25  to  45 m i c r o m o l a r )  a n d  i n c r e a s e d  t h e  Vm a x  w i t h  r e s p e c t  

to  t h r e o - D s - i s o c i t r a t e .  T h i s  A D P  s t i m u l a t i o n  w a s  found  t o  b e  pH 

d e p e n d e n t ,  a n d  w a s  o p t i m a l  a t  pH 7 . 0 .  T h i s  N AD  - i s  o c i t r a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e  w a s  i n h i b i t e d  b y  N A D H ,  b u t  no t  NAD P H .

H o r n o g e n a t e s  o r  b u f f e r e d  e x t r a c t s  o f  f r e e z e - d r i e d  c e l l s  do  sh o w



a  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  of  N A D - i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .  H o w ­

e v e r ,  t h i s  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  o n ly  a t  h i g h  N A D  c o n c e n t r a t i o n s  

( g r e a t e r  t h a n  I m M ) .  A t t e m p t s  to  s e p a r a t e  t h i s  e n z y m e  f r o m  a  c o ­

e x t r a c t e d  N A D P - i s o  c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  s h o w e d  t h a t  b o t h  

c o e n z y m e  a c t i v i t i e s  e l u t e d  t o g e t h e r  o f f  S e p h a d e x  G - 2 0 0 ,  D E A E -  

S e p h a c e l  a n d  B l u e  D e x t r a n - a g a r o s e  ( A f f i - G e l  B l u e )  c o l u m n s .  A l s o ,  

b o t h  a c t i v i t i e s  h a d  i d e n t i c a l  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  on a  p o l y ­

a c r y l a m i d e  g e l  a n d  h a d  e q u i v a l e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t s  (90,  000)  a s  

d e t e r m i n e d  by  g e l  c h r o m a t o g r a p h y .  F i n a l l y  t h e  s e v e r e  i n h i b i t i o n  

b y  N A D P H ,  b u t  no t  N A D H  on b o th  c o e n z y m e  a c t i v i t i e s  s u p p o r t s  th e  

c o n c l u s i o n  t h a t  t h i s  N A D - a c t i v i t y  f r o m  f r e e z e - d r i e d  c e l l s  i s  a  n o n ­

s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  t h e  N A D P - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  

r e d u c t i v e  c a r b o x y l a t i o n  o f  o< - k e t o g l u t a r a t e  c o u ld  be  c a t a l y z e d  b y  

t h i s  e n z y m e  w i t h  N A D H .  T h e  p h y s i o l o g i c a l  i m p o r t a n c e  of  t h i s  r e a c ­

t i o n ,  in  r e g a r d s  to  g l u c o n e o g e n e s i s  t h r o u g h  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  i s  

d i s c u s s e d .

A n  a t t e m p t  t o  p h y s i o l o g i c a l l y  l i n k  a  d e c r e a s e  in  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  in  T .  p y r i f o r m i s  

w i t h  i n c r e a s i n g  g l u c o n e o g e n e s i s  t h r o u g h  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  i s  m a d e .  

R e s u l t s  of  t h e s e  s t u d i e s  d o  n o t  d e f i n i t i v e l y  c o n f i r m  n o r  r e f u t e  t h i s ,  

bu t  s u g g e s t  a  n o v e l  s e t  o f  c o n t r o l s  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  of  g l u c o n e o g e n e s i s  

f r o m  f a t s  in_T .  p y r i f o r m i s . B i o c h e m i c a l  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  

e v i d e n c e  s h o w s  a  d i s t i n c t  r e o r g a n i z a t i o n  of th e  c y t o p l a s m  w h i le



T .  p y r i f o r m i s  d e v e l o p  th e  c a p a c i t y  to  s y n t h e s i z e  g l y c o g e n  f r o m  

e x o g e n o u s  a c e t a t e  o r  e n d o g e n o u s  p h o s p h o l i p i d s .  S p e c i f i c a l l y  e n z y m e s  

r e q u i r e d  f o r  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s  b e c o m e  s e q u e s t e r e d  i n  a  

f r a c t i o n  t h a t  i s  r i c h  i n  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s .  E v i d e n c e  i s  p r e s e n t e d  

t h a t  i m p l i c a t e s  t h e s e  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  in  t h e  s y n t h e s i s  of  g l u c o s e  

a n d / o r  g l y c o g e n  f r o m  f a t s .
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e n v i r o n m e n t .  I  w o u ld  a l s o  l i k e  to  t h a n k  Z e n  M a j u k  a n d  M a r c  T i s s o t  
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w o r k .  A  s p e c i a l  t h a n k s  t o  O .  R o g e r  A n d e r s o n  w h o  c o n t r i b u t e d  a l l  
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h a v e  s p e n t  t o g e t h e r  w h i c h  i n  no  s m a l l  w a y  c o n t r i b u t e d  t o  t h i s  t h e s i s  

a s  w e l l  a s  m y  e n j o y m e n t - T h a n k s  I I  w o u ld  a l s o  l i k e  to  t h a n k  D o n a ld  

S l o a n  f o r  t a k i n g  t i m e  f r o m  h i s  own v a c a t i o n  to  r e a d  a n d  r e v i e w  t h i s  

d i s s e r t a t i o n  a n d  f o r  h i s  s u p p o r t  d u r i n g  m y  y e a r s  a t  t h e  C i t y  U n i v e r ­

s i t y .

F i n a l l y ,  to  m y  w i f e  D e b b i e ,  f o r  w h o m  g r a t i t u d e  a n d  t h a n k s  a r e  

s i m p l y  no t  e n o u g h - I  l o v e  y o u !  H e r  e n c o u r a g e m e n t  a n d  lo v e  w e r e  

a n d  a r e  m y  g r e a t e s t  a s s e t s .
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C H A P T E R  1

T H E  N A D P - I S O C I T R A T E  D E H Y D R O G E N A S E  O F  

T E T R A H Y M E N A  P Y R I F O R M I S .
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I N T R O D U C T I O N

T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  i s  a  c i l i a t e d  p r o t o z o a n  t h a t  h a s  b e e n  

u s e d  a s  a  m o d e l  s y s t e m  f o r  t h e  s t u d y  of  t h e  m e t a b o l i s m  of e u c a r y o -  

t i c  c e l l s .  A e r o b i c a l l y  g l u c o s e  i s  c o n v e r t e d  t o  CC>2 , a n d  a n a e r o b i c ­

a l l y  l a c t i c  a c i d  a c c u m u l a t e s  f r o m  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n .  W h e n  t h e  

c e l l s  a r e  g r o w n  w i t h o u t  v i g o r o u s  a e r a t i o n ,  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  a n d  

s t o r a g e  c o n s t i t u t e s  a  m a j o r  m e t a b o l i c  d i v e r s i o n .  Up to  23% of t h e  

d r y  w e i g h t  of  t h i s  o r g a n i s m  w h e n  g r o w n  in  a  non  c a r b o h y d r a t e  m e d i u m  

(1) a n d  50% w h e n  g r o w n  in  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  (2) i s  found  a s  

g l y c o g e n .  T h e  p a t h w a y  t o w a r d s  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  f r o m  g l u c o s e  

r e s e m b l e s  t h a t  f o u n d  i n  m a m m a l i a n  s y s t e m s  w i t h  U D P - g l u c o s e  a s  

t h e  i m m e d i a t e  d o n o r  o f  g l u c o s y l  u n i t s .  A l s o ,  t h e  g l y c o g e n  found  in  

T .  p y r i f o r m i s  r e s e m b l e s  t h a t  o f  r a b b i t  l i v e r ,  b o t h  i n  f r e q u e n c y  a n d  

t y p e s  of  b r a n c h  p o i n t s  (3) a n d  in  p a r t i c l e  s i z e  r a n g e  (4).  A l l  of  t h e  

g l y c o l y t i c  e n z y m e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d ,  a n d  i t  d o e s  s e e m  t h a t  t h e  

p a t h  f r o m  e n d o g e n o u s  g l y c o g e n  o r  e x o g e n o u s  g l u c o s e  t o  p y r u v a t e  o r  

a c e t y l - C o A  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  found  in  m o s t  a n i m a l s  (5). U n l i k e  m a m ­

m a l i a n  g l y c o g e n  p h o s p h o r y l a s e  a n d  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e ,  t h e s e  e n z y m e s  

in  T .  p y r i f o r m i s  h a v e  no t  b e e n  found to  b e  r e c i p r o c a l l y  r e p r e s s e d  

a n d  i n d u c e d  (6) , b u t  r e m a i n  in a c t i v e  f o r m s .

T .  p y r i f o r m i s  d i v e r g e s  m a r k e d l y  f r o m  a n i m a l s  h o w e v e r ,  in 

i t s  a b i l i t y  to  c o n v e r t  f a t s  to  c a r b o h y d r a t e s .  E x o g e n o u s  a c e t a t e  and
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e n d o g e n o u s  p h o s p h o l i p i d s  m a y  b e  r a p i d l y  c o n v e r t e d  to  g l y c o g e n  (2) 

u n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s .  T h u s ,  l i k e  p l a n t s ,  m o l d s  a n d  m a n y  

o t h e r  m i c r o o r g a n i s m s  T \  p y r i f o r m i s  c o n t a i n s  a  g l y o x y l a t e  c y c l e .

T h e  k e y  e n z y m e s  ( i s o c i t r a t e  l y a s e  a n d  m a l a t e  s y n t h a s e )  h a v e  b e e n  

s t u d i e d  a n d  found  t o  b e  e l e v a t e d  d u r i n g  c o n d i t i o n s  f a v o r a b l e  t o  g l u c o ­

n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s  (7,  8) .  I n  t h e i r  a b s e n c e ,  no g l u c o n e o g e n e s i s  

f r o m  l i p i d s  c ou ld  be  e l i c i t e d .

R e c e n t  f i n d i n g s  i m p l i c a t e  th e  p r e s e n c e  of t h e  g l y o x y l a t e  p a t h ­

w a y  in  a n i m a l s .  G o o d m a n  e t  a l .  (9, 11) h a v e  i d e n t i f i e d  i s o c i t r a t e  

l y a s e  a n d  m a l a t e  s y n t h a s e  in  t o a d  b l a d d e r  m u c o s a .  T h e s e  e n z y m e s  

w e r e  a l s o  s h o w n  c y t o c h e m i c a l l y  in  t h e  p e r o x i s o m e  o f  t o a d  b l a d d e r  

m u c o s a .  H o w e v e r ,  i n c r e a s e d  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  t h r o u g h  t h e  g l y ­

o x y l a t e  c y c l e  o c c u r r e d  o n ly  a f t e r  t o a d s  h a d  b e e n  p l a c e d  on  a  r e g i m e n  

of  a l d o s t e r o n e .  I t  m a y  b e  t h a t  th e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  

in  m a m m a l s  r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  of  s p e c i f i c  h o r m o n e s  a n d / o r T > e  : < :

t h e  r e s u l t  o f  a  s p e c i f i c  n u t r i t i o n a l  s t a t e  of  t h e  a n i m a l  s t u d i e d .  S i n c e  

f e t a l  g u i n e a  p ig  l i v e r  (10) a l s o  a p p e a r s  c a p a b l e  of  c o n v e r t i n g  f a t s  to  

to  c a r b o h y d r a t e s ,  i t  m a y  b e  t h a t  t h e  s t u d y  o f  t h e  c o n t r o l s  a n d  r e g u l a ­

t i o n  of  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  a r e  of  f a r  g r e a t e r  i m p o r t a n c e  t h a n  

p r e v i o u s l y  t h o u g h t .

I t  w a s  o r i g i n a l l y  d e m o n s t r a t e d  b y  C .  W a g n e r  (2) t h a t  l ip id  

c o n v e r s i o n  to  g l y c o g e n  o c c u r s  in  T .  p y r i f o r m i s . He a l s o  d e t e r m i n e d  

t h a t  o n l y  p h o s p h o l i p i d s  of th e  c e l l u l a r  l i p i d s  d e c r e a s e d  a s  th e  g l y c o g e n



c o n t e n t  of  t h e  c e l l  i n c r e a s e d .  T h i s  o c c u r r e d  i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  

c e l l s ,  b u t  not  in  c e l l s  t h a t  w e r e  in  t h e  l o g a r i t h m i c  ( e x p o n e n t i a l )  

p h a s e  o f  g r o w t h .  A  y e a r  a f t e r  W a g n e r ' s  w o r k  w a s  p u b l i s h e d  (1957) 

t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  w a s  p r o p o s e d  b y  K o r n b e r g  a n d  K r e b s  (12) a s  

t h e  e n z y m a t i c  r o u t e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  f a t s  i n  c a r b o h y d r a t e s .

T h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  g l y o x a l a t e  c y c l e  r e s t e d  on  t w o  n o v e l  e n z y m e s  

i s o c i t r a t e  l y a s e  a n d  m a l a t e  s y n t h a s e .  T h e  d i s c o v e r y  o f  i s o c i t r a t e  

l y a s e  (13) s h o w e d  t h a t  i s o c i t r a t e  c ou ld  be  s p l i t  i n t o  s u c c i n a t e  a n d  

g l y o x y l a t e ,  a s  w e l l  a s  b e i n g  d e h y d r o g e n a t e d  a n d  d e c a r b o x y l a t e d .

M a l a t e  s y n t h a s e  c o n d e n s e d  t h e  g l y o x y l a t e  w i t h  a c e t y l - C o A  to  f o r m  

m a l a t e .  B o t h  m a l a t e  a n d  s u c c i n a t e  c o u l d  t h e n  b e  o x i d i z e d  t o  o x a l o -  

a c e t a t e  b y  w e l l - k n o w n  e n z y m e s  of  t h e  t r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e .  T h e  

o x a l o a c e t a t e  c o u l d  t h e n  b e  c o n v e r t e d  to  p h o s p h o e n o l p y r u v a t e  ( P E P )  

b y  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  ( A T P )  a n d  p h o s p h o e n o l p y r u v a t e  c a r b o x y -  

k i n a s e .  P E P ,  in  t u r n  f u e l s  g l u c o n e o g e n e s i s .  T h u s ,  f i n d in g  b o th  of  

t h e  k e y  e n z y m e s  i n  t h e  g l y o x y l a t e  b y p a s s  p r e s e n t  in  e x t r a c t s  f r o m  

c e l l s  t h a t  a r e  o x i d i z i n g  f a t s  ( i . e .  p r o d u c i n g  a c e t y l - C o A )  o f f e r e d  a n  

e n z y m a t i c  p a t h  t o  g l u c o s e  s y n t h e s i s .

W h e n  H o g g  a n d  K o r n b e r g  in  1963 (7) s h o w e d  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  

a c t i v i t y  o f  t h e s e  k e y  e n z y m e s  w a s  i n d u c e d  b y  a c e t a t e  a n d / o r  k e t o -  

g e n i c  a m i n o  a c i d s  t o  p r o d u c e  c e l l s  c a p a b l e  of  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  

f a t s ,  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  w a s  i n v o k e d  a s  the m e a n s  t o  g e n e r a t e  g l y ­

c o g e n  f r o m  f a t s .  L e v y  a n d  S c h e r b a u m  (14) s u g g e s t e d  t h a t  d e c r e a s i n g  

o x y g e n a t i o n  a l s o  i n d u c e d  g l u c o n e o g e n e s i s ,  s i n c e  t h e y  c o u l d  i n d u c e  log



p h a s e  c e l l s  ( n o r m a l l y  i n c o m p e t e n t  f o r  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  l i p id s )  

t o  s y n t h e s i z e  g l y c o g e n  f r o m  a c e t a t e  b y  m a i n t a i n i n g  t h e m  f o r  s e v e r a l  

h o u r s  a t  l o w  o x y g e n .  H o g g  c o n f i r m e d  t h e i r  o b s e r v a t i o n s  u n d e r  m o r e  

r i g o r o u s l y  c o n t r o l l e d  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t io n s  (8).

I n t r a c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  v a r ­

i o u s  e n z y m e s  r e q u i r e d  f o r  t h e  g l y o x a l a t e  c y c l e  w e r e  found  in  a t  

l e a s t  t w o  d i f f e r e n t  o r g a n e l l e s  ( m i t o c h o n d r i o n  a n d  p e r o x i s o m e )  a n d  

t h e  c y t o s o l  (15). T h i s  l e d  H o g g  t o  p r o p o s e  a  c o m p l e x  s c h e m e  f o r  

g l u c o s e  s y n t h e s i s  f r o m  f a t s  i n v o l v in g  a  f o u r  m e m b r a n e - t r a n s p o r t  

s t e p  p a t h w a y  t o  c o r r e s p o n d  w i t h  t h e  v a r i o u s  l o c a l e s  of  t h e  r e q u i s i t e  

e n z y m e s  (8).  T h e  a p p a r e n t  c o m p l e x i t y  o f  t h i s  p a t h w a y  b a f f l e d  e v e n  

t h e  a u t h o r .  I n t e r c o m p a r t m e n t a l  t r a n s p o r t  o f  s u b s t r a t e s  a n d  i n t e r ­

m e d i a t e  p r o d u c t s  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t o  d i v e r t  a  l a r g e  p o r t i o n  of t h e m  

a w a y  f r o m  g l u c o s e  s y n t h e s i s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  p r e s e n c e  of  a t  l e a s t  

a  p a r t i a l  p e n t o s e  p h o s p h a t e  c y c l e  (16) s h o u l d  r e s u l t  i n  " c a r b o n  s c r a m ­

b l i n g "  o f  t h e  s u b s t r a t e s  f o r  g l y c o g e n  s y n t h e s i s .  Y e t ,  t h e  l a b e l i n g  

14p a t t e r n  f r o m  l - [  C ] - l a b e l e d  a c e t a t e ,  e i t h e r  in  r e s t i n g  c e l l s  o r  in  

g r o w i n g  c u l t u r e s ,  i s  m a r k e d  b y  i t s  p u r i t y  ( g r e a t e r  t h a n  95% i s  found  

in  t h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  c a r b o n s  of  t h e  g l u c o s e  i n  g l y c o g e n ) ,  w h i l e  a t  

l e a s t  50% o f  t h e  2 - [ ^ C ] - l a b e l e d  a c e t a t e  w a s  found in  g l y c o g e n  (8). 

T h u s ,  t h e  p a t h  t o  g l y c o g e n  f r o m  e x o g e n o u s  a c e t a t e  (and  p r e s u m a b l y  

e n d o g e n o u s  l i p i d s )  a p p e a r s  u n d i v e r t e d  by a n y  s i d e  r e a c t i o n s .  F u r t h e r  

s c r u t i n y  of  t h e  g l y c o n e o g e n i c  p r o c e s s  r e v e a l s  o t h e r  p a r a d o x e s .
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I n d u c t i o n  of  g l y c o n e o g e n e s i s  i n  lo g  p h a s e  c e l l s  b y  d e c r e a s i n g  

o x y g e n  t e n s i o n  (14) o b s c u r e s  t h e  f a c t  t h a t  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  a b s o l u t e l y  

r e q u i r e s  good  o x y g e n a t i o n .  In f a c t  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  a r e  w e l l -  

k n o w n  t o  p r o d u c e  g l y c o l y s i s  in  T .  p y r i f o r m i s  (17). T h i s  n e e d  f o r  

o x y g e n  in  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s  w a s  m o r e  p r e c i s e l y  e s t a b l i s h e d  

b y  C o o p e r  a n d  B e e v e r s  (18) f o r  p e r o x i s o m e s  o f  c a s t o r  b e a n  e n d o ­

s p e r m .  A d d i t i o n  of  p a l m i t o y l - C o A  t o  p e r o x i s o m e s  r e s u l t e d  i n  o x y g e n  

u p t a k e , N A D H  a c c u m u l a t i o n  a n d  a c e t y l - C o A  f o r m a t i o n .  T h e s e  f i n d i n g s  

p a v e d  t h e  w a y  f o r  t h e  d i s c o v e r y  of  a  p e r o x i s o m a l  | J - o x i d a t i o n  s y s t e m  

ho t  c o u p l e d  to  m i t o c h o n d r i a l  r e s p i r a t i o n  i n  T .  p y r i f o r m i s  (19). In 

f a c t  t h e  f i r s t  e n z y m e  i n  t h i s  e x t r a m i t o c h o n d r i a l  ^ - o x i d a t i o n  s y s t e m  

h a s  b e e n  l o c a l i z e d  i n  t h e  p e r o x i s o m e .  T h i s  n o v e l  e n z y m e  ( f a t t y  a c y l -  

C oA  o x i d a s e )  h a s  a n  F A D  d e p e n d e n c e ,  a s  d o e s  t h e  f i r s t  e n z y m e  i n v o l ­

v e d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  ( f a t t y  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e ) .  H o w e v e r ,  it 

c o n t r i b u t e s  i t s  e l e c t r o n s  d i r e c t l y  t o  o x y g e n ,  t h e r e b y  p r o d u c i n g  H 2 O2  

a n d  e x p l a i n i n g  t h e  o x y g e n  d e p e n d e n c y  of  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s .  

T h u s ,  t h e  c o n d i t i o n  t h a t  i n d u c e s  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s  in  T .  

p y r i f o r m i s  a l s o  n e c e s s a r i l y  p r e v e n t s  i t  u n t i l  o x y g e n  i s  r e i n t r o d u c e d  

in t o  t h e  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t .

A l t h o u g h  t h e  e n z y m a t i c  p a t h w a y  of  g l y c o n e o g e n e s i s  f r o m  e n d ­

o g e n o u s  l i p i d s  o r  e x o g e n o u s  a c e t a t e  h a s  b e e n  w o r k e d  o u t ,  t h e  i n t r a ­

c e l l u l a r  d e t e r m i n a n t s  a c t i v a t i n g  t h i s  p a t h  a r e  not  u n d e r s t o o d  a t  a l b .  

I n d u c t i o n  of  t h i s  p a t h w a y  in log  p h a s e  c e l l s  c a n n o t  be a d e q u a t e l y
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e x p l a i n e d  b y  s y n t h e s i s  of  i s o c i t r a t e  l y a s e  a n d / o r  m a l a t e  s y n t h a s e .

T h e  l e v e l s  of  e a c h  w e r e  f o u n d  t o  be  h ig h  e n o u g h  in  log  p h a s e  c e l l s ,  

b e f o r e  a n y  h y p o x i c i n d u c t i o n ,  t o  s u p p o r t  h ig h  r a t e s  of  g l u c o n e o g e n e s i s  

f r o m  f a t s .  A c t i v a t i o n  o f  t h e s e  k e y  e n z y m e s  o f f e r s  a  p o s s i b l e  e x p l a n ­

a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  t h r e e  t o  f o u r  h o u r s  r e q u i r e d  f o r  fu l l  a c t i v a t i o n  

of  t h i s  p a t h w a y  i n  l o g  p h a s e  c e l l s  s e e m s  t o o  lo n g  f o r  s u c h  a  p r o c e s s .  

V e r y  l i t t l e  e l s e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g l u c o n e o g e n e s i s .

T h i s  t h e s i s  i s  a n  a t t e m p t  t o  g a i n  s o m e  u n d e r s t a n d i n g  of  t h e  f a c t o r ( s )  

t h a t  a r e  i n v o l v e d  w i t h i n  t h e  c e l l  in  a c t i v a t i n g  g l u c o n e o g e n e s i s .

M y  i n i t i a l  a p p r o a c h  t o  t h i s  p r o b l e m  i n v o l v e d  i s o c i t r a t e  m e t a b o ­

l i s m .  S i n c e  i s o c i t r a t e  l i e s  a t  a  s t r a t e g i c  j u n c t i o n  b e t w e e n  t h e  i n i t i a l  

s i t e  of  g l y o x y l a t e  b y p a s s  r e a c t i o n s  (i. e .  i s o c i t r a t e  l y a s e )  , a n d  t h e  

f i r s t  s i t e  o f  o x i d a t i o n  i n  t h e  t r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e  (i. e .  i s o c i t r a t e  

d e h y d r o g e n a s e )  i t  s e e m e d  a  good  c a n d i d a t e  f o r  i n v o l v e m e n t  i n  s o m e  

f o r m  of  m e t a b o l i c  r e g u l a t i o n .  A s  t h e  s i t e  o f  t h e  g l y o x y l a t e  b y p a s s  

r e a c t i o n s  ( the  p e r o x i s o m e )  a n d  t h e  l o c a l e  of  i s o c i t r a t e  s y n t h e s i s  ( the  

m i t o c h o n d r i o n )  w i t h i n  T .  p y r i f o r m i s  a r e  c y t o l o g i c a l l y  s e p a r a t e  (15), 

i s o c i t r a t e  f o r m e d  in  t h e  m i t o c h o n d r i o n  m u s t  b e  e x p o r t e d  t o  t h e  p e r o x -
f

s o m e  in  o r d e r  f o r  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  p a t h w a y  t o  c o n t i n u e .  T h u s ,  

t h e  r e q u i r e m e n t  o f  i s o c i t r a t e  f o r  c a r b o h y d r a t e  s y n t h e s i s  t h r o u g h  t h e  

g l y o x y l a t e  b y p a s s  r e a c t i o n s  m a k e s  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  i s o c i t r a t e  be  of  

p r i m a r y  i m p o r t a n c e .  T h e r e  a r e  a l s o  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  of  N A D P -  

l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  (EC1. 1 .1 .4 2 )  in  t h e  m i t o c h o n d r i o n ,



p e r o x i s o m e  a n d  c y t o s o l  o f  T .  p y r i f o r m i s  (15). T h e  a v a i l a b i l i t y  of  

i s o c i t r a t e  t o  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  m a y  t h e r e f o r e  be  d e p e n d e n t  on t h e  

e x t e n t  t o  w h i c h  t o t a l  i s o c i t r a t e  i s  o x i d i z e d  a n d  d e c a r b o x y l a t e d  by  

t h i s  e n z y m e .  T h u s ,  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  (NADP) c o u ld  

d i c t a t e  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  i s o c i t r a t e .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  t h e  N A D P -  

l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( N A D P - I c d h )  r e m a i f l s  e s s e n t i a l l y  c o n ­

s t a n t ,  u n d e r  v a r i a b l e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  (20 ,21 )  in  b o th  p a r t i c l e s  (20 ,21)  

a n d  c e l l  e x t r a c t s  (20) a n d  d u r i n g  v a r i o u s  s t a g e s  o f  g r o w t h  (20 ,21) .

T h e  l e v e l s  o f  t o t a l  N A D P  r e m a i n  c o n s t a n t  d u r i n g  c o n d i t i o n s  f a v o r a b l e  

( s t a t i c )  a n d  u n f a v o r a b l e  ( s h a k e n  in  a i r )  f o r  g l u c o n e o g e n e s i s  (22).  T h e  

l e v e l  o f  i s o c i t r a t e  i n  t h e  c e l l ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  of  a c t i v e  g l u c o n e o g e n e s i s

w a s  found  t o  b e  5 .1 j j iM  (23) .  T h i s  i s  t w e n t y - f o l d  s m a l l e r  t h a n  t h e  
i s o  c i t r a t e

K m  f o r  i s o c i t r a t e  l y a s e  e s t a b l i s h e d  b y  t h e  s a m e  r e s e a r c h e r .

T h u s  t h e  k i n e t i c  a n d  m e t a b o l i t e  d a t a  w o u ld  s e e m  t o  i m , p l y  t h a t  g l u c o ­

n e o g e n e s i s  t h r o u g h  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  c a n n o t  be  o c c u r r i n g .  Y e t ,  

i t  m o s t  c e r t a i n l y  i s .  I  m u s t  t h e r e f o r e  b e g  y o u r  i n d u l g e n c e  on t h i s  

p o i n t ,  s i n c e  i t  i s  c l e a r  t h a t  i s o c i t r a t e  d o e s  go  t h r o u g h  t h e  g l y o x y l a t e  

b y p a s s  r e a c t i o n s  w h i l e  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s  i s  o c c u r r i n g .  It 

m u s t  a l s o  be  c o n c e d e d  t h a t ,  i f  i s o c i t r a t e  i s  c o m i n g  f r o m  t h e  m i t o c h o n ­

d r i a  i t  i s  n o t  e f f e c t i v e l y  d e t e r r e d  i n  g e t t i n g  t o  i s o c i t r a t e  l y a s e  b y  t h e  

N A D P - I c d h  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of t h i s  e n z y m e  

a n d  t h e  l e v e l  of  t o t a l  N A D P  a r e  i n v a r i a n t  w i t h  a g e .  M o r e o v e r ,  it i s  

t h e  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  (E C  1 .1 .1 .41 )  t h a t  h a s  b e e n
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i m p l i c a t e d  a s  a n  i m p o r t a n t  s i t e  in  t h e  r e g u l a t i o n  of o x i d a t i o n  w i th i n  

t h e  m i t o c h o n d r i o n  (24,  25 ,  26) .  S i n c e  i t s  d i s c o v e r y  in  y e a s t  (27),  

a l m o s t  a l l  e u c a r y o t i c  o r g a n i s m s  h a v e  b e e n  s h o w n  to  p o s s e s s  b o th  

a n  N A D -  a n d  N A D P - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  T .  p y r i f o r m i s  

h a s  b e e n  a  n o t a b l e  e x c e p t i o n  b e c a u s e  o n ly  t h e  N A D P - I c d h  h a s  b e e n  

f o u n d .  S i n c e  « - k e t o g l u t a r a t e  d e h y d r o g e n a s e  (E C  1 . 2 .  4 .  2) a l s o  h a s  

n o t  b e e n  found  in  T .  p y r i f o r m i s  , t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a n  a b b r e v i a t e d  

t r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e  c a n n o t  b e  o v e r l o o k e d .  H o w e v e r ,  t h e  s t i m u l ­

a t i o n  of  o x y g e n  u p t a k e  in  p u r i f i e d  m i t o c h o n d r i a  b y  b o th  i s o c i t r a t e  a n d  

o < - k e t o g l u t a r a t e  (15 ,28)  a r g u e  a g a i n s t  s u c h  a n  i n t e r p r e t a t i o n .  T h e  s u b -  

c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  of  N A D P - I c d h  r e v e a l e d a b o u t  5% of t h i s  e n z y m e  to  

b e  in  t h e  T .  p y r i f o r m i s  m i t o c h o n d r i a  (15). M u l l e r  e t  a l .  f u r t h e r  c l a i m e d  

t h a t  t h i s  s m a l l  p e r c e n t a g e  of  t h e  e n z y m e ' s  t o t a l  a c t i v i t y  c o u ld  not  

a c c o u n t  f o r  t h e  " i s o c i t r a t e  o x i d a s e "  a c t i v i t y  found  in  m i t o c h o n d r i a  

f r o m  T .  p y r i f o r m i s  . T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  a n  N A D - I c d h  m u s t  b e  r e ­

s p o n s i b l e  f o r  t h i s  a c t i v i t y  (15). U n f o r t u n a t e l y  no  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

f o r  t h e  m i t o c h o n d r i a l - a s s o c i a t e d  N A D P - I c d h  w e r e  s h o w n  t o  c o m p a r e  

w i t h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e i r  " i s o c i t r a t e  o x i d a s e "  in  s u p p o r t  of  

t h e i r  c o n c l u s i o n .

P r i o r  t o  m y  i n v o l v e m e n t  in  t h i s  p r o j e c t , D .  J .  H r y b  h a d  O b s e r v e d  

a n  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  in  a q u e o u s  - g l y c e r o l  

e x t r a c t s  of  l y o p h i l i z e d  c e l l s .  T .  D o r s e y  (23) h a d  s h o w n  t h a t  50% (v /v )  

g l y c e r o l  a c t e d  a s  a n  e x t r e m e l y  e f f e c t i v e  p r e s e r v a t i v e  f o r  i s o c i t r a t e



l y a s e  a c t i v i t y .  T h u s  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  d i s c o v e r y  o f  a n  N A D -  

l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  d r y  c e l l  e x t r a c t s  w a s  c o n t i n ­

g e n t  on  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  i t s  s t a b i l i t y  a n d  t h a t  50% g l y c e r o l  had  t h i s
*

a b i l i t y .  M y  j o b  w a s  t o  c h a r a c t e r i z e  its a c t i v i t y  w i t h  r e s p e c t  to  i t s  

p o t e n t i a l  t o  r e g u l a t e  t h e  i s o c i t r a t e  f lu x  o u t  o f  t h e  m i t o c h o n d r i o n .
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M A T E R I A L S  A ND  M E T H O D S

G r o w t h  o f  c e l l s .  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s , s t r a i n  E  (A T C C  

3000 5) w a s  c u l t u r e d  a x e n i c a l l y  a s  d e s c r i b e d  b y  H o g g  a n d  K o r n b e r g  

(8).  T h e  c u l t u r e  m e d i u m  c o n t a i n e d  1% ( w / v )  p r o t e o s e - p e p t o n e  (D i fco ) ,  

0.1% D - g l u c o s e ,  0.1% s o d i u m  a c e t a t e ,  0.1% d i p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,

0. 01% y e a s t  e x t r a c t  a n d  0 .  002 m i c r o g r a m s / m l  of  t h i a m i n e  HC1. S t o c k  

c u l t u r e s  w e r e  k e p t  in  1 9 m m  s c r e w - c a p  t e s t  t u b e s  c o n t a i n i n g  10 m l  

of  m e d i u m  a n d  f i t t e d  w i th  p l a s t i c  c a p s  p e r m e a b l e  t o  O 2  a n d  C O 2 .

M a s s  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  in  f la t  c y l i n d r i c a l  f l a s k s ,  7 i n c h e s  in  

d i a m e t e r ,  p r o v i d e d  w i t h  a  s i d e  n e c k  ( J o b l i n g  N o .  1420 c u l t u r e  f l a s k s ,  

L a b o r a t o r y  G l a s s b l o w e r s  C o m p a n y ,  S a n d s ,  H i g h  W y c o m b ,  B u c k s ,  

E n g l a n d ) ,  c o n t a i n i n g  500 m l  of  m e d i u m .  A l l  c u l t u r e s  w e r e  i n o c u l a t e d  

w i t h  a  1% v o l u m e  (5m l)  of  a  g r o w i n g  s t o c k  c u l t u r e .  C u l t u r e s  w e r e  

t h e n  g r o w n  w i t h o u t  s h a k i n g  a t  25 C f o r  2 - 7  d a y s  b e f o r e  h a r v e s t i n g .

C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  in  a  m o d i f i e d  p l a n k t o n  c e n t r i f u g e  a s  

d e s c r i b e d  b y  C o n n e r  e t  a l .  (102) .  A f t e r  t h e  c e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  t h e y  

w e r e  i m m e d i a t e l y  w a s h e d ,  w h i l e  i n  t h e  c e n t r i f u g e ,  w i th  a n  e q u a l  v o l ­

u m e  of  d i l u t e  R i n g e r  p h o s p h a t e  s o l u t i o n  (17). A l l  w a s h e d  c e l l s  w e r e  

r e s u s p e n d e d  i n  d i l u t e  R i n g e r  p h o s p h a t e  s o l u t i o n  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  of 

c e l l s  b e t w e e n  4 a n d  6% (v /v )  a s  e s t i m a t e d  i n  C o n s t a b l e  p r o t e i n  t u b e s  

b y  c e n t r i f u g a l  p a c k i n g  (1000 x  g fo r  10 m i n u t e s )  in  a n  I n t e r n a t i o n a l  

c e n t r i f u g e .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  f r o z e n  in  d r y  i c e - a c e t o n e  a n d
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a n d  d r i e d  a t  h ig h  v a c u u m  in  a n  a l l  g l a s s  K o n t e s  l y o p h i l i z e r .

E x t r a c t i o n  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  A l l  i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e  w a s  e x t r a c t e d  b y  s u s p e n d i n g  t h e  f r e e z e - d r i e d  c e l l  p o w d e r s  in 

lO m M  H e p e s  b u f f e r ,  pH 7 . 0  ( lOmg of d r i e d  c e l l s / m l  of  b u f f e r )  in  a  

p r e c o o l e d  B r e n d l e r  h o m o g e n i z e r  t u b e  a n d  g r i n d i n g  w i t h  a  t e f l o n  p e s t l e  

f o r  o n e  m i n u t e  a t  1000 r p m .  H o m o g e n a t e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  30,  000 

x  g f o r  20 m i n u t e s  i n  a  S o r v a l l  R C - 2  c e n t r i f u g e  w i t h  a n  S S -3 4  f ix e d  

a n g l e  r o t o r .  T h e  r e s u l t a n t  c l e a r  s u p e r n a t a n t  c o n t a i n e d  a l l  of t h e  

d e t e c t a b l e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  a n d  w a s  u s e d  f o r  m o s t  

s t u d i e s  p r e s e n t e d  h e r e .  V a r i a t i o n s  i n  t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  w i l l  

be  n o t e d  a n d  d e t a i l e d  i n  e a c h  s p e c i f i c  c a s e .

E n z y m e  a s s a y .  I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  

m e t h o d  of  K o r n b e r g  (2 9) F o r  NAD a n d  N A D P  e n z y m e  a c t i v i t i e s .  B o th  

a c t i v i t i e s  (NAD a n d  N A D P )  w e r e  r o u t i n e l y  m e a s u r e d  i n . t h e  p r e s e n c e  of  

50 m M  H e p e s  b u f f e r ,  pH  7.  3,  I m M  M n C ^  o r  M g C ^  a n d  lO mM  NAD o r  

0. 4 m M  N A D P .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  of D , L  i s o ­

c i t r a t e  t o  5 m M  a n d  t h e  i n c r e a s i n g  a b s o r b a n c e  a t  3 4 0 n m  w a s  f o l l o w e d  

w i t h  r e s p e c t  t o  t i m e  i n  a  G i l f o r d  240  o r  2400  r e c o r d i n g  s p e c t r o p h o ­

t o m e t e r  a t  30®C.

S e p a r a t i o n  o f  N A D -  f r o m  N A D P -  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  

S e p a r a t i o n  of  p o t e n t i a l  i s o z y m e s  o f  t h e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t i e s  found  i n  e x t r a c t s  o f  d r y  c e l l s  w a s  p e r f o r m e d  on  c o l u m n s  

p a c k e d  a n d  e q u i l i b r a t e d  a t  5°C w i t h  S e p h a d e x  G - 2 0 0  ( s u p e r f i n e  g r a d e ) ,  

D E A E - S e p h a c e l  ( p r e - s w o l l e n )  a n d  A f f i - G e l  B l u e  ( p r e - s w o l l e n ) .  T h e
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S e p h a d e x  G - 2 0 0  w a s  e q u i l i b r a t e d  i n  50 m M  H e p e s  (pH 7.  3) and  p a c k e d  

in  a  P h a r m a c i a  K 2 6 / 4 0  c o l u m n .  A  c o n s t a n t  f lo w  r a t e  o f  1. 5 m l / h o u r  

w a s  m a i n t a i n e d .  T h e  vo id  v o l u m e  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  D e x t r a n  B l u e .  

D E A E - S e p h a c e l ,  a l s o  p a c k e d  in  a  P h a r m a c i a  K 2 6 / 4 0  c o l u m n ,  w a s  

w a s h e d  w i t h  5 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 2 )  b e f o r e  u s e .

A  c o n s t a n t  f lo w  r a t e  of  17 m l / h o u r  w a s  m a i n t a i n e d .  C i b a c r o n  B lu e  

3 G A - b o u n d  a g a r o s e  ( A f f i - G e l  B l u e )  w a s  p a c k e d  i n  a  1 x  10 c m  c o l u m n  

w i t h  a s i n t e r e d  g l a s s  s u p p o r t  a n d  w a s h e d  w i t h  5 m M  p o t a s s i u m  p h o s ­

p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 2 ) .  D r y  c e l l  e x t r a c t s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  b y  t a k i n g  

t h e  70% ( N H ^ ^ S O ^  p r e c i p i t a t e  ( a f t e r  40% p r e c i p i t a t e  h a d  b e e n  r e m o v e d ) ,  

w h i c h  a l w a y s  c o n t a i n e d  g r e a t e r  t h a n  90% of t h e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y  (NAD o r  N A D P )  a n d  r e s u s p e n d i n g  i n  t h e  b u f f e r  u s e d  t o  e q u i l i ­

b r a t e  t h e  c o l u m n .  T h e  r e s u s p e n d e d  p r e c i p i t a t e  w a s  t h e n  d i a l y z e d  

a g a i n s t  t h e  s a m e  b u f f e r  o v e r n i g h t .  N o  m o r e  t h a n  5% of t h e  t o t a l  a c t i ­

v i t y  w a s  l o s t  d u r i n g  d i a l y s i s  a t  5°C. 5 m l  o f  t h e  d i a l y s a t e  w a s  t h e n

a p p l i e d  t o  e a c h  c o l u m n .

M o l e c u l a r  w e i g h t  d e t e r m i n a t i o n .  T h e  m o l e c u l a r  w e ig h t  w a s  e s ­

t i m a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  S e p h a d e x  G - 2 0 0  in  a c c o r d a n c e  w i t h
f

t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  A n d r e w s  (30).  C o l u m n  p a c k i n g  a n d  e q u i l i ­

b r a t i o n  w e r e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  u s e d  f o r  t h e  a t t e m p t e d  s e p a r a t i o n  of 

i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e s  d e s c r i b e d  a b o v e .

D i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  E l e c t r o p h o r e s i s  of  i s o c i t r a t e  d e h y ­

d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  (NAD a n d  N A D P )  w a s  a l s o  u s e d  in  t h e  a t t e m p t s  t o



14

s e p a r a t e  p o t e n t i a l  i s o z y m e s  of  t h e s e  a c t i v i t i e s .  T h e  s e p a r a t i n g  g e l s  

w e r e  c o m p o s e d  o f  7.  5% a c r y l a m i d e  a n d  0 . 2 %  N, N ' - m e t h y l e n e b i s  - 

a c r y l a m i d e .  T h e  s t a c k i n g  g e l s  w e r e  c o m p o s e d  o f  1 .25%  a c r y l a m i d e  

a n d  0 .  31% N ,  N ' - m e t h y l e n e b i s a c r y l a m i d e .  G e l s  w e r e  p r e p a r e d  in  . 5 c m  x

7. 5 c m  t u b e s  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  of  G a b r i e l  (31) f o r  t h e  s e p a r a ­

t i o n  of  m o l e c u l e s  b e t w e e n  1 0 , 0 0 0  a n d  1 , 0 0 0 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g l t  

in  a  r u n n i n g  b u f f e r  of  T r i s - b a r b i t a l  ( S y s t e m  H - p H 7 .  0). E x t r a c t s  of  

d r i e d  c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  a s  in  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  w o r k  d e s c r i b e d  

a b o v e ,  e x c e p t  t h a t  d i a l y s i s  w a s  a g a i n s t  T r i s - b a r b i t a l  in  10% ( v / v )  

g l y c e r o l .  G l y c e r o l  w a s  i n c l u d e d  i n  o r d e r  t o  m a i n t a i n  a n  i n t e r f a c e  

( to a v o i d  m i x i n g )  b e t w e e n  t h e  e n z y m e  e x t r a c t  a p p l i e d  a t o p  t h e  g e l s  

a n d  t h e  r u n n i n g  b u f f e r  i n i t i a l l y .  A b o u t  2 00^g o f  p r o t e i n  f r o m  t h e  d i a -  

l y s a t e  w a s  l a y e r e d  on  t h e  g e l s  a n d  t h e n  c a r e f u l l y  c o v e r e d  w i t h  b u f f e r .

T h e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  r u n  a t  lCPc f o r  2 h o u r s  a t  2 m A m p e r e s / g e l  

t u b e  f o r  a  t o t a l  o f  3 6 m A m p e r e s .  T h e  s t a i n i n g  s o l u t i o n  f o r  i s o c i t r a t e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w a s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s o l u t i o n  u s e d  f o r  

l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  b y  D i e t z  a n d  L u b r a n o  (32).  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  

i d e n t i c a l  t o  t h a t  of  t h e  r o u t i n e  a s s a y  s o l u t i o n  d e s c r i b e d  a b o v e ,  e x c e p t  

t h a t  M n C ^  w a s  u s e d  e x c l u s i v e l y  t o  f u l f i l l  t h e  m e t a l  r e q u i r e m e n t ,  a n d  

p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  a n d  n i t r o b l u e  t e t r a z o l i u m  w e r e  a d d e d  t o  c o n c e n ­

t r a t i o n s  o f  0. 027 m g / m l  a n d  0. 270 m g / m l  r e s p e c t i v e l y .

pH d e p e n d e n c e  of  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  r e a c t i o n .  T h e  d e p e n ­

d e n c e  o f  r e a c t i o n  v e l o c i t i e s  on pH w a s  m e a s u r e d  in b o th  t h e  f o r w a r d



15

a n d  r e v e r s e  d i r e c t i o n s  w i t h  N AD  o r  N A D P  ( f o r w a r d )  a n d  NAD H  o r  

N A D  P H  ( r e v e r s e )  f r o m  pH 5.  5 t o  8 . 2 ,  u s i n g  50 m M  M E S  ( 2 - ( N -  

m o r p h o l i n o )  e t h a n e s u l f o n i c  a c i d ) ,  M O P S  ( m o r p h o l i n o p r o p a n e  s u l ­

f o n i c  a c i d ) ,  H e p e s  ( N - 2 - h y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e - N ' - 2 - e t h a n e  s u l ­

f o n i c  a c i d )  a n d  b i c i n e  (N, N - b i s [ 2 - h y d r o x y e t h y l ]  g l y c i n e ) .  T h e  

a c t i v i t y  i n  d r y  c e l l  e x t r a c t s  w a s  c o n c e n t r a t e d  a s  b e f o r e  in  70% 

( N H ^ ^ S O ^ ,  r e s u s p e n d e d  in  50 m M  H e p e s  (pH 7 .  3) a n d  d i a l y z e d  

o v e r n i g h t  a g a i n s t  t h e  s a m e  b u f f e r  a t  0 DC.

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t  he  m e t h o d  o f  

W e i c h s e l b a u m  (33) a f t e r  t h e  p r o t e i n  h a d  b e e n  p r e c i p i t a t e d  w i t h  0.  5M 

p e r c h l o r i c  a c i d ,  a n d  t h e n  w a s h e d  w i t h  0. 5M p e r c h l o r i c  a c i d  f o l l o w e d  

b y  a b s o l u t e  e t h a n o l .  C r y s t a l l i z e d  a n d  l y o p h i l i z e d  b o v i n e  s e r u m  

a l b u m e n  (S ig m a )  w a s  u s e d  a s  t h e  s t a n d a r d  p r o t e i n .

M a t e r i a l s .  A c r y l a m i d e  m o n o m e r  a n d  N ,  N ' - m e t h y l e n e b i s  - 

a c r y l a m i d e  w e r e  b o u g h t  f r o m  E a s t m a n - K o d a k  C h e m i c a l  Co .  , R o c h e s t e r ,  

N .  Y. D E A E - S e p h a c e l ,  S e p h a d e x  G - 2 0 0  ( s u p e r f i n e  g r a d e )  a n d  t h e  

p r o t e i n  c a l i b r a t i o n  k i t  ( r i b o n u c l e a s e  A ,  o v a l b u m i n ,  c h y m o t r y p s i n -  

o g e n  A ,  a l d o l a s e  a n d  B l u e  D e x t r a n )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  P h a r m a c i a  

F i n e  C h e m i c a l s ,  U p p s a l a ,  S w e d e n .  A f f i - G e l  B l u e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s .  A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  w e r e  of  a n a l y t i c a l  r e a g e n t  

g r a d e .
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R E S U L T S

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a n  N A D - l i n k e d  i „ s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  

( N A D -Ic d h )  w a s  e x t r a c t a b l e  in  50% (v /v )  g l y c e r o l  w a s  r e a d i l y  c o n ­

f i r m e d . .  H o w e v e r ,  t h e  N A D - I c d h  a c t i v i t y  w a s  a l s o  found  f o r  d r y  c e l l  

h o m o g e n a t e s  in  w a t e r  a n d  b u f f e r ,  a s  w e l l  a s  in  t h e i r  e x t r a c t s .  In  

o t h e r  w o r d s ,  g l y c e r o l  w a s  n o t  n e e d e d  t o  p r e s e r v e  t h e  a c t i v i t y .  T a b l e l  

s h o w s  s o m e  o f  t h e  h o m o g e n a t e s  a n d  e x t r a c t s  in  w h i c h  N A D - I c d h  a c t i v i t y  

w a s  found ,  a s  w e l l  a s  t h e  s u b s t a n t i a l l y  h i g h e r  N A D P - I c d h  a c t i v i t y  t h a t  

c o e x t r a c t e d .  W h a t  s e e m e d  t o  c h a r a c t e r i z e  t h i s  N A D - I c d h  a c t i v i t y  w a s  

i t s  u n u s u a l l y  h i g h  c o n c e n t  r a t i o n a l  r e q u i r e m e n t  f o r  NAD ( l e s s  t h a n  I m M  

NAD s h o w e d  no  o b s e r v a b l e  r a t e  of  e n z y m e  a c t i v i t y ) .  W e  a t t r i b u t e d  o u r  

s u c c e s s  a n d  o t h e r s '  f a i l u r e s  (15,21) in  f in d in g  t h i s  a c t i v i t y  t o  t h e  u s e  

of  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  NAD ( lOmM).  T h e  N A D -  a n d  N A D P - I c d h  

a c t i v i t i e s  do  o b s e r v e  M i c h a e l i s - M e n t e n  k i n e t i c s .  A  c o m p i l a t i o n  of  

t h e  k i n e t i c  c o n s t a n t s  f o r  t h e s e  e n z y m e  a c t i v i t i e s  f r o m  d r y - c e l l  e x ­

t r a c t s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  2 .  T h e  a p p a r e n t  K m  f o r  N AD ,  u s i n g  e i t h e r  

M n C ^  o r  M g C ^ ,  i s  4 - 5 m M .  N A D - I c d h  f r o m  o t h e r  s o u r c e s  h a v e  Km  

v a l u e s  f o r  NAD t h a t  a r e  o n e  t o  tw o  o r d e r s  of  m a g n i t u d e  l o w e r  (24 ,  34 ,  

35).  T h e  a p p a r e n t  Km  found  f o r  N A D P  i s  m o r e  c o n s i s t e n t  w i t h  v a l u e s  

p u b l i s h e d  f o r  m a m m a l i a n  c e l l s  (36,  37). U n d e r  o p t i m a l  c o n d i t i o n s ,  

t h e  c o n c e n t r a t i o n a l  d e p e n d e n c i e s  f o r  t h e  n a t u r a l  i s o m e r ,  t h r e o - D g - 

i s o c i t r a t e ,  a r e  i d e n t i c a l  w i t h  e a c h  c o e n z y m e .  W h en  a n  e q u a l  c o n c e n -



T A B L E  1. I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  a s s a y e d  a c c o r d i n g  t o  
m e t h o d s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  A l l  h o m o g e n a t e s  a n d  e x t r a c t s  w e r e  
p r e p a r e d  f r o m  f r e e z e - d r i e d  c e l l s  ( l O m g / m l ) .  F i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  NAD  a n d  N A D P  u s e d  i n  t h e  a s s a y  w e r e  lO m M  a n d  0.  4 m M  r e s p e c ­
t i v e l y .  A l l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  a r e  in  t e r m s  of  m o l e s  o f  N A D (P )H  
f o r m e d / m i n u t e / m g  of  p r o t e i n .

S p e c i f i c  A c t i v i t y

H o m o g e n a t e s N A D - I c d h N A D P - I c d h

50% g l y c e r o l 0. 033 0 . 2 8 9

2 5% g l y c e r o l 0 .0 3 1 0 . 2 5 7

1 0 % g l y c e r o l 0. 035 0. 302

d i s t i l l e d  w a t e r 0 . 029 0. 257

5 0 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e (pH7. 2) 0 . 0 3 3 0 . 2  87

5 0 m M  H e p e s  (pH 7 . 2 ) 0 . 0 3 4 0. 306

E x t  r a  c t  s

50% g l y c e r o l 0. 065 0 . 4 2 4

25% g l y c e r o l 0. 067 0 .413

1 0 % g l y c e r o l 0. 070 0 . 4 0 8

d i s t i l l e d  w a t e r 0. 052 0. 362

5 0 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e (pH 7 . 2 )  0 . 0 5 0 0. 355

5 0 m M  H e p e s  (pH 7 . 2 ) 0.  048 0. 330
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T A B L E  2 .  C o m p a r i s o n  o f  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  N A D - a n d  N A D P -  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .  A l l  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  w e r e  
e s t a b l i s h e d  f o r  d r y  c e l l  e x t r a c t s  a s s a y e d  in  H e p e s  b u f f e r ,  pH 7.  3, 
I m M  M n C ^  o r  M g C ^ ,  5 m M  D ,  L  i s o c i t r a t e  w h e n  NAD o r  N A D P  
w e r e  v a r i e d  a n d  lO m M  N A D  o r  0 . 4 m M  N A D P  a s  t h r e o - D g - i s o c i t r a t e  
w a s  v a r i e d .

S p e c i f i c  A c t i v i t y ,  
m i c r o m o l e s  N A D ( P ) H / m i n / m g

^ m a x  ^o r  N A D - a c t i v i t y  u s i n g  M n C l£ 0.  07

’V ' r n a x  f o r  N A D P - a c t i v i t y  u s i n g  M n C ^ 0 . 4 7

V f o r  N A D - a c t i v i t y  u s i n g  M gC L,  m a x  2
0. 04

V f o r  N A D P - a c t i v i t y  u s i n g  M g C L  m a x  £ 0. 30
C o n c e n t r a t i o n ,  
m i c r o m o l e s  / l i t e r

NAD
K m  u s i n g  M n C l ^ 4000

N A D P  w  „  
K m  u s i n g  M n C ^ 1 0

NAD
K m  U s i n S M g c l 2 5000

D s - i s o c i t r a t e  
K m  f o r  N A D - a c t i v i t y  u s i n g  M n C ^ 5

D - i s o c i t r a t e  
K m  f o r  N A D P - a c t i v i t y  u s i n g  M n C ^ 5

D„ - i s o c i t r a t e  
K m  f o r  N A D - a c t i v i t y  u s i n g  M g C ^ 15

j)  - i s o c i t r a t e  
K m S f o r  N A D P - a c t i v i t y  u s i n g  M g C ^ 15
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t r a t i o n  of  M g C l ^  i s  u s e d  in  p l a c e  o f  M n C l ^  to  fu l f i l l  t h e  m e t a l  r e q u i r e ­

m e n t ,  t h e  a p p a r e n t  K f o r  i s o c i t r a t e  i n c r e a s e s  f r o m  5 t o  15 M .  T h em

K m  v a l u e s  f o r  t h r e o - D g - i s o c i t r a t e  l i s t e d  in  T a b l e  2 f o r  T .  p y r i f o r m i s  

i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ( s )  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  p u b l i s h e d  v a l u e s  f o r  

t h e  N A D P - I c d h  f r o m  o t h e r  c e l l  t y p e s  (36 ,  37,  38) ,  b u t  c o n s i d e r a b l y  

l o w e r  t h a n  t h o s e  r e p o r t e d  f o r  t h e  N A D - I c d h  (24,  35,  37).

T h e  a p p a r e n t l y  lo w  a f f i n i t y  f o r  NAD of  t h i s  N A D - I c d h  a c t i v i t y  

w a s  t r o u b l e s o m e .  T a b l e  3 p r o v i d e s  a l i s t  o f  m e t a b o l i t e s  t h a t  m i g h t  

h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  i n c r e a s e  t h i s  low  a f f i n i t y  o f  NAD f o r  this  e n z y m e  

a c t i v i t y .  B o t h  c i t r a t e  a n d  A T P  a t  I m M  i n h i b i t  a c t i v i t y ,  a n d  G T P  d id  

t o  a  s m a l l e r  d e g r e e .  H o w e v e r ,  t h e s e  e f f e c t s  w e r e  a b o l i s h e d  b y  d e ­

c r e a s i n g  t h e  i n  v i t r o  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c i t r a t e  a n d  A T P  o r  b y  i n  c r e a s ­

i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  M n C l  . T h u s ,  c h e l a t i o n  o f  t h e  r e q u i r e d  

m e t a l  c a t i o n  i s  i n v o l v e d  i n  t h i s  i n h i b i t i o n .  T h e  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  

of  G T P  on t h i s  p r o p o s e d  i n h i b i t i o n  b y  c h e l a t i o n  i s  no t  u n d e r s t o o d  

a t  t h i s  t i m e .

A t t e m p t s  t o  s e p a r a t e  t h e  tw o  c o e n z y m e - s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

w e r e  u n s u c c e s s f u l .  F i g u r e s  1, 2 a n d  3 s h o w  t h a t  b o t h  a c t i v i t i e s  

e l u t e d  t o g e t h e r ,  r e g a r d l e s s  of  t h e  n a t u r e  of  t h e  c h r o m a t o g r a p h y .  

F i g u r e  4 i l l u s t r a t e s  t h a t  t h e  N A D -  a n d  N A D P - I c d h  a c t i v i t i e s  a r e  

i n s e p a r a b l e  b y  d i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  B o t h  h a v e  i d e n t i c a l  e l e c ­

t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  in  a  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  A  m o l e c u l a r  w e i g h t  

d e t e r m i n a t i o n  on S e p h a d e x  G - 2 0 0  i n d i c a t e s  t h a t  b o t h  a c t i v i t i e s  a r e
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T A B L E  3. E f f e c t  o f  s o m e  m e t a b o l i t e s  o n  s u b - m a x i m a l  N A D - i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .  A s s a y s  a r e  in  5 0 m M  (pH 7. 3 ) ,H e p e s ,  I m M  
M n C ^ ,  5 m M  D ,  L  i s o c i t r a t e  a n d  2 m M  N A D ,  e x c e p t  w h e r e  n o t e d .  A l l  
a c t i v i t i e s  a r e  f r o m  d r y  c e l l  e x t r a c t s  a n d  a r e  l i s t e d  i n  m i c r o m o l e s  of  
N A D H  f o r m e d / m i n u t e / m g  of  p r o t e i n .

A c t i v i t y
+1 0 m M  N A D  0.  046

C o n t r o l  ( 2 m M  N AD) 0 . 0 2 3

+ l m M  A M P ;  I m M  A D P ;  I m M  3, 5 - c y c l i c  A M P  0.  023

+ l m M  A T P  0 .013

+0.  2 5 m M  A T P  0 . 0 2 4

+ l m M  A T P  + 2 m M  M n C l 2  0.  022

+ l m M  c i t r a t e  0.  012

+0.  2 5 m M  c i t r a t e  0 . 0 2 3

4-lmM c i t r a t e  + 2 m M  M n C l 2  0.  021

+ l m M  p h o s p h o e n o l p y r u v a t e ;  I m M  p y r u v a t e  0 . 0 2 2

+ l m M  a c e t y l - C o A  0 .0 2 1

+ l m M  m a l a t e ;  I m M  f u m a r a t e  0.  022

+ l m M  s u c c i n a t e ;  I m M  k e t o g l u t a r a t e  0.  024

+ l m M  G D P  0 .0 2 1

+ l m M  G T P 0 . 018
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F I G U R E  1. E l u t i o n  p a t t e r n  f r o m  g e l  f i l t r a t i o n  on  S e p h a d e x  G - 2 0 0  o f  

i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .  E x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  a r e  d e s ­

c r i b e d  i n  t e x t .  T h e  v o id  v o l u m e  w a s  d e t e r m i n e d  a s  2 6 m l  w i th  B l u e  

D e x t r a n .  E l u t i o n  v o l u m e s  s h o w n  r e p r e s e n t  a l l  o f  t h e  r e c o v e r e d  

i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  (bo th  N AD  a n d  N A D P ) .
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F I G U R E  2.  E l u t i o n  p a t t e r n  f r o m  D E A E - S e p h a c e l  of  i s o c i t r a t e  d e h y ­

d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .  T h e  i n c r e a s i n g  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  c o n ­

c e n t r a t i o n s  ( 5 m M - 3 0 m M )  w e r e  u s e d  t o  e l u t e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t i e s  ( b o th  NAD  a n d  N A D P )  a r e  i n d i c a t e d  b y  b r o k e n  l i n e .  E l u t i o n  

v o l u m e s  s h o w n  r e p r e s e n t  a l l  o f  t h e  r e c o v e r e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n ­

a s e  a c t i v i t i e s .
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F I G U R E  3. E l u t i o n  p a t t e r n  f r o m  B l u e - D e x t r a n  b o u n d  a g a r o s e  (A ffi -  

G e l  B l u e )  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .  A l l  i s o c i t r a t e  d e ­

h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  r e m a i n e d  on  c o l u m n  w h e n  w a s h e d  w i t h  5 m M  

p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7.  2) w i t h  o r  w i t h o u t  lO m M  N AD .

A l l  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  (both  N A D  a n d  N A D P )  w e r e  

e l u t e d  w i t h  5 m M  N A D P .  E l u t i o n  v o l u m e s  s h o w n  r e p r e s e n t  a l l  o f  

t h e  r e c o v e r e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .
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F I G U R E  3
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F I G U R E  4 .  P o l y a c r y l a m i d e - g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  of  i s o c i t r a t e  d e h y ­

d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .  E x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  a r e  d e s c r i b e d  i n  M a t e r ­

i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .

A - I n c u b a t i o n  w i t h  N AD  a s  t h e  o n ly  co e n z y m e  

B - I n c u b a t i o n  w i t h  N A D P  a s  t h e  o n ly  c o e n z y m e  

C - I n c u b a t i o n  w i t h  b o t h  N A D  a n d  N A D P



28

F I G U R E  4

A
■

B C



29

F I G U R E  5. E s t i m a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e  b y  g e l  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  S e p h a d e x  G - 2 0 0 .  T h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  o f  m a r k e r  p r o t e i n s  a r e  p l o t t e d  on  a  l o g a r i t h m i c  s c a l e  a g a i n s t

K a v e r a g e  ^ a v e r a g e  a s  d e f i n e d  b y P h a r m a c i a  i s  " t h e  f r a c t i o n  o f  t h e  

s t a t i o n a r y  g e l  v o l u m e  w h i c h  i s  a v a i l a b l e  f o r  d i f f u s i o n  o f  a  g i v e n  s o l u t e  

s p e c i e s " ,  w h i c h  i s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :

( E l u t i o n  v o l u m e - v o i d  v o l u m e ) / ( t o t a l  v o l u m e  of p a c k e d  b e d - v o i d  v o l u m e ) ) .  

T h e  m a r k e r  p r o t e i n s  u s e d  w e r e :  1. r i b o n u c l e a s e  A  (13, 700) ,  2.  c h y -  

m o t r y p s i n o g e n  A  ( 2 5 , 0 0 0 ) ,  3. o v a l b u m i n  (4-3,000) a n d  4 .  a l d o l a s e  

(158, 000 ) .  T h e  K av .e r a g e f o r  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  (b o th  

N AD  a n d  N A D P )  i s  i n d i c a t e d  b y  a  b a r  a n d  c o r r e s p o n d s  t o  a  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  9 0 , 0 0 0 .
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a s s o c i a t e d  w i t h  a  p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  of  90,  0 0 0  

( F i g u r e  5).

D e n a t u r a t i o n  s t u d i e s  u s i n g  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  of  u r e a  

( T a b l e  4)  a n d  v a r y i n g  e x p o s u r e s  t o  h e a t  ( T a b l e  5) s h o w  t h e  N A D - I c d h  

a c t i v i t y  t o  b e  m u c h  m o r e  l a b i l e  t h a n  t h e  N A D P - I c d h  a c t i v i t y .  V a r y i n g  

t h e  a m o u n t  of  g l y c e r o l  h a d  a  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  on t h e  t w o  c o e n z y m e -  

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s .  B o t h  a c t i v i t i e s  a r e  e f f e c t i v e l y  p r o t e c t e d  b y  50% 

g l y c e r o l  a n d  m o d e r a t e l y  p r o t e c t e d  in  25% g l y c e r o l .  In  10% g l y c e r o l  

o n ly  t h e  N A D P - I c d h  a c t i v i t y  w a s  e v e n  p a r t i a l l y  p r e s e r v e d .

I n h i b i t i o n  s t u d i e s  w i t h  r e d u c e d  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e s  s h o w  t h a t  

NAD P H  i s  f a r  s u p e r i o r  t o  N AD H  w i t h  r e s p e c t  t o  i n h i b i t i n g  t h e  N A D -  

a n d  N A D P - I c d h  a c t i v i t i e s  ( T a b l e  6 ). T h i s  p r o v i d e s  f u r t h e r  e v i d e n c e  

t h a t  t h e  N A D - I c d h  a c t i v i t y  i s  a  n o n s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  N A D P - I c d h .

S i n c e  b o t h  a c t i v i t i e s  w o r k  i n  t h e  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e d i r e c t i o n s ,  

pH e f f e c t s  w e r e  s t u d i e d  in  b o t h  d i r e c t i o n s .  In  t h e  f o r w a r d  d i r e c t i o n ,  

d e c r e a s i n g  pH h a s  a  g r e a t e r  e f f e c t  on t h e  r a t e  of  N A D P H  f o r m a t i o n .  

T h i s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  7 b y  the  r a t i o  of  t h e  r a t e s  o f  N A D P H  t o  NADH 

f o r m a t i o n .  A t  t h e  l o w e s t  pH (5.  6 )' a t  w h i c h  I  w a s  a b l e  t o  a s s a y  e f f e c t ­

i v e l y ,  t h e  r a t i o  o f  a c t i v i t i e s  ( N A D P H / N A D H  f o r m a t i o n )  w a s  3 . 4 ,  

w h i l e  a t  t h e  h i g h e s t  pH ( 8 . 2 )  t h e  r a t i o  w a s  fo u n d  t o  b e  13. 6 . F o r  t h e  

r e v e r s e  r e a c t i o n ,  i . e .  t h e  o x i d a t i o n  of  b o t h  r e d u c e d  c o e n z y m e s  in  t h e  

p r e s e n c e  o f  H C O 3  , M n C ^  a n d  <x-ke tog lu ta ra te ,  i n c r e a s i n g  pH h a d  a 

g r e a t e r  e f f e c t  on N A D P H  o x i d a t i o n .  A t  t h e  l o w e s t  pH s t u d i e d  (pH 5. 8 )
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t h e  r a t i o  o f  a c t i v i t i e s  ( N A D P H / N A D H  o x i d a t i o n  ) w a s  81, w h i l e  a t  t h e  

h i g h e s t  pH (7. 8 ) t h e  r a t i o  w a s  7 . 6 .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  w h e n  t h e  

r e a c t i o n  i s  r u n  i n  r e v e r s e ,  o p t i m a l  r a t e s  c o u l d  n o t  b e  e s t a b l i s h e d  f o r  

N A D H  o x i d a t i o n .  T h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  u s e d  cou ld  n o t  o f f s e t  m u c h  

m o r e  t h a n  1 .2  a b s o r b a n c e  u n i t s  ( a b o u t  2 00  m i c r o m o l a r  N A D (P )H ) .  

T h u s ,  i n c r e a s e d  NAD H  m a y  c l o s e  t h e  g a p  in  t h e  r a t i o  o f  a c t i v i t i e s  

s i n c e  t h e  r a t e  f o r  N A D P H  w a s  a l r e a d y  m a x i m a l  a t  200 m i c r o m o l a r .
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T A B L E  4 .  U r e a  d e n a t u r a t i o n  o f  N A D -  a n d  N A D P - i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­
g e n a s e  a c t i v i t i e s .  D r y  c e l l  e x t r a c t s  w e r e  e x p o s e d  t o  v a r y i n g  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  u r e a  fo r  30 m i n u t e s  a t  4 C .  A l l  a s s a y s  w e r e  in  5 0 m M  
H e p e s  (pH 7.  3) ,  I m M  M n C l ^ ,  lO m M  N AD  o r  0. 4 m M  N A D P  a n d  5 m M  
D , L  i s o c i t r a t e .  A f t e r  30 m i n u t e s ,  t r e a t e d  e x t r a c t s  w e r e  p i p e t t e d  
i n t o  t h e  a s s a y  m i x t u r e ,  t h u s  r e s u l t i n g  in  a  15 - fo ld  d i l u t i o n  o f  t h e  u r e a
c o n c e n t r a t i o n s  s h o w n .  A l l  a c t i v i t i e s  a r e  in  t e r m s  
N A D ( P ) H  f o r m e d / m i n u t e / m l  of  e x t r a c t .

o f  m i c r o m o l e s  o f

U r e a  ( m o l e s / l i t e r ) N A D - a c t i v i t y N A D P - a c t i v i t y

0 0 .1 3 8 1.190

2 . 0 0 . 019 1. 003

2.  5 0 . 011 0 . 939

3. 0 0 . 0 0 5 0 . 682

3. 5 0 . 0 0 0 0 .2 7 1

5. 5 0 . 0 0 0 0 .1 4 3
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T A B L E  5. H e a t  d e n a t u r a t i o n  o f  N A D -  a n d  N A D P - i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­
g e n a s e  a c t i v i t i e s .  D r y  c e l l  e x t r a c t s  in  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  of  
g l y c e r o l  w e r e  e x p o s e d  t o  a  t e m p e r a t u r e  o f  50 C i n  a  w a t e r  b a t h  fo r  
v a r y i n g  a m o u n t s  o f  t i m e .  A s s a y  s o l u t i o n s  a r e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  in  
T a b l e  4 .  S a m p l e s  o f  t h e  e x t r a c t s  w e r e  a s s a y e d  a t  t h e  t i m e  e x p o s u r e  
i n d i c a t e d .  A c t i v i t i e s  a r e  in  t e r m s  of  m i c r o m o l e s  of  N A D (P )H  
f o r m e d / m i n u t e / m l  of  e x t r a c t .

E x p o s u r e
E x t r a c t  t i m e ( h r s )  N A D - a c t i v i t y  N A D P - a c t i v i t y
50% g l y c e r o l ( v / v ) 0 0 .1 4 4 0.  990

1 0.  095 0.  940
2 0. 093 0 . 940
3 0 . 0 9 6 0 . 940
4 0. 093 0  . 9 0 0

25% g l y c e r o l ( v / v ) 0 0. 094 1. 030
1 0. 051 0 . 680
2 0. 057 0 . 680
3 0. 048 0. 530
4 0.  042 0. 530

1 0 % g l y c e r o l ( v / v ) 0 0 . 089 0. 930
1 0 . 0 0 0 0 . 2 9 0

2 0 . 0 0 0 0 .190
3 0 . 0 0 0 0 . 06 9
4 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

0.  01M H e p e s ( p H  7.  3) 0 0 .1 0 4 0 . 8 9 0

• 1 0 . 0 0 0 0 . 0 6 2

2 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0
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T A B L E  6 . E f f e c t s  of  r e d u c e d  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e s  on N A D -  and  N A D P -  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s .  A l l  e n z y m e  a s s a y s  a r e  in  5 0 m M  
H e p e s  (pH 7.  3),  I m M  M n C l ^ j  lO m M  NAD  o r  0.  4 m M  N A D P  a n d  5 m M  
D , L  i s o c i t r a t e .

N A D - a c t i v i t y  R e l a t i v e  a c t i v i t y  (%)

C o n t r o l 1 0 0

+0.  4 7 4 m M  NADH 33

+ 0 .  0 4 7 m M  NADH 104

+ 0 . 4 1 0 m M  N A D P H 0

+ 0.  041m M  N A D P H 14

N A D P - a c t i v i t y

C o n t r o l  100

+ 0 . 4 7 4 m M  NADH 8 8

+ 0.  4 1 0 m M  N A D P H 47
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T A B L E  7. T h e  e f f e c t s  of pH on  t h e  i n i t i a l  v e l o c i t i e s  of  N A D -  a n d  NAD  P - i s o  c i t r a t e  d e h y d r o g e n ­
a s e  a c t i v i t i e s .  A c t i v i t i e s  w e r e  a s s a y e d  in  t h e  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  r e a c t i o n .  In  t h e  f o r w a r d  
r e a c t i o n  t h e  a s s a y  i n c l u d e d  5 0 m M  b u f f e r ,  I m M  M n C ^ ,  lO m M  NAD o r  0 . 4 m M  N A D P  a n d  5 m M  
D , L  i s o c i t r a t e .  I n  t h e  r e v e r s e  r e a c t i o n  t h e  a s s a y  i n c l u d e d  6 7 m M  b u f f e r ,  I m M  M n C l ^ ,  0. 2 m M  
NADH o r  N A D P H ,  6 7 m M  K H C O ^  a n d  7 m M < * - k e t o g l u t a r a t e .  T h e  z w i t t e r i o n i c  b u f f e r s  u s e d  
w e r e  M E S  (pH 5. 6 - 6 . 2) ,  M O P S  (pH 6 . 2 - 7 .  0) ,  H e p e s  (pH 7 .  0 - 7 .  6 ) a n d  B i c i n e  (pH 7. 6 - 8 . 2).
A l l  e n z y m e  a c t i v i t i e s  w e r e  m e a s u r e d  on d r y  c e l l  e x t r a c t s  p u r i f i e d  15- fo ld  on a  S e p h a d e x  G - 2 0 0  
g e l ,  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ,  a n d  a r e  r e c o r d e d  i n  t e r m s  o f  m i c r o m o l e s  f o r m e d /  
m i n u t e / m g  of  p r o t e i n .

R a t i o  of  a c t i v i t i e s  
(N A D P /N A D )

NADH
f o r m a t i o n

N A D P H
f o r m a t i o n

R a t i o  of a c t i v i t i e s  
( N A D P H / N A D H )

NAD
f o r m a t i o n

N A D P
f o r m a t i o n

5. 5 0 .145 0 . 4 9 3 3 . 4 - -

5.  8 0 .150 0. 825 5. 5 0 . 006 0 . 4 8 6

6 . 2 0 .185 1. 195 6 . 5 0 . 0 2 1 0 . 4 6 8

6 . 6 0 .193 1 . 4 7 5 7. 6 - -

7. 0 0 . 280 2 . 2 0 0 7.  9 0 . 018 0. 314

7 . 4 0. 203 2 . 2 3 7 1 1 . 0 0 . 018 0. 250

7.  8 _ 0 . 0 1 0 0. 076

81. 0  

22.  3

17. 1 

13. 9 

7. 6

0.155 2 .106 13. 6
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D ISCU SSION

T h e  N A D - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  in  e x ­

t r a c t s  o f  l y o p h i l i z e d  c e l l s  of  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  w i t h  w h i c h  w e  

b e g a n  o u r  s t u d y  h a s  b e e n  found  t o  be  a  n o n s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  t h e  

N A D P - I c d h ,  a l b e i t  a n  u n u s u a l  o n e .  A l t h o u g h  a  s c h e m e  f o r  c o m p l e t e  

p u r i f i c a t i o n  o f  e i t h e r  c o e n z y m e - s p e c i f i c  a c t i v i t y  h a s  no t  b e e n  d e v e l ­

o p e d ,  i t  i s  c l e a r  f r o m  t h e  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s  e m p l o y e d  ( S e p h a d e x  

G - 2 0 0 ,  D E A E - S e p h a c e l  a n d  A f f i - G e l  B l u e  c h r o m a t o g r a p h y ;  d i s c  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s )  t h a t  b o th  a c t i v i t i e s  r e s i d e  in  t h e  s a m e  p r o t e i n .  T h e

k i n e t i c  d a t a  s u p p o r t i n g  t h i s  c o n c l u s i o n  s h o w  t h a t  b o t h  a c t i v i t i e s  h a v e

+2 +2
a n  e q u a l  a f f i n i t y  f o r  t h r e o - D s - i s o c i t r a t e ,  p r e f e r  M n o v e r  Mg a t  

a n  e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  b u t  d i f f e r  i n  t h e i r  a f f i n i t y  a n d  i n a c t i v ­

a t i o n  f o r  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o e n z y m e s .  T h e  N A D - I c d h  a c t i v i t y  t h a t  

w a s  e x t r a c t e d  a n d  s e p a r a t e d  a l o n g  w i t h  t h e  N A D P - I c d h  a c t i v i t y  s h o w s  

n o n e  o f  t h e  r e g u l a t o r y  c o n t r o l  w i t h  A M P , A D P  o r  c i t r a t e  t h a t  i s  a s s o c i a t e d  

w i t h  o t h e r  N A D - I c d h  (24 ,  39 ).  E v e n  t h e  i n t r i g u i n g  p o s s i b i l i t y  o f  t h e s e  

e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  b e i n g  p a r t  of  a  d o u b l e - h e a d e d  e n z y m e  s e e m s  

r e m o t e .  T h e  s e v e r e  i n h i b i t i o n  e x e r t e d  o n  t h e  N A D - I c d h  a c t i v i t y  b y  

N A D P H  s h o u l d  p r e c l u d e  a n y  r e a c t i o n  in  t h e  d i r e c t i o n  of NAD r e d u c t i o n  

s i n c e  t h e  p r o p o r t i o n a l  a m o u n t s  of  N A D /N A D  P H  u n d e r  t h e  m o s t  f a v o r  - 

a b l e  c o n d i t i o n s  w e r e  f o u n d  t o  be  6:1 ( 2 2 , 4 0 ) .  M y  r e s u l t s  s h o w  no 

a c t i v i t y  a t  a n  N A D / N A D P H  r a t i o  of  25:1 a n d  o n ly  14% a t  a  r a t i o  of  

250:1 ( T a b l e  6 ). T h i s  d a t a  c a s t s  d o u b t  o n  a n y  p h y s i o l o g i c a l  r o l e  fo r
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t h e  n o n s p e c i f i c  N A D - I c d h  a c t i v i t y  in  c e l l u l a r  o x i d a t i o n s .  T h u s ,  t h e  

a p p a r e n t  g r e a t e r  s u s c e p t i b i l i t y  of  t h i s  a c t i v i t y  t o  u r e a  a n d  h e a t  d e n a -  

t u r a t i o n  m a y  r e f l e c t  t h e  f a c t  t h a t  t h e  N A D P  b in d i n g  d o m a i n i s  s e p a r a t e  

f r o m  t h e  NAD  b i n d i n g  d o m a i n .

T h e  k i n e t i c  d a t a  p r e s e n t e d  in  T a b l e  2 f o r  t h e  N A D P - I c d h  a c t ­

i v i t y  s u g g e s t  t h a t  i t  i s  q u i t e  s i m i l a r  t o  o t h e r  N A D P - I c d h s  f r o m  m a m ­

m a l s  (36,  3 7 , 3 8 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  m o l e c u l a r  w e igh t  a s  d e t e r m i n e d  

by g e l  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  9 0 , 0 0 0  w h i c h  i s  in  a g r e e m e n t  w i t h  v a l u e s  

d e t e r m i n e d  f o r  t h e  N A D P - I c d h s  of  ox h e a r t ,  b e e f  a n d  p ig  l i v e r  (41, 

3 6 , 4 2 ) .  T h i s  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r  a n  N A D - I c d h  w o u ld  be  c o n s i d e r e d  

u n u s u a l l y  s m a l l  in  c o m p a r i s o n  (24 ,  38).

I t  i s  a p p a r e n t  f r o m  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  t h a t  w i t h i n  

T .  p y r i f o r m i s  t h e r e  i s  a  s i n g l e  N A D P - I c d h  t h a t  i s  e x t r a c t a b l e  f r o m  

f r e e z e - d r i e d  c e l l s .  I d e n t i c a l  r e s u l t s  h a v e  b e e n  found  f o r  w h o le  c e l l  

h o m o g e n a t e s ,  b u t  t h e y  h a v e  n o t  b e e n  p r e s e n t e d  in  o r d e r  t o  a v o id  

d u p l i c a t i o n  a n d  u n n e c e s s a r y  b u l k .  T o  s o m e  e x t e n t  t h i s  w o r k  c o n ­

f i r m s  t h e  w o r k  o f  V i d a l  a n d  M a c h a d o  (43) on  T .  p y r i f o r m i s .  T h e y  

found  a n  N A D - I c d h  a c t i v i t y  t h a t  c o p u r i f i e s  w i t h  t h e  N A D P - I c d h .  

M o r e o v e r ,  t h e y  w e r e  a l s o  n o t  a b l e  t o  s h o w  t h e  p r e s e n c e  o f  a n y  i s o ­

z y m e s  b y  d i s c  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  A l t h o u g h  t h e y  d id  n o t  c h a r a c t e r ­

i z e  t h i s  N A D - a c t i v i t y ,  b e l i e v i n g  it t o  be  c o m p l e t e l y  u n p h y s i o l o g i c a l ,  

t h e y  d id  f ind  i t  t o  h a v e  a v e r y  h ig h  Km  f o r  NAD (ab o u t  f i v e - f o l d  

h i g h e r  t h a n  w e  h a v e  found) .
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S i n c e  t h e  N A D P - I c d h  of  T .  p y r i f o r m i s  i s  k n o w n  t o  be  l o c a t e d  

in  t h e  m i t o c h o n d r i o n ,  p e r o x i s o m e  a n d  c y t o s o l  (15) i t  i s  i n t e r e s t i n g  to  

n o t e  t h a t  n o  i s o z y m e s  of  t h i s  e n z y m e  w a s  found  in  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  

h e r e  o r  t h a t  o f  V i d a l  a n d  M a c h a d o  (43).  H o w e v e r ,  N a n n e y  e t  a l .  (44) 

h a v e  c o m p i l e d  a  l a r g e  a m o u n t  o f  d a t a  c h a r a c t e r i z i n g  d i f f e r e n t  s t r a i n s  

o f  T e t r a h y m e n a  b y  t h e i r  i s o z y m e s  o f  N A D P - I c d h ,  a s  w e l l  a s  o t h e r  

e n z y m e s ,  u s i n g  s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e i r  m e t h o d  of  e l e c t r o -  

p h o r e s i n g  a n d  s t a i n i n g  f o r  e n z y m e  a c t i v i t y  r e s t s  on v e r y  d u b i o u s  

p r o c e d u r e s .  R u n n i n g  t i m e  in  a  T r i s - c i t r a t e  b u f f e r  w a s  17 h o u r s  a t  

75 m i l l i a m p e r e s  a n d  200  v o l t s .  C i t r a t e  i s  a  p e c u l i a r  c h o i c e  f o r  a  

b u f f e r  s i n c e  t h e i r  h o m o g e n a t e  s h o u l d  c o n t a i n  a c o n i t a s e  a c t i v i t y .  

E l e c t r o p h o r e s i n g  N A D P - I c d h  in  t h e  p r o b a b l e  p r e s e n c e  of  i t s  s u b s t r a t e  

( i s o c i t r a t e )  m a y  h a v e  v a r i a b l e  e f f e c t s  on t h e  m o b i l i t y  o f  t h i s  e n z y m e ,  

i f  s o m e  e n z y m e  b i n d s  i s o c i t r a t e  a n d  s o m e  d o e s  n o t .  B o th  t h e  pH a n d  

t h e  a m o u n t  of  t i m e  i n v o l v e d  in  s t a i n i n g  t h e  g e l  f o r  e n z y m e  a c t i v i t y  

s u g g e s t  a  c o n s i d e r a b l e  l o s s  of  e n z y m e  a c t i v i t y  o v e r  t h e  17 h o u r s  of  

e l e c t r o p h o r e s i s .  It  s h o u l d  n o t  be  n e c e s s a r y  t o  p u l l  t h e  N A D P - I c d h  

r e a c t i o n  t o  t h e  r i g h t  b y  r u n n i n g  a t  pH 9; n o r  s h o u l d  i t  t a k e  " s e v e r a l  

h o u r s "  t o  a c h i e v e  a d e q u a t e  s t a i n i n g .  A l s o ,  t h e  p o s s i b i l i t y  of  a  

m o n o m e r - d i m e r  e q u i l i b r a t i o n  h a s  not  b e e n  c o n s i d e r e d  a t  a l l .  S i n c e  

t h e  m a m m a l i a n  e n z y m e  h a s  b e e n  n o t e d  t o  o c c u r  i n  b o th  f o r m s  w i t h ­

out  a n y  a p p a r e n t  e f f e c t s  o n  i t s  e n z y m e  a c t i v i t y  (41) i t  s h o u l d  not  be  

i g n o r e d  f o r  T e t r a h y m e n a .
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I f  t h e  N A D - I c d h  a c t i v i t y  w e  h a v e  m e a s u r e d  i s ,  i n  f a c t ,  a n  

u n p h y s i o l o g i c a l ,  n o n s p e c i f i c  a c t i v i t y  o r i g i n a t i n g  f r o m  t h e  N A D P -  

I c d h ,  a s  V id a l  a n d  M a c h a d o  p r o p o s e  (43) ,  t h e n  w h a t  e n z y m e  i s  r e ­

s p o n s i b l e  f o r  t h e  o x i d a t i o n  o f  i s o c i t r a t e  t h a t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  

t h e  m i t o c h o n d r i o n  of  T .  p y r i f o r m i s  (1 5 ,2 8 )?  I t  s h o u l d  be  r e c a l l e d  

t h a t  i t  i s  t h i s  o x i d a t i o n ,  o r  r a t h e r  a  f a i l u r e  t o  a c h i e v e  c o m p l e t e  

i s o c i t r a t e  o x i d a t i o n ,  t h a t  I  p r o p o s e d  a s  a  c a u s e  f o r  i s o c i t r a t e  a c c u m ­

u l a t i o n  a n d  e v e n t u a l  e x p o r t a t i o n  f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a  f o r  u s e  in  

t h e  g ly o x y L a te  c y c l e .  S i n c e  a s m a l l  d i o u l d e r  of N A D P - I c d h  a c t i v i t y  

o c c u r s  in  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n s  (15) o f  d e n s i t y  g r a d i e n t s ,  i t  

m a y  b e  s u f f i c i e n t  t o  m e e t  t h e  n e e d s  o f  i s o c i t r a t e  o x i d a s e  a c t i v i t y  

of  m i t o c h o n d r i a  i f  t h e r e  i s  a  t r a n s h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w i t h i n  t h e  

m i t o c h o n d r i a :  N A D P H  + N A D ( ^ A T P )  <= — .-■? N A D P  + N A D H ( - ( A D P + P j ) ) 

In  p ig  h e a r t  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  m i t o c h o n d r i a l  N A D P - I c d h  a n d  t r a n s -  

h y d r o g e n a s . e  h a v e  b e e n  u s e d  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  h i g h  l e v e l s  of  i s o c i t r a t e  

o x i d a s e  a c t i v i t i e s  t h e r e  (37).  H o w e v e r ,  I f o u n d  n o  d i r e c t  t r a n s h y d r o ­

g e n a s e  a c t i v i t y .  S i m i l a r l y ,  i t  s e e m e d  p l a u s i b l e  t h a t  a  p h o s p h a t a s e  

c o u ld  a c t  o n  N A D P H  t o  f o r m  N A D H ,  a n d  a c c o u n t  f o r  t h e  o x y g e n  u p ­

t a k e  u p o n  i s o c i t r a t e  a d m i n i s t r a t i o n  t o  m i t o c h o n d r i a .  T h i s  e n z y m e  

a l s o  w a s  n o t  f o u n d .  T h u s ,  I  s t i l l  h a v e  n o  w a y  to  r e c o n c i l e  t h e  i s o ­

c i t r a t e  o x i d a s e  a c t i v i t y  k n o w n  t o  b e  p r e s e n t  in  T .  p y r i f o r m i s  m i t o ­

c h o n d r i o n  (15 ,2 8 ) ,  n o r  h a v e  I p r e s e n t e d  h e r e  a n y  d i r e c t  e x p e r i m e n t a l  

s u p p o r t  f o r  t h e  p r o p o s i t i o n  t h a t  i s o c i t r a t e  e x i t  f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a
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i s  n e c e s s a r y  f o r  g l u c o n e o g e n e s i s  t h r o u g h  t h e  g l y o x y l a t e  b y p a s s  r e ­

a c t i o n s .

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  r e s u l t s  f r o m  T a b l e  7 i n d i c a t e  t h a t  t h e  

r e v e r s e  r e a c t i o n  of  N A D P - I c d h  c o u ld  a c t  t o  s y n t h e s i z e  i s o c i t r a t e  f r o m  

o c - k e t o g l u t a r a t e .  I n  t h i s  r e d u c t i v e  c a r b o x y l a t i o n  of  o t - k e t o g l u t a r a t e ,  

e i t h e r  c o e n z y m e  (NADH o r  N A D P H )  i s  a b l e  t o  s u p p l y  t h e  r e q u i s i t e  

r e d u c i n g  p o w e r .  S i n c e  i t  i s  now  k n o w n  t h a t  t h e  T .  p y r i f o r m i s  p e r o x ­

i s o m e  h a s  a  J J - o x i d a t i o n  s y s t e m  t h a t  g e n e r a t e s  NADH (19), i t  a p p e a r s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  n o n s p e c i f i c  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  r e d u c t i v e  

c a r b o x y l a t i o n  u s i n g  N A D H  a n d  CC>2  m a y  b e  i m p o r t a n t  in  t h e  s y n ­

t h e s i s  o f  i s o c i t r a t e  f o r  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  a n d  g l u c o n e o g e n e s i s .

T h e  r e l a t i v e l y  l a r g e  a m o u n t  of  N A D P - I c d h  w i t h i n  t h e  p e r o x i s o m e  o f  

T .  p y r i f o r m i s  (40% o r  m o r e  of  t h e  c e l l ' s  t o t a l ) ,  a s  s h o w n  b y  M u l l e r  

e t  a l .  (15), m a y  r e p r e s e n t  a  s e l e c t i v e  a d v a n t a g e  o f  t h e  p e r o x i s o m e  

i n  t h a t  i t  m a y  b e  u s e d  t o  s y n t h e s i z e  i s o c i t r a t e  r a t h e r  t h a n  t o  a c t  in  

c o m p e t i t i o n  w i t h  i s o c i t r a t e  l y a s e  f o r  t h e  c o n s u m p t i o n  o f  i s o c i t r a t e .

I  w i l l  r e t u r n  t o  t h i s  p o s s i b i l i t y  i n  c h a p t e r  I I I ,  w h i c h  i s  a n t a g o n i s t i c  

t o  t h e  p r o p o s i t i o n  t h a t  i s o c i t r a t e  i s  e x c l u s i v e l y  s y n t h e s i z e d  in  t h e  

m i t o c h o n d r i a  a n d  a n y  i s o c i t r a t e  u s e  o u t s i d e  of  i t  m u s t  n e c e s s a r i l y  

be  d e p e n d e n t  on  m i t o c h o n d r i a l  m e t a b o l i s m .

A t  t h i s  p o in t  I  s t i l l  b e l i e v e d  t h e r e  w a s  a n  N A D - I c d h  in  T .  

p y r i f o r m i s  t h a t  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  i s o ­

c i t r a t e  o x i d a s e  a c t i v i t y  in  m i t o c h o n d r i a ,  a n d  t h a t  t h i s  e n z y m e  con-
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t r o l l e d  t h e  f lu x  ou t  of  t h e  m i t o c h o n d r i a  f o r  g l u c o n e o g e n e s i s .  T h e  

n e x t  c h a p t e r  d e a l s  w i t h  t h e  d i s c o v e r y  of  t h e  N A D - I c d h  o f  T .  p y r i ­

f o r m i s  a n d  i t s  p u t a t i v e  r o l e  in  r e g u l a t i n g  i s o c i t r a t e  m e t a b o l i s m  

o u t s i d e  of  t h e  m i t o c h o n d r i a .
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C H A P T E R  II 

T H E  N A D - I S O C I T R A T E  D E H Y D R O G E N A S E  O F  

T E T R A H Y M E N A  P Y R I F O R M I S
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I N T R O D U C T I O N

A  n e w  m e t h o d  o f  a p p r o a c h  w a s  in  o r d e r ,  i f  I w a s  e v e r  t o  

a s s o c i a t e  t h e  ' i s o c i t r a t e  o x i d a s e 1 a c t i v i t y  w i t h  a  m i t o c h o n d r i a l  N A D -  

i s o c i t r a t e .  d e h y d r o g e n a s e .  M u l l e r  e t  a l .  (15) h a d  a l r e a d y  m a d e  t h i s  

c l a i m  b u t  t h e r e  w a s  n o  c l e a r  b a s i s  f o r  t h e  a s s e r t i o n .  In  f a c t ,  V i d a l  

a n d  M a c h a d o  w e r e  (and  a r e )  c o n v i n c e d  t h a t  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  

d i d  n o t  h a v e  a n  N A D - I c d h ,  a s  a p p e a r s  t o  b e  t h e  c a s e  f o r  m a n y  p r o ­

c a r y o t e s  ( 4 3 , 4 5 , 4 6 , 4 7 ) .  M y  ow n  r e s u l t s  a g r e e d  w i t h  t h o s e  o f  V i d a l  

a n d  M a c h a d o  f o r  b o th  f r e s h  w h o l e  c e l l  h o m o g e n a t e s  ( t o t a l  d i s r u p t i o n ,  

w i t h  no  s u b c e l l u l a r  o r g a n e l l e s  s p a r e d )  a n d  e x t r a c t s  of  f r e e z e - d r i e d  

c e l l s .  If  t h e r e  w a s  a n  N A D - I c d h ,  i t  w a s  e x t r e m e l y  l a b i l e .  I  r e a s o n e d  

t h a t  a t  l e a s t  p a r t i a l  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  s u b c e l l u l a r  i n t e g r i t y  w a s  t h e  

o n l y  w a y  t o  c o n s e r v e  t h i s  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  w i t h o u t  s p e n d i n g  e v e n  

m o r e  e f f o r t  a n d  t i m e  o n  the_ir i  v i t r o  c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  fo r  i t s  p r e ­

s e r v a t i o n .  B o t h  K o b i y a s h i  a n d  M u l l e r ,  H ogg  a n d  d e D u v e  (28,15)  h a d  

a s s a y e d  ' i s o c i t r a t e  o x i d a s e '  i n  w h a t  t h e y  f e l t  w e r e  w e l l - p r e s e r v e d  

m i t o c h o n d r i a .  T h u s ,  I  a p p r o a c h e d  t h e  p r o b l e m  o f  d e m o n s t r a t i n g  

a n  N A D - I c d h  b y  i t s  p a r t i c u l a t e  ( m i t o c h o n d r i a l )  n a t u r e .

B r e a k i n g  c e l l s  b y  m e a n s  of  o n e  o r  t w o  p a s s a g e s  t h r o u g h  a 

c o a r s e  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t e r  h a d  b e e n  s h o w n  t o  y i e ld  r e l a t i v e l y  u n ­

d a m a g e d  s u b c e l l u l a r  p a r t i c l e s  ( 7 , 1 5 , 4 8 ) .  I t  w a s  t h i s  t e c h n i q u e  t h a t  

b e c a m e  t h e  c o r n e r s t o n e  o f  a l l  s u b s e q u e n t  s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n a t i o n s
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t h a t  w o u ld  y i e ld  a l e g i t i m a t e  a n d  s p e c i f i c  N A D - I c d h  f r o m  T .  p y r i f o r ­

m i s . I  w a s  a w a r e  t h a t  p r e v i o u s  u s e  of  t h e s e  p a r t i c l e s  h a d  not  s u c c ­

e e d e d  in  h e l p i n g  t o  i d e n t i f y  a n  N A D - I c d h  (15, 21). H o w e v e r ,  I w a s  

f o r t u n a t e  t o  b e  p r i v y  t o  p r e c i s e  m e t h o d o l o g i c a l  d e t a i l s  r e g a r d i n g  

t h o s e  e x p e r i m e n t s  s i n c e  I  w o r k e d  w i th  o n e  of  t h e  c o a u t h o r s  (15).

H e  e m p h a s i z e d  t h a t  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  t i m e  t h a t  

e l a p s e d  ( 6  t o  1 2  h o u r s )  b e t w e e n  b r e a k i n g  o f  t h e  c e l l s  a n d  a c t u a l  p e r ­

f o r m a n c e  o f  t h e  a s s a y s  ( J . F .  H o g g ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  T h u s ,  

I  g a i n e d  f r o m  p r i o r  f a i l u r e s ,  a n d  w o u ld  a s s a y  o n ly  f r e s h  p a r t i c u l a t e  

p r e p a r a t i o n s  ( o b ta i n e d  w i t h i n  t h r e e  h o u r s  o f  c e l l  d i s r u p t i o n ) .

T h e r e  s t i l l  r e m a i n e d  a  v e r y  s i g n i f i c a n t  i n t e r p r e t a t i o n a l  p r o ­

b l e m .  O n c e  I  a c c e p t e d  t h e  n o n s p e c i f i c  n a t u r e  o f  t h e  N A D - I c d h  a c t ­

i v i t y  I  h a d  b e e n  s t u d y i n g ,  h o w  c o u l d  I d i s t i n g u i s h  w h a t e v e r  N A D - I c d h  

a c t i v i t y  I  m i g h t  f ind  f r o m  a  s i m p l e  n o n s p e c i f i c  N A D P - I c d h  a c t i v i t y ?  

M o r e o v e r ,  a b o u t  50% o f  t h e  t o t a l  c e l l u l a r  N A D P - I c d h  h a d  b e e n  found  

t o  be  s p e c i f i c a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  s u b c e l l u l a r  p a r t i c l e s  ( 1 5 ,2 1 ,2 0 ) ,  

t h u s  m a k i n g  a n y  c l a i m s  t o  f i n d in g  t h e  N A D - I c d h  f r a u g h t  w i t h  a m b i ­

g u i t y .  H o w e v e r ,  c h a r a c t e r i z a t i o n  of  t h e  n o n s p e c i f i c  a c t i v i t y  h a d  

s h o w n  l i t t l e  o r  n o  a c t i v i t y  a t  N AD  c o n c e n t r a t i o n s  o f  I m M  o r  l e s s .  

S i n c e ,  t o  t h e  b e s t  o f  m y  k n o w l e d g e ,  t h e r e  i s  n o  N A D - I c d h  t h a t  h a s  

a  K m  of  e v e n  o n e - h a l f  th a t  c o n c e n t r a t i o n  ( Im M ) ,  e n z y m e  a c t i v i t y  

found  a t  I m M  o r  l e s s  s h o u l d  b e  a m i n i m a l  c r i t e r i o n .

F u r t h e r  c l a r i f i c a t i o n  of  t h i s  T .  p y r i f o r m i s  N A D - I c d h  d id
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f i n a l l y  r e q u i r e  a  f a i r l y  s o p h i s t i c a t e d  s e p a r a t i o n  p r o c e d u r e .  O n c e  i t  

w a s  e s t a b l i s h e d  a s  a n  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  a n d  

m a r k e d  a s  p u r e l y  m i t o c h o n d r i a l ,  I w a s  a b l e  t o  d e l v e  i n t o  i t s  p o t e n ­

t i a l  c o n t r o l  o v e r  i s o c i t r a t e  m e t a b o l i s m  w i t h  r e s p e c t  t o  g l u c o n e o g e n ­

e s i s .
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

G r o w t h  a n d  h a r v e s t i n g  o f  c u l t u r e s  w a s  t h e  s a m e  a s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n  in  c h a p t e r  1. I n s t a n c e s  w h e r e  

t h e r e  w e r e  m i n o r  v a r i a t i o n s  i n  t h e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  w i l l  be  i n d i v i d ­

u a l l y  n o t e d  a n d  d e t a i l s  o f  t h o s e  d i f f e r e n c e s  w i l l  b e  d e s c r i b e d .

C e l l  d i s r u p t i o n .  A f t e r  c e l l s  a r e  r e s u s p e n d e d  in  d i l u t e  R i n g e r  

p h o s p h a t e  s o l u t i o n ,  t h e y  a r e  w a s h e d  t w i c e  i n  coo l  (10-15°C) 0 . 2 5 M  D -  

m a n n i t o l  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  3 m i n u t e s  a t  1000 r p m  ( 2 50 x  g) i n  a n  

I n t e r n a t i o n a l  c e n t r i f u g e .  A f t e r  t h e  l a s t  w a s h i n g  0 . 2 5 M  D - m a n n i t o l  

w a s  a d d e d  t o  b r i n g  t h e  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  t o  3 -5% (v /v )  a s  d e t e r m i n e d  

b y  c e n t r i f u g a l  p a c k i n g  a t  1000 x  g in  a  C o n s t a b l e  p r o t e i n  t u b e  

c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  p l a c e d  in  i c e  f o r  5-10 m i n u t e s .  C e l l u l a r  

d i s r u p t i o n  w a s  a c h i e v e d  b y  p a s s a g e  o f  t h e  c h i l l e d  c e l l  s u s p e n s i o n  

t h r o u g h  a  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t e r  (S F  113, p o r e  s i z e  20 t o  30 m i c r o n s ,  

o b t a i n e d  f r o m  L a b o r a t o r y  G l a s s b l o w e r s  C o . )  u n d e r  l i g h t  s u c t i o n  (7). 

T w o  p a s s a g e s  a l w a y s  r e s u l t e d  i n  c o m p l e t e  b r e a k a g e ,  a s  d e t e r m i n e d  

b y  e x a m i n a t i o n  u n d e r  a  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p e .  M o s t  i m p o r t ­

a n t l y  t h e  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  of  s u b c e l l u l a r  p a r t i c l e s  s e e m s  t o  b e  

p r e s e r v e d  b e t t e r  b y  t h i s  m e t h o d  t h a n  a l l  o t h e r s  t r i e d  ( 7 , 4 8 ) .

S u b c e l l u l a r  f r a c t i o n a t i o n  m e t h o d s . F r a c t i o n a t i o n  of  t h e  c e l l  

h o m o g e n a t e  in t o  p a r t i c u l a t e  a n d  s o l u b l e  f r a c t i o n s  w a s  a c c o m p l i s h e d  

by  c e n t r i f u g i n g  t h e  h o m o g e n a t e  a t  25 ,  000 x  g f o r  10 m i n u t e s  i n  a p r e ­



o
c o o l e d  (5 C) S o r v a l l  R C - 2  c e n t r i f u g e  w i th  a n  S S - 3 4  r o t o r .  T h e  s u p e r ­

n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  c l e a n  c e n t r i f u g e  t u b e ,  a n d  c o n s t i t u t e d  t h e  

s o l u b l e  f r a c t i o n .  T h e  p e l l e t  w a s  s u s p e n d e d  in t o  i c e  co ld  0 . 2 5  M  D -  

m a n n i t o l  e q u a l  t o  h a l f  t h e  v o l u m e  o f  t h e  s u p e r n a t a n t ,  a n d  c o n s t i t u t e d  

t h e  p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n .

F r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  h o m o g e n a t e s  i n  a  d i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  

d e n s i t y - g r a d i e n t  w a s  p e r f o r m e d  t o  o b t a i n  o r g a n e l l a r  s e p a r a t i o n s .  A 

d i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  d e n s i t y - g r a d i e n t  w a s  p r e p a r e d  b y  p i p e t t i n g  in to  

a  3 8 m l  p o l y a l l o m e r  c e n t r i f u g e  t u b e  (1" x  3 1 / 2 "  ) 4 m l  e a c h  of  a  50%, 

48%, 46%, 44% ,  42%, a n d  40% (w /w )  s u c r o s e  s o l u t i o n ,  i n  t h a t  o r d e r ,  on 

t o p  o f  a  7 m l  c u s h i o n  o f  60% ( w / w )  s u c r o s e  s o l u t i o n .  E a c h  g r a d i e n t  

w a s  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  4 - 5  h o u r s  a t  0 - 5 ° C  b e f o r e  6 m l  of  f r e s h l y  

p r e p a r e d  h o m o g e n a t e  w a s  l a y e r e d  on  t o p  o f  t h e  g r a d i e n t .  T h e  g r a d ­

i e n t  t u b e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  a  p r e c o o l e d  SW27 r o t o r  i n  a  B e c k ­

m a n  M o d e l  L - 2  (50) u l t r a  c e n t r i f u g e  o p e r a t e d  a t  26 ,  000  r p m  (1 2 0 ,0 0 0  

x  g) f o r  2 h o u r s  a t  5°C .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a  4 m l  v o l u m e  w a s  r e ­

m o v e d  f r o m  t h e  t o p  of  t h e  g r a d i e n t  a n d  m a r k e d  f r a c t i o n  9. T h e  b o t t o m  

of e a c h  g r a d i e n t  t u b e  w a s  t h e n  p u n c t u r e d  w i t h  a 2 1  g a u g e  n e e d l e  a n d  

e ig h t  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  d r o p w i s e ;  t h e  f i r s t  f r a c t i o n  w a s  5 m l  

in  v o l u m e ,  a n d  t h e  n e x t  s e v e n  w e r e  4 m l  e a c h .  T h u s ,  f r a c t i o n s  2 -  

8  r e p r e s e n t  2 m l  a b o v e  a n d  2 m l  b e l o w  e a c h  s u c c e s s i v e  d e n s i t y  i n t e r ­

f a c e ,  w i t h  h i g h e r  n u m b e r s  r e p r e s e n t i n g  l o w e r  d e n s i t i e s .  A l l  d e n s i t i e s  

w e r e  d e t e r m i n e d  w i t h  a  B a u s c h  a n d  L o m b  R e f r a c t o m e t e r  (Abbe 3L) on
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a n  e q u i v a l e n t  g r a d i e n t  r u n  w i t h  j u s t  6 m l  of 0 . 2 5 M  D - m a n n i t o l .

F o r  m u c h  of  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  in  t h i s  c h a p t e r ,  t h e  p e a k  m i t o ­

c h o n d r i a l  f r a c t i o n  (#5) ,  w h i c h  c o n t a i n s  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  46 a n d  

44% (w /w )  s u c r o  s e  w a s  p r o c e s s e d  f u r t h e r .  A f t e r  m i x i n g  f r a c t i o n  5 

w i t h  tw o  v o l u m e s  of  i c e - c o l d  0.  25M  D - m a n n i t o l ,  I  w a s  a b l e  t o  p e l l e t  

v i r t u a l l y  a l l  o f  t h e  N A D - I c d h  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  t e n  m i n u t e s  a t  

25 ,  000  x  g in  a  S o r v a l l  R C - 2  c e n t r i f u g e  w i t h  a n  S S - 3 4  r o t o r .  T h e  

p e l l e t  c o u l d  t h e n  be  r e  s u s p e n d e d  in  50% (v /v )  g l y c e r o l  a n d  s t o r e d  f o r  

a t  l e a s t  t h r e e  w e e k s  a t  -2 0 °C  w i th o u t  a n y  l o s s  in  a c t i v i t y .  S t o r a g e  

f o r  o n e  y e a r ,  i n  50% g l y c e r o l  a t  -20° C l e f t  a b o u t  40% of t h e  o r i g i n a l  

N A D - I c d h  a c t i v i t y .

E n z y m e  a s s a y s .  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  

a s s a y e d  b y  a  m o d i f i c a t i o n  of  t h e  m e t h o d  of  K o r n b e r g  (2 9). A c t i v i t y  

w a s  r o u t i n e l y  m e a s u r e d  i n  6 7 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 0 ) ,  

I m M  M n C ^ a n d  0 .0 6 7 %  (v /v )  T r i t o n  X -1 0 0 .  V a r i a t i o n s  in  the  c o n c e n t ­

r a t i o n s  of  N A D ,  t h r e o - D s - i s o c i t r a t e  a n d  in  t h e  i d e n t i t y  a n d  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  a c c o m p a n y  t h e  T a b l e s  a n d  F i g u r e s .  N A D P -  

I c d h  w a s  m e a s u r e d  in  6 7 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 0 ) ,  0 . 4 0  

m M  N A D P  (o r  a s  i n d i c a t e d ) ,  I m M  M n C ^ a n d  0 .  067% (v /v )  T r i t o n  X -100 ;  

t h e  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  3 4 0 n m  w a s  f o l l o w e d  a f t e r  a d d i t i o n  of  

t h r e o - D s - i s o c i t r a t e  o r  D ,  L  i s o c i t r a t e  up to  5 m M  (29).  C a t a l a s e  w a s  

a s s a y e d  by  a  m o d i f i c a t i o n  of  t h e  m e t h o d  of  L u c k  (49).  A c t i v i t y  w a s  

m e a s u r e d  in  6 7 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  pH 7.  0, 12. 5 m M  H 2 O 2  a n d
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0. 067% (v /v )  T r i t o n  X -1 0 0 ;  t h e  de  c r e a s e  in  a b s o r b a n c e  a t  2 4 0 n m  w a s  

m e a s u r e d  upon  a d d i t i o n  o f  e n z y m e .  S u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  

m e a s u r e d  in  6 7 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  pH 7 . 4 ,  0.  0 3 3 m M  2 , 6  d i -  

c h l o r o p h e n o l i n d o p h e n o l ,  I m M  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e ,  2 m M  K CN  

a n d  0.  067% ( v /v )  T r i t o n  X -1 0 0 ;  t h e  d e c r e a s e  in  a b s o r b a n c e  a t  6 0 0 n m  

w a s  m e a s u r e d  u p o n  a d d i t i o n  o f  s o d i u m  s u c c i n a t e  t o  2 0 m M  (15).

C i t r a t e  s y n t h a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  of  D i x o n  a n d  K o r n b e r g  

(50).  I t s  a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  in 7 0 m M  T r i s - H C l  b u f f e r ,  p H 8 . 0, 

3 m M  M g C ^  a n d  50 u M  a c e t y l - C o A ;  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t a r t e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  of  s o d i u m  o x a l o a c e t a t e  t o  0.  2 m M  a n d  a  d e c r e a s e  in  a b s o r ­

b a n c e  a t  2 3 2 n m  w a s  f o l l o w e d .  F u m a r a s e  (51) w a s  m e a s u r e d  i n  100 

m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  pH 7 . 4 ,  a n d  0.  0 6 7 % (v /v )  T r i t o n  X -1 0 0 ;  

t h e  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  2 5 0 n m  w a s  f o l l o w e d  u p o n  a d d i t i o n  of  

s o d i u m  L - m a l a t e  t o  5 m M .  G l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  (52) w a s  a s s a y e d  

in  6 7 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  pH 7.  4,  5 0 m M  N H ^ C l ,  0.  5 m M  K C N ,

0 . 1 5m M  N A D H ,  0. 2 0 m M  A D P  a n d  0.  067% ( v / v )  T r i t o n  X -100;  t h e  

d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  3 4 0 n m  w a s  m e a s u r e d  a f t e r  a d d i t i o n  of  

b u f f e r e d  © c - k e t o g l u t a r i c  a c i d  t o  6 . 6 7 m M .  A c i d  p h o s p h a t a s e  w a s  

a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  of  T o r r i a n i  (53) ,  w h i c h  e m p l o y s  p - n i t r o p h e n y l -  

p h o s p h a t e  a s  t h e  s u b s t r a t e .  P r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  in 

t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n  of  c h a p t e r  1.

M a t e r i a l s .  U l t r a - p u r e  s u c r o s e  ( d e n s i t y  g r a d i e n t  g r a d e )  w a s  

p u r c h a s e d  f r o m  S c h w a r z / M a n n .  M 11C I 2  a n d  M g C l^  w e r e  f r o m  F i s h e r
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S c i e n t i f i c  C o .  K C N ,  N a O H ,  H 2 O 2  a n d  KC1 w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  J .  T .  

B a k e r  C h e m i c a l  C o .  T h e  y e a s t  e x t r a c t  w a s  f r o m  B a l t i m o r e  B i o l o g i c a l  

L a b o r a t o r y .  T h e  T r i t o n  X -1 0 0  w a s  f r o m  B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s .  

P r o t e o s e - p e p t o n e  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  D i f c o  L a b o r a t o r y .  A c e t y l -  

C oA  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  S t a d t m a n  (54) .  A l l  o t h e r  r e ­

a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l .
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R E S U L T S

A t  NAD c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  2 o r  3 m M  t h e r e  i s  a  s i g n i f i c a n t  

a m o u n t  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  t h a t  o r i g i n a t e s  f r o m  t h e  

e n z y m e  i n  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  w h i c h  h a s  t h e  m u c h  h i g h e r  a f f ­

i n i t y  f o r  N A D P  (See  c h a p t e r  1). D e t e r m i n i n g  w h e t h e r  o r  n o t  a n  N A D -  

s p e c i f i c  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  e x i s t s  in  t h e s e  c e l l s  c ou ld  b e  o b s ­

c u r e d  b y  t h i s  n o n s p e c i f i c  a c t i v i t y .  In  o r d e r  to  m e a s u r e  o n ly  t h e  N A D -  

s p e c i f i c  e n z y m e ,  tw o  d e v i c e s  w e r e  u s e d :

1. B a s e d  on  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  a  T .  p y r i f o r m i s  N A D - I c d h  

i s  p a r t i c l e - b o u n d  (as  a r e  a l l  o t h e r  e u c a r y o t i c  N A D - I c d h s ) ,  

a p p r o x i m a t e l y  o n e - h a l f  of  t h e  N A D P - I c d h ,  a l o n g  w i t h  i t s  

a c c o m p a n y i n g  n o n s p e c i f i c  N A D - a c t i v i t y  t h a t  i s  l o c a t e d  in  

t h e  s o l u b l e  p o r t i o n  of  t h e  c e l l  ( 1 5 ,2 0 ,2 1 )  c a n  be  e l i m i n a t e d  

b y  s e d i m e n t i n g  t h e  h o m o g e n a t e  a t  25 ,  000 x  g f o r  t e n  m i n ­

u t e s .  T h u s ,  d e c a n t i n g  o f f  t h e  s u p e r n a t a n t  e f f e c t i v e l y  

r e m o v e s  50% o r  m o r e  o f  t h e  i n t e r f e r i n g  N A D P - I c d h .

2.  A s s a y i n g  t h e  r e s u s p e n d e d  p a r t i c l e  p e l l e t  a t  I m M  

NAD s h o u l d  e l i m i n a t e  m o r e  t h a n  80% o f  t h e  n o n s p e c ­

i f i c  a c t i v i t y  (w hen  t h e  K m = 4 m M ,  a s  r e p o r t e d  in  c h a p t e r  1) 

found  in  t h e  s e d i m e n t e d  p a r t i c l e .

T a b l e  8  s h o w s  t h a t  c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 5 0 , 0 0 0  g - m i n u t e s  s e d ­

i m e n t s  e n z y m e  a c t i v i t i e s  a s s o c i a t e d  w i th  m i t o c h o n d r i a  and  p e r o x ­



i s o m e s .  C i t r a t e  s y n t h a s e  a n d  s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  a r e  a t t r i b ­

u t e d  t o  t h e  m i t o c h o n d r i a ,  w h i l e  c a t a l a s e  a n d  l a c t a t e  o x i d a s e  a r e  

found  in  t h e  p e r o x i s o m e  o f  T .  p y r i f o r m i s  (15). S i n c e  a l l  o f  t h e s e  

k n o w n  p a r t i c u l a t e  e n z y m e s  a r e  found  e x c l u s i v e l y  o r  p r e d o m i n a n t l y  

( c a t a l a s e -  9 2 % p a r t i c u l a t e : 8 % s o l u b l e )  in  t h e  p e l l e t  o f  t h i s  r e l a t i v e l y  

s i m p l e  f r a c t i o n a t i o n  t e c h n i q u e ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  p a r t i c u l a t e  n a t u r e  

of  m i t o c h o n d r i a l  a n d  p e r o x i s o m a l  e n z y m e s  i s  no t  d i s r u p t e d .  T h u s ,  

t h e  N A D - I c d h  a c t i v i t y ,  a t  v a r i a b l e  NAD c o n c e n t r a t i o n s ,  c a n  be  

e v a l u a t e d  w i t h  r e s p e c t  t o  i t s  p a r t i c u l a t e  n a t u r e .  A t  a  h i g h  NAD 

c o n c e n t r a t i o n  ( lOmM) a  r e c o v e r y  p a t t e r n  i d e n t i c a l  to  t h a t  o f  t h e  

N A D P - I c d h  i s  f o u n d .  A t  1 o r  0.  I m M  N AD  t h e  r e c o v e r y  p a t t e r n  b e ­

c o m e s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  p a r t i c u l a t e .  U s i n g  t h e  s a m e  s e p a r a t i o n  

p r o c e d u r e ,  I  found  a  s u b s t a n t i a l  v a r i a t i o n  i n  p a r t i c u l a t e  N A D - I c d h  

a c t i v i t y  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  a g e  of  t h e  c u l t u r e .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

e x h i b i t s  a  p e a k  a t  t w o  d a y s  o f  g r o w t h  a n d  t h e n  f a l l s  p r e c i p i t o u s l y  

( F i g u r e  6 ). S o l u b l e  s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  p r e s u m a b l y  t h e  N A D P - s p e c i f i c  

e n z y m e ,  r e m a i n s  e s s e n t i a l l y  c o n s t a n t .

T a b l e  9 c o m p a r e s  t h e  e f f e c t s  of  r e d u c e d  p y r i d i n e  d i n u c l e o t i d e s  

(NADH a n d  N A D P H )  o n  p a r t i c u l a t e  a n d  s o l u b l e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e  a c t i v i t i e s  f r o m  c e l l s  h a r v e s t e d  a f t e r  t w o  d a y s  ( log p h a s e ) .  S i n c e  

N A D P H  h a d  l i t t l  e o r  n o  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  t h e  p a r t i c l e - b o u n d  N A D -  

I c d h  a c t i v i t y ,  t h i s  w a s  i n t e r p r e t e d  a s  c o n f i r m a t i o n  of  t h e  p r e s e n c e  of  

a n  N A D - I c d h .  F u r t h e r m o r e ,  N A D P H  i n h i b i t i o n  of  t h e  s o l u b l e  N AD-
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T A B L E  8 . P a r t i c u l a t e  v s .  s o l u b l e  d i s t r i b u t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a l  a n d  
p e r o x i s o m a l  m a r k e r  e n z y m e s  i n  t w o  d a y  c e l l s  ( log  p h a s e ) .  M e t h o d s  
of  c e l l  d i s r u p t i o n  a n d  p a r t i c u l a t e - s o l u b l e  f r a c t i o n a t i o n  a r e  d e s c r i b e d  
in  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .

E n z y m e

C a t a l a s e

D i s t r i b u t i o n  
S o l u b l e  P a r t i c u l a t e  

% %
8  92

R e c o v e r e d
A c t i v i t y

%
1 0 2

L a c t a t e  o x i d a s e 0.  5 99. 5 96

s u c c i n i c  d e h y d r o g e n a s e 0 1 0 0 94

c i t r a t e  s y n t h a s e 2 98 95

N A D P - I c d h 54 46 1 0 0 . 9

N A D - I c d h  
(a) N A D = 1 0 m M 52 48 1 0 1 . 8

(b) NAD  = l m M

CO00 9 1 . 2 1 0 6 . 8

(c) N A D = 0 .  I m M 0 1 0 0 133
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F I G U R E  6 . A g e  v e r s u s  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  N A D - s p e c i f i c  i s o c i t r a t e  

d e h y d r o g e n a s e  f r o m  p a r t i c u l a t e  ( ^ )  a n d  s o l u b l e  ( □  ) f r a c t i o n s .  

N A D - I c d h  w a s  a s s a y e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  5 0 m M  p o t a s s i u m  p h o s p h ­

a t e ,  pH 7 . 0 ,  I m M  M n C l 2 , I m M  N A D ,  0 .  067% ( v / v )  T r i t o n  X - 100 

a n d  I m M  t h r e o - D g - i s o c i t r a t e .
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F I G U R E  6
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T A B L E  9. E f f e c t  o f  r e d u c e d  p y r i d i n e  d i n u c l e o t i d e s  on  N A D -  a n d  
N A D P - i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  f r o m  p a r t i c u l a t e - s o l u ­
b l e  f r a c t i o n a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  
A l l  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  i n  m i l l i m o l a r  u n i t s ,  a n d  a c t i v i t i e s  ( t o t a l  
a c t i v i t y  in  t h e  f r a c t i o n )  a r e  l i s t e d  in t e r r r j s  o f  m i c r o m o l e s  of  
N A D ( P ) H  f o r m e d / m i n u t e .

A .  P a r t i c u l a t e
[NADI [N A D P ] [NADH] [N A D P H ] T o t a l  A c t i
1 0 0 0 0 1. 356
1 0 0 0 0 . 3 0. 958

1 0 0 0 0.  904
1 0 0 0.  3 0 . 8 8 6

1 0 0 . 3 0 0. 304
0 . 2 0 0 0 0 . 4 6 7
0 . 2 0 0.  3 0 0 . 0 0 0

0 . 2 0 0 0. 3 0 . 4 8 1
0 0 . 2 0 0 4.  703
0 0 . 2 0 0.  3 2 . 8 0 1
0 0 . 2 0 .  3 0 4 . 2 4 8

B .  S o l u b l e
1 0 0 0 0 1 . 2 3 0
1 0 0 0 0 . 1 0 . 2 8 9
1 0 0 0 . 1 0 1. 158

1 0 0 0 0 . 2 5 3
1 0 0 0 . 1 0 . 0 0 0

1 0 0.  3 0 0 . 1 9 8

0 0 . 2 0 0 7.  380
0 0 . 2 0 0.  3 3. 760
0 0 . 2 0.  3 0 6 . 567
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I c d h  a c t i v i t y  c o n f i r m s  t h a t  t h i s  a c t i v i t y  o r i g i n a t e s  f r o m  N A D P - I c d h .

T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  p a r t i c u l a t e  N A D - I c d h  w a s  not  m i t o ­

c h o n d r i a l  s t i l l  h a m p e r e d  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  d a t a .  B y  e m p l o y i n g  

a  d i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t ,  b a s e d  on  t h e  m e d i a n  d e n ­

s i t i e s  o f  m i t o c h o n d r i a  a n d  p e r o x i s o m e s  of T .  p y r i f o r m i s  a s  w o r k e d  

o u t  b y  M u l l e r  e t  a l .  (15) ,  I w a s  a b l e  t o  s h o w  q u i t e  c o n c l u s i v e l y  t h a t  

t h i s  N A D -Ic d h  w a s  l o c a l i z e d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a .

In o r d e r  to  l o c a l i z e  t h e  m i t o c h o n d r i a l  p o s i t i o n  i n  t h e  g r a d i e n t ,  

m a r k e r  e n z y m e s  w e r e  a s s a y e d  in  t h e  n i n e  f r a c t i o n s  t h a t  c o m p o s e d  

t h e  g r a d i e n t  (See  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  G l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  

f u m a r a s e ,  s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e  m a r k  

m i t o c h o n d r i a .  C a t a l a s e  m a r k s  p e r o x i s o m e s  a n d  a c i d  p h o s p h a t a s e  

P la  c e s  t h e  l y s o s o m e s .  N A D P - I c d h  i s  k n o w n  t o  be  m i t o c h o n d r i a l ,  

p e r o x i s o m a l  a n d  s o l u b l e  i n  T .  p y r i f o r m i s  (15) .  F o r  b o t h  l o g  a n d  

s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ,  f r a c t i o n  5 i s  t h e  c l e a n e s t  m i t o c h o n d r i a l  f r a c ­

t i o n ,  a s  i n d i c a t e d  b y  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s  ( F i g u r e s  7 a n d  8 ) a n d  t h e  

r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  i t s  m a r k e r s  ( T a b l e  10). T h e  p u r e s t  

p e r o x i s o m e s  (See  c a t a l a s e )  a r e  found  in  f r a c t i o n s  2 ( s t a t i o n a r y  

p h a s e )  a n d  3( log  p h a s e ) .  T h e  p u r e s t  l y s o s o m e s  (See  a c i d  p h o s p h a ­

t a s e )  a r e  fo u n d  i n  f r a c t i o n  7 in  b o t h  l o g  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ,  

b u t  t h e  b u l k  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  in  s t a t i o n a r y  p h a s e  

c e l l s  i s  found  in  f r a c t i o n  8 . T h e  s u b s t a n t i a l  a c c u m u l a t i o n  of  a l l  

e n z y m e s ,  a s  w e l l  a s  p r o t e i n  in  f r a c t i o n  8  o f  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s
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F I G U R E  7. E n z y m e  a n d  p r o t e i n  d i s t r i b u t i o n s  in  a  d i s c o n t i n u o u s  

s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  f o r  log  p h a s e  c e l l s  ( h a r v e s t e d  a f t e r  35 t o  

43  h o u r s ) .  V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n ,  (a) 

g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e - 101.  3^ 9- 3% r e c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (b) 

f u m a r a s e - 104.  9-  7 . 4 %  r e c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (c) m a l a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e - 9 0 .  5% r e c o v e r e d  (1 t r i a l ) ,  (d) s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e -  

89.  1% r e c o v e r e d  (1 t r i a l ) ,  (e) N A D P - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e - 105.  3% r e c o v e r e d  (1 t r i a l ) ,  (f) c a t a l a s e - 98.  0^ 7. 4% r e ­

c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (g) a c i d  p h o s p h a t a s e  - 103.  6 - 1 2 .  7% r e c o v e r e d  

(3 t r i a l s )  a n d  (h) p r o t e i n - 92.  3*4 .  6 % r e c o v e r e d  (5 t r i a l s )
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F I G U R E  8 . E n z y m e  a n d  p r o t e i n  d i s t r i b u t i o n  i n  d i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  

d e n s i t y  g r a d i e n t  f o r  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  ( h a r v e s t e d  a f t e r  135 to  

141 h o u r s ) .  V e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n ,  (a) 

g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e -  110.  6 ^ 1 .  4% r e c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (b) f u m -  

a r a s e - 93 .  8 - 6 . 2% r e c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (c) m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e -  

85.  6 - 1 0 . 4 %  r e c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (d) s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e - 8 7 .  8 ^

9 . 6  % r e c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (e) NAD  P - i s o  c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e - 108 .  7-  

8 . 3 %  r e c o v e r e d  (3 t r i a l s ) ,  (f) c a t a l a s e -  101.  5 - 5 .  9% r e c o v e r e d  (4 t r i a l s ) ,  

(g) a c i d  p h o s p h a t a s e - 92.  3 - 7 . 6 %  r e c o v e r e d  (3 t r i a l s )  a n d  (h) p r o t e i n -  

87.  7 ^ 6 .  3% r e c o v e r e d  (5 t r i a l s ) .

1
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TABLElO. Specific Activity of marker enzymes from gradient fractions 
(All activities listed in umoles/min/(mg of protein) except 
Acid Phosphatase which is in terms of 0.D.420/min/(mg of 

__________ protein) with ± s.D. where possible)________ ■_________ ,

FRACTION NUMBER
Homo-

Enzyme 1 2 3 4 5 6 7 8 9 genate
* 1 GdH-L-3 0 0.027 0.052 0.168 0.394 0.291 0.048 0.018 0.014 0.095

-0.012 -0.016 ±0.008 ±0.031 ±0.067 ±0.013 ±0.003 ±0.008 ±0.022
* 2 GdH-S-4 0 0.037 0.045 0.092 0.133 0.100 0.038 0.013 0.001 0.015

±0.011 ±0.013 ±0.010 ±0.019 ±0.012 ±0.014 ±0.015 ±0.001 ±0.003
* 3 F-L-3 0 0.048 0.061 0.220 0.507 0.311 0.048 0.017 0 ,0.098

±0.003 ±0.025 ±0.031 ±0.067 ±0.083 ±0.009 ±0.004 -0.011
* 4 F-S-4 0 0.014 0.085 0.240 0.523 0.313 0.166 0.020 0 0.036

±0.018 ±0.025 ±0.043 ±0.158 ±0.031 ±0.069 ±0.005 ±0.002
* 5 MdH-L-1 0 2.47 4.66 8.48 27.63 13.02 3.87 1.03 0.09 6.35
* 6 MdH-S-2 0 1.03

±0.07
2.78

±0.12
5.30

±0.73
27.83
±0.59

15.94
±1.32

3.95
±0.34

0.89
±0.13

0.05
±0.04

2.26
±0.93

* 7 IcdH-L-2 0 0.189 0.393 0.128 0.130 0.105 0.096 0.067 0.381 0.210
±0.011 ±0.080 ±0.008 ±0.003 ±0.003 ±0.006 ±0.012 ±0.066 ±0.009

.* 8 IcdH-S-3 0 0.348 0.346 0.270 0.203 0.180 0.087 0.051 0.379 0.158
±0.034 ±0.051 ±0.035 ±0.017 ±0.014 ±0.018 ±0.028 ±0.016 ±0.009

* 9 Cat-L-3 0 371.4 837.3 214.7 140.7 158.3 176.3 63.2 2.1 146.7
±110.8 ±131.8 ±36.9 ±42.9 ±44.3 ±19.3 ±19.9 ±2.2 ±28.9

*10 Cat-S-3 0 288.8 183.3 102.0 91.9 140.3 209.0 110.0 3.1 51.1
±63.8 ±38.3 ±31.6 ±35.6 ±41.6 ±62.5 ±12.5 ±2.3 ±11.8

*11 A.P.-L-2 0 1.018 0.762 1.410 0.696 2.285 4.809 0.728 0.045 1.087
±0.204 ±0.032 ±0.040 ±0.060 *0.646 ±0.981 ±0.104 ±0.030 ±0.303

*12 A.P.-S-2 0 1.763 1.959 1.119 0.556 1.565 4.063 0.878 0.136 0.822
±0.112 ±0.087 ±0.101 ±0.074 ±0.210 ±0.489 ±0.132 ±0.017 ±0.263

* 1 -  g l u t a m a t e  d eh y d ro g e n a se  -  Log p h a s e  c e l l s  -  3 t r i a l s
* 2 -  g l u t a m a t e  d eh y d ro g e n a se  -  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  -  4 t r i a l s
* 3 - fumarase - Log phase cells - 3 trials
* 4 - fumarase - stationary phase cells - 4 trials
* 5 - malate dehydrogenase - Log phase cells - 1 trial
* 6 - malate dehydrogenase - stationary phase cells - 2 trials
* 7 - NADP-Linked isocitrate dehydrogenase - Log phase cells - 2 trials
* 8 - NADP-Linked isocitrate dehydrogenase - stationary phase cells - 3 trials
* 9 - Catalase - Log phase cells - 3 trials
*10 - Catalase - stationary phase cells - 3 trials
*11 - Acid phosphatase - Log phase cells - 2 trials
*12 - Acid phosphatase - stationary phase cells - 2 trials
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o n l y  w i l l  no t  b e  d i s c u s s e d  h e r e ,  bu t  w i l l  be c o v e r e d  c o m p r e h e n ­

s i v e l y  i n  c h a p t e r  3 w h e r e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  d a t a  w i l l  b e  c o m ­

p a r e d  w i t h  t h e  e n z y m e  d i s t r i b u t i o n s .
V

F i g u r e s  9 a n d  10 a r e  e s p e c i a l l y  i l l u s t r a t i v e  of  t h e  n o n s p e ­

c i f i c  N A D P - I c d h  i n  log  p h a s e  c e l l s .  A t  lO m M -N A D ,  t h e  r e c o v e r y  

p r o f i l e  of  N A D - I c d h  ( F i g u r e  9) i s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  N A D P - I c d h  

( F i g u r e  10).  W h e n  t h e  N A D  c o n c e n t r a t i o n  i s  d e c r e a s e d ,  t h e  d i s ­

t r i b u t i o n  p a t t e r n  b e g i n s  t o  m i m i c  t h e  p a t t e r n  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  

m a r k e r s  in  F i g u r e  7, a n d  s h o w  t h a t  t h e  t r u e  N A D - I c d h  i s  m i t o ­

c h o n d r i a l .

T h i s  m i t o c h o n d r i a l  N A D - I c d h  w a s  a l s o  a c t i v a t e d  by  A D P .  

F i g u r e  11 i l l u s t r a t e s  t h i s  a c t i v a t i o n  b y  A D P  on t h e  s p e c i f i c  a c t i ­

v i t y .  A s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  s h o u l d  f r a c t i o n  5 b e  t h e  p u r e s t  m i t o ­

c h o n d r i a l  f r a c t i o n  a n d  N A D - I c d h  l o c a t e d  t h e r e ,  t h e  g r e a t e s t  a c t i ­

v a t i o n  b y  A D P  w a s  found  t o  b e  i n  t h a t  f r a c t i o n .

S i n c e  f r a c t i o n  5 i s  t h e  m a j o r  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  a n d  t h e  

f r a c t i o n  r i c h e s t  in  N A D - I c d h ,  i t  w a s  u s e d  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  'N A D -  

I c d h .  H o w e v e r ,  i f  t h e  N A D - I c d h  r e m a i n s  i n  t h e  s u c r o s e  s o l u t i o n  

f r o m  t h e  g r a d i e n t ,  i t s  a c t i v i t y  d i m i n i s h e s  r a p i d l y  a f t e r  6 - 7  h o u r s .  

T h u s ,  a l l  s u b s e q u e n t  s t u d i e s  f o r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h i s  e n z y m e  

w e r e  d o n e  w i t h  a  r e s u s p e n s i o n  of  f r a c t i o n  5 in  50% a q u e o u s  g l y c e r o l ,  

a s  d e s c r i b e d  in  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  of  t h i s  c h a p t e r .  S t o r a g e  of 

t h i s  f r a c t i o n  i n  50% g l y c e r o l  a t  - 2 0 ° C  s h o w e d  no  l o s s  of  N A D - I c d h
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F I G U R E  9. D i s t r i b u t i o n  of  N A D - i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  m e a ­

s u r e d  a t  v a r i o u s  N AD  c o n c e n t r a t i o n s ,  in  a  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d ­

i e n t .  F r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e s  a r e  d e s c r i b e d  in  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s .  E n z y m e  a s s a y  i s  t h e  s a m e  a s  i n  F i g u r e  6  e x c e p t  NAD = 

0. 2 m M  ( A ); I m M  ( □  ) a n d  lO m M  (no s y m b o l ) .
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F I G U R E 1 0 .  D i s t r i b u t i o n  of  N A D P - i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  i n  a  

s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t .  F r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e s  a r e  d e s c r i b e d  

in  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  E n z y m e  a s s a y  m e t h o d s  w e r e  i d e n t i c a l  

t o  t h o s e  in  F i g u r e  6 , e x c e p t  N A D P  a t  0.  4 m M  r e p l a c e s  N AD .
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F I G U R E  11. D i s t r i b u t i o n  of  N A D - i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  i n  a  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  w i t h  ( &  ) a n d  w i t h o u t  ( )

A D P .  E n z y m e  a s s a y  i s  t h e  s a m e  a s  in  F i g u r e  6  e x c e p t  A D P  (0. 2 m M )  

i s  a d d e d  t o  o n e  s e t  ). S p e c i f i c  a c t i v i t y  i n  t e r m s  of  m i c r o m o l e s

of  NAD H  f o r m e d / m i n u t e / m g  o f  p r o t e i n .
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a c t i v i t y  f o r  up to  t h r e e  w e e k s .  A f t e r  t w o  m o n t h s  a b o u t  o n e - h a l f  

of  i t s  a c t i v i t y  w a s  l o s t ,  a n d  a f t e r  o n e  y e a r 3 8 %  of  t h e  o r i g i n a l  a c t i ­

v i t y  w a s  r e t a i n e d .

T h i s  s t a b i l i z e d  f r a c t i o n  5 p r e p a r a t i o n  o f  N A D - I c d h  s h o w s  

s t i m u l a t i o n  w i t h  e i t h e r  A M P ,  A D P  o r  A T P .  T a b l e  11 c o m p a r e s  

t h e  s t i m u l a t i o n s  b y  A M P ,  A D P  a n d  A T P .  T h e i r  o r d e r  of  s t i m u l ­

a t i o n  of  t h i s  e n z y m e  i s  A D P  A M P  A T P .  I t  d o e s  a p p e a r  t h a t  

A T P  w i l l  i n h i b i t  t h e  A D P  r e s p o n s e .  H o w e v e r ,  a d d i t i o n  of  i n c r e a s e d  

l e v e l s  o f  M n C ^  a b o l i s h e s  t h e  A T P  i n h i b i t i o n .  C i t r a t e  h a s  a l s o  b e e n  

found  i n h i b i t o r y  to  t h e  A D P  r e s p o n s e ,  bu t  i t s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  w a s  

a l s o  a b o l i s h e d  b y  i n c r e a s i n g  M n C l 2  c o n c e n t r a t i o n .  T h e s e  e f f e c t s  

h a v e  b e e n  o b s e r v e d  w i t h  M g C ^ ,  bu t  h a v e  no t  b e e n  t a b u l a t e d  h e r e

s i n c e  t h e y  a r e  b a s e d  on  one  e x p e r i m e n t .  G e n e r a l l y  M g + ^ s e e m s  t o

+2
h a v e  t h e  s a m e  q u a l i t a t i v e  e f f e c t  a s  M n  on  p a r t i c u l a t e  N A D - I c d h  a c t i ­

v i t y ,  e x c e p t  a t  e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  ( I m M )  M n +^ h a s  a  3 - 4  fo ld

1 2  +2  h i g h e r  V m a x . A l s o  Z n  w o r k s  s l i g h t l y  b e t t e r  t h a n  Mg , b u t  w o r s e

+ 2
t h a n  M n  in  f u l f i l l i n g  t h e  m e t a l  r e q u i r e m e n t  of  N A D - I c d h .  No

+2
N A D - I c d h  a c t i v i t y  c o u l d  b e  e l i c i t e d  w h e n  C a  w a s  u s e d .  In  ox 

b r a i n  C a +^ d o e s  r e s u l t  i n  t h e  h i g h e s t  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  f o r  N A D -  

I c d h  (55).  A l l  o f  t h e  d a t a  on v a r i a b l e  m e t a l  i o n  e f f e c t s  i s  b a s e d  on 

a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a n d  i s  p r e s e n t e d  h e r e  o n ly  t o  v e r i f y  t h a t  o t h e r  

c a t i o n s  m a y  be  i m p o r t a n t  in  th e  p h y s i o l o g i c a l  N A D - I c d h  a c t i v i t y  of 

T . p y r i f o r  m i s  .
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T A B L E  11.  E f f e c t  of a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  o n  t h e  N A D - s p e c i f i c  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  f r o m  m i t o c h o n d r i a  of  lo g  p h a s e  
c e l l s .  O n ly  t h o s e  c o n d i t i o n s  t h a t  v a r i e d  f r o m  t h e  r o u t i n e  a s s a y  
d e s c r i b e d  in  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  a r e  s h o w n  b e l o w .

R e l a t i v e
A s s a y  A c t i v i t y
0.  2 m M  NAD 1 . 0

0.  2 m M  NAD  + 0.  2 m M  A D P  6 . 6

0.  2 m M  NAD + 0. 2 m M  A M P  5 . 4

0. 2 m M  NAD + 0 .2  m M  A T P  3 . 1

0. 2 m M  NAD + 1. OmM A T P  1 . 4

0.  2 m M  NAD + 1. OmM A T P  + 2 m M  M n C l 2  3. 1

0.  2 m M  NAD + 0. 2 m M  A M P  + 0 . 2 m M  A D P  5.  8

0.  2 m M  NAD + 0.  2 m M  A M P  + 0.  6 m M  A T P  3 . 3

0.  2 m M  NAD + 0.  2 m M  A D P  + 0. 6 m M  A T P  4 .  1

0.  2 m M  NAD  + 0. 2 m M  A M P  + 0.  2 m M  A D P +  0.  6 m M  A T P  4.  1

0.  2 m M  N A D P  . 1 0 . 1

0.  2 m M  N A D P  + 0. 2 m M  A D P  1 0 . 1

0.  2 m M  N A D P  + 0 . 2 m M  A M P  1 0 . 1

0.  2 m M  NAD + 1. OmM c i t r a t e  0.  0

0. 2 m M  N AD  + 1. OmM c i t r a t e  + 2 m M  M n C l ^  0.  8
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T a b l e  12 s h o w s  t h a t  A D P  a c t i v a t i o n  of  N A D - I c d h  i s  pH d e ­

p e n d e n t .  A t  pH 7.  0 t h e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  A D P  i s  t h e  m o s t  p r o ­

n o u n c e d .  C o n v e r s e l y ,  w i t h o u t  e x o g e n o u s  a d e n i n e  n u c l e o t i d e  a d d ­

i t i o n ,  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  i s  found  a t  a r o u n d  pH 6 . 6 . T h i s  pH 

e f f e c t  i s  a n a l o g o u s  t o  w h a t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  N A D - I c d h  in 

p o r c i n e  l i v e r ,  r a t  h e a r t  a n d  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e  ( 2 4 , 5 6 ,  57) ,  F i g u r e  

12 s h o w s  t h e  c o n c e n t r a t i o n a l  d e p e n d e n c e  of  A D P  s t i m u l a t i o n .

H a l f - m a x i m a l  s t i m u l a t i o n  b y  A D P  o c c u r s  a t  a b o u t  33 m i c r o m o l a r  

A D P  a t  pH 7.  0.

K i n e t i c  c h a r a c t e r i z a t i o n  of  t h e  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  N A D - I c d h  

of  T .  p y r i f o r m i s  w a s  l i m i t e d  to  s a t u r a t i o n  p l o t s  s i n c e  t h e  n o n s p e ­

c i f i c  a c t i v i t y  of  N A D P - I c d h  w i t h  NAD w a s  a l w a y s  p r e s e n t  i n  f r a c t i o n  

5 p r e p a r a t i o n s .  A t t e m p t s  to  s o l u b i l i z e  a n d  s e p a r a t e  t h e  t w o  e n z y m e  

a c t i v i t i e s  h a v e  f a i l e d .  T h e  N A D - I c d h  r e m a i n s  p a r t i c l e - b o u n d  a f t e r  

m i l d  s o n i c a t i o n ,  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o r  b o t h .  W h e n  a n y  o f  t h e s e  

t e c h n i q u e s  w e r e  m a d e  m o r e  d r a s t i c  t o  f o r c e  s o l u b i l i z a t i o n ,  a l l  N A D -  

I c d h  a c t i v i t y  w a s  l o s t .  T h u s ,  a l l  k i n e t i c  c o n s t a n t s  m a y  be  a f f e c t e d  

b y  m e m b r a n e - a s s o c i a t e d  p h e n o m e n o n .

S a t u r a t i o n  p lo t s  f o r  t h r e o - D g - i s o c i t r a t e  a n d  NAD i n  t h e  p r e ­

s e n c e  o r  a b s e n c e  of  A D P  a r e  s h o w n  i n  f i g u r e s  13 a n d  14.  A D P  h a s  

l i t t l e  o r  no e f f e c t  on  t h e  a p p a r e n t  K m  f o r  i s o c i t r a t e .  T h e  a p p r o x ­

i m a t e  v a l u e  f o r  t h i s  a p p a r e n t  Km  i s  15 m i c r o m o l a r  w i t h  o r  w i t h o u t  

A D P .  T h i s  i s  m u c h  l o w e r  t h a n  v a l u e s  r e p o r t e d  fo r  p u r i f i e d  p r e p -



74

T A B L E  12. E f f e c t s  of  pH on N A D -  a n d  N A D P - i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­
g e n a s e  a c t i v i t i e s  f r o m  m i t o c h o n d r i a  o f  t w o  d a y  c e l l s  ( log p h a s e ) .  
A l l  c o n c e n t r a t i o n s  l i s t e d  a r e  in  m i l l i m o l a r i t y .

T n a d I  
1 . 0

[NAD P i  
0

TADPl
0

pH
7 . 4

R e l a t i v e  
A c t i v i t y  

0 . 8

1 . 0 0 0 7 . 0 1 . 0

1 . 0 0 0 6 . 6 1 .5

1 . 0 0 0 6 . 2 1 . 0

0 . 2 0 0 7 . 4 0. 5

0 . 2 0 0 7.  0 0. 7

0 . 2 0 0 6 . 6 1 . 1

0 . 2 0 0 6 . 2 0 . 9

0 . 2 0 0 . 2 7 . 4 4 . 0

0 . 2 0 0 . 2 7. 0 6 . 5

0 . 2 0 0 . 2 6 . 6 3. 7

0 . 2 0 0 . 2 6 . 2 2. 3
0 0 . 2 0 7 . 4 10. 3

0 0 . 2 0 7.  0 9 . 2

0 0 . 2 0 6 . 2 4.  8

0 0 . 2 0 . 2 7 . 4 9 . 6

0 0 . 2 0 . 2 7. 0 9 . 0

0 0 . 2 0 . 2 6 . 2 5. 0
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F I G U R E  12.  C o n c e n t r a t i o n a l  d e p e n d e n c y  o f  A D P  on N A D - i s o  c i t r a t e  

d e h y d r o g e n a s e  f r o m  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  s t o r e d  in  50% (v /v )  

g l y c e r o l .  E n z y m e  a s s a y  i s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  in  F i g u r e  6  e x c e p t  

v a r i a b l e  a m o u n t s  o f  A D P  w e r e  u s e d .  A c t i v i t y  i s  in  t e r m s  o f  

m i c r o m o l e s  o f  N A D H  f o r m e d / m i n u t e / m l .  o f  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .
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F I G U R E  13. C o n c e n t r a t i o n a l  d e p e n d e n c y  f o r  t h r e o - D  - i s o c i t r a t e  o f  

N A D -  a n d  N A D P - i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e s  f r o m  m i t o c h o n d r i a l  f r a ­

c t i o n .  N A D - a c t i v i t y  m e a s u r e d  w i t h  ( ^  ) a n d  ■without (no s y m b o l )  

A D P  (0. 2 m M )  a t  N A D = l m M .  N A D P - a c t i v i t y  ( P  ) w a s  m e a s u r e d  

w i t h  a n d  w i t h o u t  A D P  w i t h  i d e n t i c a l  a c t i v i t i e s  r e s u l t i n g .  A c t i v i t i e s  

a r e  in  t e r m s  of  m i c r o m o l e s  of  N A D (P )H  f o r m e d / m i n u t e / m l  of  

m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .
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F I G U R E  14. C o n c e n t r a t i o n a l  d e p e n d e n c y  f o r  NAD o f  t h e  N A D - i s o c i t r a t e  

d e h y d r o g e n a s e  f r o m  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .  N A D - a c t i v i t y  m e a s u r e d  

w i t h  ) a n d  w i t h o u t  ( Q  ) A D P  (0. 2 m M ) .  A c t i v i t y  i s  in  t e r m s  of  

m i c r o m o l e s  o f  N A D H  f o r m e d / m i n u t e / m l  of  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .
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a r a t i o n s  f r o m  m a m m a l i a n  t i s s u e s  (38,  58).  T h e  a p p a r e n t  Km  f o r  

N A D P - I c d h  p r e s e n t  in  t h e  s a m e  f r a c t i o n  p r e p a r a t i o n  f o r  t h r e o - D s - 

i s o c i t r a t e  c a n  a l s o  be  e s t i m a t e d  f r o m  F i g u r e  1 3 .  It  w a s  found  t o  

b e  a b o u t  t h e  s a m e  a s  t h e  Km  of  t h e  N A D - I c d h ,  w i t h  o r  w i t h o u t  A D P .  

A  s l i g h t l y  l o w e r  v a l u e  w a s  found  in  d r y  c e l l  e x t r a c t s  f o r  N A D P - I c d h  

(See  T a b l e  2) ,  b u t  t h e  p r e s e n t  v a l u e  i s  n e a r l y  t h e  s a m e  a s  L e v y  h a d  

found  in  T _ . p y r i f o r m i s  ( 2 0 ).

F i g u r e  14 s h o w s  t h a t  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  in  t h e  

c o n c e n t r a t i o n a l  d e p e n d e n c e  of  t h e  N A D - I c d h  f o r  NAD in  t h e  p r e s e n c e  

o f  A D P .  T h e  a p p a r e n t  f o r  NAD w i t h o u t  A D P  s t i m u l a t i o n  w a s  

b e t w e e n  220  a n d  230 m i c r o m o l a r .  In  t h e  p r e s e n c e  o f  A D P  th e  K m  

d e c r e a s e d  t o  b e t w e e n  4 0  a n d  45 m i c r o m o l a r ,  w h i c h  i s  a p p r o x i m a t e l y  

w h a t  h a s  b e e n  fo u n d  in  m a m m a l i a n  t i s s u e s  (24).

S i n c e  f r a c t i o n  5 p r e p a r a t i o n s  h a v e  a l w a y s  c o n t a i n e d  s i g n i f i ­

c a n t  a m o u n t s  of  N A D P - I c d h  ( F i g u r e  13- Q  ) i t  r e m a i n e d  p o s s i b l e  

t h a t  t h e s e  tw o  e n z y m e  a c t i v i t i e s  w e r e  f r o m  t h e  s a m e  m o l e c u l e .

T a b l e  13 c o n f i r m e d  t h e  s p e c i f i c i t y  of  t h e  t w o  t y p e s  o f  r e d u c e d  p y r i ­

d i n e  n u c l e o t i d e s  t o  i n h i b i t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  T h e  N A D P H  

i n h i b i t i o n  w a s  s p e c i f i c  f o r  N A D P - I c d h  a n d  t h e  NADH i n h i b i t i o n  f o r  

N A D - I c d h .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  N A D - I c d h  (+A D P)  a n d  N A D P - I c d h  

a c t i v i t i e s  w e r e  fo u n d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  a d d i t i v e .

A t  t h i s  p o in t  t h e  N A D - I c d h  h a d  b e e n  a t  l e a s t  p a r t i a l l y  c h a r a ­

c t e r i z e d .  I n i t i a l l y  log  p h a s e  c e l l s  h a d  b e e n  c h o s e n  f o r  t h e s e  s t u d i e s
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T A B L E  13.  E f f e c t s  of  r e d u c e d  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e s  on  N A D -  a n d  
N A D P - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  f r o m  m i t o c h o n ­
d r i a  of  tw o  d a y  c e l l s  ( log  p h a s e )  w i t h  a n d  w i t h o u t  A D P  a d d e d .  A l l  
c o n c e n t r a t i o n s  l i s t e d  a r e  in  m i l l i m o l a r i t y .

R e l a t i v e
f A D P l  fNAD] fN A D P ]  TNADHl rN A D P H l  A c t i v i t y

0 0 . 2  0 0 0 1 . 0

0 . 2 0 . 2 0 0 0 6 . 4

0 . 2 0 . 2 0 0 . 2 0 2 . 4

0 0 . 2 0 0 . 2 0 0

0 . 2 0 . 2 0 0 0 . 2 6 . 9
0 0 0 . 2 0 0 1 0 . 0

0 . 2 0 0 . 2 0 0 1 0 . 0

0 0 0 . 2 0  . - 2 0 9 . 4

0 0 0 . 2 0 0 . 2 5. 3

0 . 2 0 . 2 0 . 2 0 0 14. 0



b e c a u s e  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  h a d  a c o n s i d e r a b l y  l o w e r  N A D - I c d h  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  ( s e e  F i g u r e  6 ) a s  m e a s u r e d  o n  t h e  2 5 ,  000 x  g p e l l e t .  

H o w e v e r ,  t h e s e  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h o u t  A D P  s t i m u l a t i o n .  F u l l  

f r a c t i o n a t i o n ,  in  t h e  s a m e  d e n s i t y  g r a d i e n t  u s e d  t o  s e p a r a t e  o r g a n ­

e l l e s ,  s h o w e d  t h a t  w h e n  A D P  w a s  a d d e d ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of

N A D - I c d h  f r o m  t h e  p u r e s t  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  w a s  a c t u a l l y  h i g h e r

4*in  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  (0. 205  - 0. 008  f o r  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  

v e r s u s  0. 128 - 0 . 0 2 1  m i c r o m o l e s  of  NAD H  f o r m e d / m i n u t e / m g  o f  

p r o t e i n  f o r  l o g  p h a s e  c e l l s ) .  In  o r d e r  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o r  no t  

t h e s e  tw o  s e t s  of  s e e m i n g l y  c o n t r a d i c t o r y  d a t a  h a d  a n y  b a s i s  in  th e  

m e t a b o l i c  s t a t e  o f  T .  p y r i f o r m i s , p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n s  (250,  000 x  g-  

m i n u t e  r e s u s p e n d e d  p e l l e t )  f r o m  c e l l s  g r o w n  o r  m a i n t a i n e d  u n d e r  

d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  w e r e  s t u d i e d  t o  s e e  w h a t  e f f e c t s  t h e s e  c o n d i t i o n s  

h a d  o n  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  N A D - I c d h .  T a b l e  14 f u r t h e r  e s t a b l i s h e s  

t h a t  c o n d i t i o n s  o f  g r o w t h  h a v e  m a r k e d  e f f e c t s  on th e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

o f  N A D - I c d h .  T h e  r e d u c t i o n  in  s p e c i f i c  a c t i v i t y  w i t h  c u l t u r e  a g e ,  a s  

w e l l  a s  t h e  e f f e c t  of  a e r a t i o n  w e r e  m o s t  p r o n o u n c e d  a t  NAD = 0.  I m M  

w i t h o u t  A D P  a d d i t i o n  (W h e n  N A D = l m M  t h e s e  e f f e c t s  m a y  be  o b s c u r e d  

b y  t h e  c o n t r i b u t i o n  of  n o n s p e c i f i c  N A D - I c d h  a c t i v i t y  f r o m  th e  N A D P -  

I c d h ) .  C e l l s  s u b j e c t e d  to  c o n s t a n t  s h a k i n g  (h igh  a e r a t i o n ) ,  a n d  in  th e  

l o g  p h a s e  of  g r o w t h  (24 h o u r s  old)  h a d  t h e  h i g h e s t  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of 

a l l  g r o w t h  o r  m e t a b o l i c  c o n d i t i o n s  s t u d i e d  in  T a b l e  14. C e l l s  g r o w n  

u n d e r  s t a t i c  c o n d i t i o n s ,  a n d  n e a r i n g  t h e  end  of  log  p h a s e  o f  g r o w t h
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T A B L E  14.  V a r i a t i o n s  o f  p a r t i c u l a t e  N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w i t h  c u l t u r e  c o n d i t i o n .  A l l  a c t i v i t i e s  a r e  in 
t e r m s  o f  m i c r o m o l e s  o f  N A D H  f o r m e d / m i n u t e / m g  o f  p r o t e i n  - s t a n ­
d a r d  e r r o r  f o r  t h r e e  t r i a l s .

S t a t i c  g r o w t h  
S t a t i c  g r o w t h  f o r  48 h o u r s +  
f o r  48  h o u r s  3 h o u r s  h y p o x i a

N A D  = I m M

N A D  = l m M  
A D P = 0 .  2 m M

N A D  = 0.  I m M

N A D = 0 .  I m M  
A D P = 0 .  2 m M

G r o w t h  w i t h  
s h a k i n g  f o r  

24  h o u r s

0 . 0 6 1 ^ 0 . 008  

0 . 1 0 9 - 0 . 018

0. 0 2 5 ^ 0 .  003 

0. 0 5 8 - 0 .  009

0.040-0.008 

0.075-0.011

0. Ollto. 003 

0. 033to. 003

0.032to.006 

0. 0 6lto. 009

0.003to.002 

0. 029to. 005

S t a t i c  g r o w t h  
f o r  6  d a y s

0. 007to. 003 

0.058to.006

0 . 000

0. 033to. 007
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(48 h o u r s  o ld )  w e r e  found to  h a v e  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  fo r  N A D - I c d h  

of  a b o u t  h a l f  t h a t  of  t h e  l o g  p h a s e - a e r a t e d  c e l l s .  C e l l s  t h a t  w e r e  

g r o w n  u n d e r  t h e  s a m e  s t a t i c  c o n d i t i o n s  f o r  4 8  h o u r s ,  b u t  s u b j e c t e d  

to  t h r e e  h o u r s  o f  r e d u c e d  o x y g e n  t e n s i o n  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  

o f  c h a p t e r  3), a  c o n d i t i o n  s h o w n  t o  a c t i v a t e  g l u c o n e o g e n e s i s  (8 , 14) 

h a d  a  b a r e l y  m e a s u r e a b l e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  w h e n  A D P  w a s  a b s e n t  

f r o m  t h e  a s s a y  m i x t u r e .  C e l l s  g r o w n  f o r  6  d a y s  u n d e r  s t a t i c  c o n d i ­

t i o n s  h a d  n o  m e a s u r e a b l e  N A D - I c d h  a c t i v i t y  w h e n  N A D =0.  I m M .  

H o w e v e r ,  a d d i t i o n  o f  A D P  to  t h e  a s s a y  f o r  a l l  g r o w t h  o r  m e t a b o l i c  

c o n d i t i o n s  s t u d i e d  b r o u g h t  e a c h  of  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  to  a b o u t  

t h e  s a m e  l e v e l s .
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DISCUSSION

E v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  i n  t h i s  c h a p t e r  t h a t  d i r e c t l y  

p r o v e s  t h e  e x i s t e n c e  of  a  m i t o c h o n d r i a l  N A D  - I c d h  i n  T .  p y r i f o r m i s . 

A l t h o u g h  t h i s  e n z y m e  a c t i v i t y  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  p o s t u l a t e d  (15),  

a l l  a t t e m p t s  t o  m e a s u r e  i t s  a c t i v i t y  h a d  b e e n  u n s u c c e s s f u l  ( 1 5 , 2 1 , 4 3 ) .  

M y  ow n  w o r k  h a s  b e e n  l i m i t e d  b y  i n s t a b i l i t y  of  t h e  e n z y m e  in  a n y t h i n g  

bu t  p a r t i c u l a t e  p r e p a r a t i o n s  ( p u r i f i e d  m i t o c h o n d r i a )  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  

in  50% g l y c e r o l .  H o w e v e r ,  t h e  e n z y m e ' s  s t a b i l i t y  in  t h e s e  g l y c e r o l -  

s t o r e d  p a r t i c l e s  w a s  s u f f i c i e n t  to  a l l o w  a d e t e r m i n a t i o n  of  s o m e  

p o t e n t i a l l y  i m p o r t a n t  c h a r a c t e r i s t i c s  of  t h e  T .  p y r i f o r m i s  N A D - I c d h :

1. A d e n i n e  n u c l e o t i d e s  ( A M P ,  A D P  a n d  A T P )  s t i m u l a t e  t h i s  

e n z y m a t i c  a c t i v i t y ,  w i t h  A D P  h a v i n g  t h e  g r e a t e s t  e f f e c t .

2.  T h e  s t i m u l a t i o n  b y  A D P  a p p e a r s  to  b e  a  r e s u l t  o f  i n c r e a s ­

in g  a f f i n i t y  ( d e c r e a s i n g  K m ) f o r  N A D ,  a n d  i n c r e a s i n g  t h e  r a t e

of  r e a c t i o n  (V ) w i t h  r e s p e c t  to  t h r e o - D  - i s o c i t r a t e .  v m a x '  r  s

3. T h e  s t i m u l a t i o n  b y  A D P  i s  pH d e  p e n d e n t ,  a n d  i s  o p t i m a l  

a t  a r o u n d  pH 7. 0.

4 .  T h e  e n z y m e  i s  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d  b y  N A D H ,  b u t  no t  b y  

N A D  P H .

It i s  p o s s i b l e  t h a t  a n y  o r  a l l  of t h e s e  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  a r e  i n v o l v e d  

in  r e g u l a t i n g  th e  T .  p y r i f o r m i s  N A D - I c d h .

S in c e  t h i s  e n z y m e  h a s  b e e n  l o c a l i z e d  in  t h e  m i t o c h o n d r i o n ,
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t h e  p h y s i o l o g i c a l  i m p o r t a n c e  of  t h e  k i n e t i c  r e s u l t s  a r e  c o n t i n g e n t  on  

t h e  i n t r a m i t o c h o n d r i a l  c o n d i t i o n s  w i t h i n  w h i c h  t h i s  e n z y m e  f u n c t i o n s .  

U n f o r t u n a t e l y  t h e r e  i s  l i t t l e  k n o w n  a b o u t  i n t r a m i t o c h o n d r i a l  c o n d i t i o n s  

in  T .  p y r i f o r m i s  . I t  i s  k n o w n  t h a t  A T P  l e v e l s  w i t h i n  t h e  w h o l e  c e l l  

do  n o t  v a r y  in  go ing  f r o m  t h e  l o g a r i t h m i c  t o  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  of 

g r o w t h  (59).  E v e n  " a t y p i c a l "  i n c r e a s e s  in  A T P  d u r i n g  h e a t - i n d u c e d  

s y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  w e r e  r a p i d l y  n o r m a l i z e d  b y  a  d e c r e a s e  in 

A T P  t o  t h e  l e v e l s  f o u n d  in  b o t h  l o g a r i t h m i c  a n d  s t a t i o n a r y  g r o w t h  

p h a s e  c e l l s .  T h u s ,  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n s  i n  A T P  of e a c h  c e l l  m a y  

o n l y  o c c u r  j u s t  p r i o r  t o  c e l l  d i v i s i o n .  T h e  f a c t  t h a t  t h e  A T P  p r o ­

d u c e d  b y  g l y c o l y s i s  a n d  t h a t  p r o d u c e d  b y  r e s p i r a t i o n  c a n  b e  u s e d  

e q u a l l y  w e l l  f o r  t h i s  c i l i a t e ' s  m o t i l i t y  i m p l i e s  t h a t  s e p a r a t e  p o o l s  

of  g l y c o l y t i c  A T P  a n d  r e s p i r a t o r y  A T P  d o  n o t  e x i s t  in T .  p y r i f o r m i s  

(6 0 ).

In h i g h e r  a n i m a l s ,  s u b s t r a t e  p o o l i n g  i n  s p e c i f i c  o r g a n e l l e s  

o c c u r s  b e c a u s e  o f  p e r m e a b i l i t y  b a r r i e r s  in  w h i c h  s p e c i f i c  t r a n s p o r t  

p r o t e i n s  p e r m i t  u n i d i r e c t i o n a l  m o v e m e n t  of  c e r t a i n ,  m e t a b o l i t e s .

S t u d i e s  w i t h  l i v e r  a n d  h e a r t  h a v e  d e l i n e a t e d  t h e s e  t r a n s p o r t  p r o c e s s e s  

f o r  m o n o - ,  d i -  a n d  t r i c a r b o x y l a t e s  a n d  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  ( 6 1 , 6 2 ) .  

A l t h o u g h  s u c h  t r a n s p o r t  s y s t e m s  h a v e  n o t  b e e n  d i r e c t l y  s h o w n  in  T . 

p y r i f o r m i s  , t h e r e  a r e  i n d i c a t i o n s  t h a t  t h e y  a r e  p r e s e n t .  R e c e n t  w o r k  

by E r e c i n s k a  e t  a l .  (63) s h o w e d  t h a t  a n e a r  e q u i l i b r i u m  e x i s t s  b e t w e e n  

t h e  t r a n s f e r  o f  r e d u c i n g  e q u i v a l e n t s  f r o m  i n t r a m i t o c h o n d r i a l  N A D /N A D H
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t o  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  A D P  t o  A T P  in  Th p y r i f o r m i s , y e a s t ,  i s o ­

l a t e d  l i v e r  c e l l s  a n d  c u l t u r e d  k i d n e y  c e l l s .  T h i s  e q u i l i b r i u m  o c c u r s  

in  T .  p y r i f o r m i s  d e s p i t e  a n  u n u s u a l  m i t o c h o n d r i a l  e l e c t r o n  t r a n s ­

p o r t  c h a i n  ( 6 4 , 6 5 )  a n d  s u g g e s t s  a  s p e c i f i c  t r a n s l o c a t i o n  of  a d e n i n e  

n u c l e o t i d e s ,  a s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  a n i m a l  m i t o c h o n d r i a  t o  

m a i n t a i n  t h i s  c o n s t a n t  [ A T P ] / ( [ A D P ] [ P j ] )  r a t i o .  A D P  i n  t h e  c y t o ­

p l a s m  i s  t r a n s p o r t e d  i n t o  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  w i th  o r t h o p h o s ­

p h a t e  (P^) w h i l e  A T P  e x i t s .  T h i s  A T P - A D P  t r a n s l o c a s e  a c c o u n t s  

in  p a r t  f o r  t h e  c o n s t a n t  t e n f o l d  h i g h e r  [ A T P ] / ( [ A D P ] [ P ^ ] )  r a t i o  in  

t h e  c y t o p l a s m  of  a n i m a l s .  I n  m a m m a l i a n  s y s t e m s  t h i s  h o m e o s t a t i c  

r e g u l a t i o n  c o n f i r m s  t h e  n o t i o n  t h a t  c h a n g e s  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  A T P /  

A D P  r a t i o  a r e  n o t  a  m a j o r  r e g u l a t o r y  f a c t o r  s i m p l y  b e c a u s e  c h a n g e s  

in  t h i s  r a t i o  a r e  s m a l l  (6 6 ).

Y e t  t h e r e  i s  no  d o u b t  t h a t  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  h a v e  a  d r a m a t i c  

e.ffect  u p o n  t h e  T .  p y r i f o r m i s  N A D - I c d h ,  a s  w e l l  a s  i t s  m a m m a l i a n  

c o u n t e r p a r t .  T h e  f a c t  t h a t  A T P  i s  n o t  i n h i b i t o r y  t o  t h i s  e n z y m e ' s  

a c t i v i t y  in  T .  p y r i f o r m i s , b u t  a c t u a l l y  s t i m u l a t e s  N A D - I c d h  a c t i v i t y  

t o  a  r a t e  a b o v e  t h a t  d e t e r m i n e d  in  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  a d e n i n e  n u c l e o t i d e  

p o i n t s  o u t  a  d i v e r g e n c e  f r o m  t h e  m a m m a l i a n  e n z y m e  ( 2 4 ,5 8 ) .  A c t i v a ­

t i o n  b y  A M P  h a s  a l s o  b e e n  n o t e d .  T h e  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  

t h i s  a c t i v a t i o n  of N A D - I c d h  b y  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  o t h e r  t h a n  A D P  is  

u n c l e a r .  It  m a y  s i m p l y  r e p r e s e n t  n o n s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s ,  a s  a p p e a r s  

to  be t h e  c a s e  w i th  r e l a t i v e l y  h ig h  NAD c o n c e n t r a t i o n s  a c t i n g  a s  s u b -
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s t r a t e  f o r  t h e  N A D P - I c d h  in  t h i s  o r g a n i s m .

T h e  p r e c i s e  r o l e  o f  A D P  a c t i v a t i o n  i s  i t s e l f  u n c l e a r ,  s i n c e  

i t s  l e v e l s  a r e  p r e s u m a b l y  a l w a y s  h i g h  in  t h e  m i t o c h o n d r i o n ,  e x c e p t  

u n d e r  s t r i c t l y  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  S t u d i e s  w i t h  i s o l a t e d  h e a r t  

m i t o c h o n d r i a  (67) a n d  a  s o l u b l e  f r a c t i o n  f r o m  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  (6 8 ) 

h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  r e g u l a t i o n  o f  f lux  t h r o u g h  N A D - I c d h  b y  t h e  

A T P / A D P  r a t i o  i s  q u a n t i t a t i v e l y  m u c h  l e s s  t h a n  b y  t h e  N A D /N A D H  

r a t i o .  V e r y  r e c e n t l y  M a c h a d o  a n d  S a t r u s t e g u l  (22) s h o w e d  a l a r g e  

v a r i a t i o n  i n  t h e  T .  p y r i f o r m i s  N A D / N A D H  r a t i o  t h a t  w a s  d e p e n d e n t  

u p o n  l e v e l s  of  o x y g e n a t i o n .  U s i n g  t h e  s a m e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  

R a u g i  e t  a l .  (69) s h o w e d  t h e r e  w a s  no  v a r i a t i o n  i n  A T P ,  A D P  o r  A M P  

l e v e l s .  P a r a d o x i c a l l y ,  c e l l s  a d a p t e d  t o  l o w e r e d  o x y g e n  c o n c e n t r a ­

t i o n s  ( d u r i n g  g r o w t h )  i n c r e a s e d  t h e  r a t e  of  o x i d a t i o n  t h r o u g h  th e  T C A  

c y c l e ,  a n d  t h e s e  c e l l s  s u b j e c t e d  t o  l o w  o x y g e n  d u r i n g  g r o w t h  d e v e l o p e d  

a n  i m p r o v e d  c a p a c i t y  t o  u t i l i z e  o x y g e n  t h a t  p e r s i s t e d  f o r  o v e r  a n  h o u r  

a f t e r  t h e  c e l l s  w e r e  r e t u r n e d  to  a  m o r e  o x y g e n a t e d  c o n d i t i o n  (6 9 ).

In a n y  e v e n t ,  t h e  h i g h  N A D H  l e v e l s  t h a t  a p p e a r  in  c e l l s  s u b ­

j e c t e d  t o  h y p o x i a  (not  a n a e r o b i o s i s ) s h o u l d  i n h i b i t  i s o c i t r a t e  o x i d a t i o n  

t h r o u g h  N A D - I c d h .  In  t h e  p r e s e n c e  o f  A D P ,  h o w e v e r ,  I h a v e  s h o w n  

tha t  t h i s  NADH i n h i b i t i o n  i s  n o t  t o t a l  a s  w o u ld  be  t h e  c a s e  i f  A D P  w e r e  

n o t  p r e s e n t  (See  T a b l e s  9 a n d  13).  T h u s ,  t h e  A D P  a c t i v a t i o n  of  N A D -  

I c d h  m a y  be r e l a t e d  to  m a i n t a i n i n g  a m i t o c h o n d r i a l  a b i l i t y  to  o x id i z e  

i s o c i t r a t e  r a t h e r  t h a n  to  a c t u a l l y  a u g m e n t i n g  t h i s  a c t i v i t y .
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I s h o u ld  a l s o  m e n t i o n  t h a t ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  I h a v e  u s e d  t h e  

r e s u l t s  of  M a c h a d o  a n d  S a t r u s t e g u l  (22),  I m u s t  d i s a g r e e  w i th  m a n y  

of  t h e i r  c o n c l u s i o n s .  T h e i r  e n t i r e  w o r k  w a s  fo u n d e d  on t h e  a s s u m p ­

t i o n  t h a t  t h e r e  i s  no  N A D - I c d h  i n  T_. p y r i f o r m i s  ( 2 2 , 4 5 ) ,  a n d  t h a t  

c o n t r o l  o f  i s o c i t r a t e  m e t a b o l i s m  (and g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s )  

r e s t s  in  N A D P - I c d h .  S i n c e  t h i s  c h a p t e r  r e f u t e s  t h e i r  n o t i o n  t h a t  

N A D - I c d h  i s  a b s e n t  in  t h i s  o r g a n i s m , a l l  o t h e r  m e t a b o l i c  i n t e r p r e ­

t a t i o n s  a s s e r t e d  s h o u l d  be r e v i e w e d .  M u c h  of t h e i r  d i s c u s s i o n  

c e n t e r e d  a r o u n d  t h e  N A D P H / N A D P  r a t i o ,  a l t h o u g h  t h e i r  r e s u l t s  

s h o w e d  t h a t  N A D H / N A D  r a t i o s  w e r e  m o r e  a f f e c t e d  b y  l e v e l s  of 

o x y g e n a t i o n  t h a n  t h e  N A D P H / N A D P  r a t i o s .  T h e y  f e l t  t h a t  t h e  N A D H /  

N A D  r a t i o  h a d  no r e g u l a t o r y  s i g n i f i c a n c e .  Y e t  a  p r e r e q u i s i t e  t o  r e ­

v e r s i n g  g l y c o l y s i s  t o w a r d  g l u c o s e  p r o d u c t i o n  a t  t h e  l e v e l  o f  g l y c e r -  

a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  a  h ig h  N A D H / N A D  r a t i o  in  

t h e  c y t o s o l .

T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  i n h i b i t i o n  of  i s o c i t r a t e  o x i d a t i o n  w i t h i n  th e  

m i t o c h o n d r i o n  o c c u r s  d u r i n g  c o n d i t i o n s  f a v o r a b l e  f o r  t h e  i n d u c e m e n t  

of  g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s  (h y p o x ia )  s e e m s  r e m o t e  i f  b o t h t h e  T C A  

c y c l e  a n d  r e s p i r a t i o n  a r e  o c c u r r i n g  a f t e r w a r d  a t  n o r m a l  r a t e s .  M y  

o w n  d a t a  s h o w e d  t h a t  N A D - I c d h  h a d  t h e  p o t e n t i a l  to  c o n t i n u e  t o  f u n c ­

t ion  u n d e r  low  o x y g e n a t i o n - h i g h  NADH c o n d i t i o n s  (See T a b l e  14). 

H o w e v e r ,  R a u g i  et  a l .  (69) a n d  S te in  a n d  B l u m  (70) h a v e  s h o w n  t h a t  

c e l l s  g r o w n  u n d e r  h y p o x i c  c o n d i t i o n s  d e v e l o p  t h e  a b i l i t y  to  u s e
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o x y g e n  m o r e  e f f i c i e n t l y ,  w i t h  t h e  K r e b s  c y c l e  a n d  r e s p i r a t i o n  c o n ­

t i n u i n g  a t  r a t e s  c o m p a r a b l e  to  c e l l s  g r o w n  u n d e r  h i g h e r  o x y g e n  t e n ­

s i o n s .  T h u s ,  i t  d o e s  n o t  a p p e a r  p o s s i b l e ,  e x c e p t  u n d e r  s t r i c t l y  a n ­

a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  t h a t  i n h i b i t i o n  of  N A D - I c d h  c o n t r o l s  t h e  f lu x  of  

i s o c i t r a t e  ou t  of  t h e  m i t o c h o n d r i o n  a s  I  h a d  s u g g e s t e d  i n  c h a p t e r  1. 

H o w e v e r ,  t h i s  d o e s  n o t  p r e c l u d e  a  n o r m a l  f lux  of  i s o c i t r a t e  o u t  of  

t h e  m i t o c h o n d r i o n .  A l s o ,  c i t r a t e  e x i t  f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a  c o u ld  

c o n s t i t u t e  a  n e t  i s o c i t r a t e  f lu x  o u t ,  b e c a u s e  a b o u t  50% o f  t h e  Th p y ­

r i f o r m i s  a c o n i t a s e  i s  c y t o s o l i c  (15,  71).  O n c e  t h e  i s o c i t r a t e  (o r  

c i t r a t e )  l e a v e s  t h e  m i t o c h o n d r i a ,  i t s  o x i d a t i o n  b y  N A D P - I c d h  cou ld  

b e  p r e v e n t e d  b y  h i g h  N A D P H / N A D P  r a t i o s  in  t h e  c y t o s o l ,  t h u s  p e r ­

m i t t i n g  i s o c i t r a t e  l y a s e  t o  u s e  t h e  a v a i l a b l e  i s o c i t r a t e .  W h e t h e r  

o r  n o t  t h e  N A D P H / N A D P  r a t i o ( l .  7 - M a c h a d o  a n d  S a t r u s t e g u l )  i s  

s u f f i c i e n t  t o  i n h i b i t  N A D P - I c d h  e n o u g h  f o r  i s o c i t r a t e  l y a s e  t o  c o m ­

p e t e  s u c c e s s f u l l y  w i t h  i t  f o r  i s o c i t r a t e  c a n n o t  be  s t a t e d  w i t h  c e r ­

t a i n t y .  H o w e v e r ,  u s i n g  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  r a t i o  o f  N A D  P H /  

N A D P  a s  M a c h a d o  a n d  S a t r u s t e g u l  found (1. 5) I  r e t a i n e d  a s  m u c h  

a s  60% of  t h e  N A D P - I c d h  a c t i v i t y  (See  T a b l e s  9 a n d  13).  T h u s ,  i t  

s e e m s  t h a t  t h e  N A D P - I c d h  i s  s t i l l  f u n c t i o n i n g  w e l l  e n o u g h  t o  c o m p e t e  

f a v o r a b l y  w i t h  i s o d t r a t e  l y a s e  f o r  i s o c i t r a t e .

A l t e r n a t i v e l y ,  a s  p r e s e n t e d  in  c h a p t e r  1, t h e  s o u r c e  o f  i s o ­

d t r a t e  f o r  t h e  g ly o x  l a t e  c y c l e  m a y  no t  b e  t h e  m i t o c h o n d r i o n  a t  a l l .  

S i n c e  t h e  i s o c i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  in w h o le  c e l l s  t h a t  a r e  a c t i v e l y



s y n t h e s i z i n g  g l u c o s e  i s  o n ly  5 m i c r o m o l a r  ( 2 3 ) - f a r  t o o  l o w  a  c o n ­

c e n t r a t i o n  f o r  i s o c i t r a t e  l y a s e  t o  f u n c t i o n  (7 1 ,  7 2 ) - t h e r e  m u s t  

b e  e i t h e r  a  t r a n s p o r t  s y s t e m  i n v o l v e d  in  a c c u m u l a t i n g  i s o c i t r a t e  

o r  a  s y n t h e s i s  of  i s o c i t r a t e  n e a r  t h e  s i t e  o f t h e  g l y o x y l a t e  b y p a s s  

r e a c t i o n s .  A c c u m u l a t i n g  i s o c i t r a t e  w o u l d  s t i l l  r e q u i r e  i n h i b i t i o n  

o f  t h e  N A D P - I c d h  i n  b o t h  t h e  c y t o s o l  a n d  p e r o x i s o m e .  I n s t e a d ,  

t h e  h i g h  N A D H / N A D  o r  N A D P H / N A D P  r a t i o s  t h a t  a c c o m p a n y  c o n d ­

i t i o n s  f a v o r a b l e  f o r  g l u c o n e o g e n e s i s  c o u l d  f u e l  t h e  r e v e r s e  r e a c t i o n  

of  N A D P - I c d h .  A s  s h o w n  in  c h a p t e r  1, t h e  r e d u c t i v e  c a r b o x y l a t i o n  

of  e x - k e t o g l u t a r a t e  b y  N A D P - I c d h  w a s  found  to  w o r k  w i t h  e i t h e r  

N A D H  o r  N A D P H  (See  T a b l e  7) . A l s o ,  C O 2  f i x a t i o n  i n t o  i s o c i t r a t e  

i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  a v a i l a b l e  t r a c e r  d a t a  (8 , 73).  V a n  N i e l  e t  a l .

(7 3) found  t h a t  CC>2  w a s  f i x e d  i n  t h e  c a r b o x y l  g r o u p s  of  s u c c i n a t e .  

T h i s  i s  w h e r e  i t  s h o u l d  b e  if  «  - k e t o g l u t a r a t e  r e a c t e d  w i t h  C O 2  a n d  

N A D ( P ) H  t o  f o r m  i s o c i t r a t e  a n d  t h i s  i s o c i t r a t e  t h e n  w a s  c l e a v e d  t o  

f o r m  s u c c i n a t e  a n d  g l y o x y l a t e  b y  i s o c i t r a t e  l y a s e .  H o g g  ( 8 ) s h o w e d  

t h a t  l - [  ^ C ] - a c e t a t e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  g l y c o g e n  w a s  e x c l u s i v e l y  i n t o  

t h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  c a r b o n s  of  g l u c o s e .  T h i s  i s  p r e c i s e l y  w h e r e  i t  

s h o u l d  b e  l o c a t e d  i f  t h e  C O 2  g e n e r a t e d  f r o m  t h e  l a b e l e d  1 - c a r b o n  o f  

a c e t a t e  ( l a b e l e d  C O 2  o r  s u c c i n a t e  m u s t  b e  g e n e r a t e d  f r o m  t h i s  1 - 

c a r b o n  p o s i t i o n ,  i f  t h i s  a c e t a t e  e v e n t u a l l y  c o n d e n s e s  w i t h  o x a l o -  

a c e t a t e  o r  g l y o x y l a t e )  w a s  f ix e d  in t o  o t  - k e t o g l u t a r a t e  to  f o r m  i s o ­

c i t r a t e .  I s o c i t r a t e  in  t u r n  w o u ld  go t h r o u g h  a n  a l d o h l ik e  i n t e r c o n ­



v e r s i o n  t o  l a b e l e d  s u c c i n a t e  a n d  u n l a b e l e d  g l y o x y l a t e  by  i s o c i t r a t e  

l y a s e .  If t h e  c a r b o x y l - l a b e l e d  s u c c i n a t e  t h e n  g o e s  t o  g l u c o s e ,  o n ly  

t h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  c a r b o n s  s h o u ld  b e  l a b e l e d .  A n  a l t e r n a t e  e x p l a n ­

a t i o n  of  t h i s  l a b e l in g  p a t t e r n  h a s  t h e  CC>2  f i x a t i o n  o c c u r r i n g  on  p h o s -  

p h o e n o l p y r u v a t e ,  w i t h  e q u i l i b r a t i o n  o f  ; t h e  c a r b o x y l s  on  o x a l o a c e t a t e  

(74) w i t h  s u c c i n a t e  v ia  K r e b s  c y c l e  r e a c t i o n s ,  a n d  a  s u b s e q u e n t  r e ­

t u r n  t o  p h o s p h o e n o l p y r u v a t e .  H o w e v e r ,  s u c h  a  p a t h  w o u ld  b e  e n e r ­

g e t i c a l l y  w a s t e f u l .

S i n c e  t h e  d e f i n i t i v e  w o r k  of M u l l e r  e t  a l .  (15) i t  h a s  b e e n  

a s s u m e d  t h a t  g l u c o n e o g e n e s i s  t h r o u g h  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  o c c u r r e d  

a t  t h e  e x p e n s e  of  t h e  t r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e  (TCA )  in  Tk p y r i f o r m i s  

(8 ). T h e  b a s i s  o f  t h i s  a s s e r t i o n  s t e m s  f r o m  t h e  f a c t  t h a t  b o t h  t h e  

T C A  c y c l e  a n d  g l u c o n e o g e n e s i s  r e q u i r e  c o m m o n  i n t e r m e d i a t e s  a n d  

e n z y m e s  t h a t  a r e  found  in  t h e  m i t o c h o n d r i o n .  Y e t  R a u g i  e t  a l .  a n d  

B lupn  a n d  S t e i n  (69,  70) h a v e  s h o w n  t h a t  the T C A  c y c l e  i s  f u n c t i o n i n g  

a s  w e l l  o r  b e t t e r  w h i l e  g l u c o n e o g e n e s i s  t h r o u g h  t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e  

i s  o c c u r r i n g .  T h u s ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  g l u c o n e o g e n i c  p a t h w a y  t h a t  

i s  i n d e p e n d e n t  of  t h e  m i t o c h o n d r i o n  a n d / o r  t h e  T C A  c y c l e  s h o u ld  be  

c o n s i d e r e d .  T h e  n e x t  c h a p t e r  d e a l s  s p e c i f i c a l l y  w i t h  n e w  e v i d e n c e  

f o r  t h i s  c o n c e p t .
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C H A P T E R  3

SUB C E L L U L A R  C H A N G E S  A N D  T H E I R  R E L A T I O N S H I P  

T O  G L U C O N E O G E N E S I S



9.5

I N T R O D U C T I O N

T w o  i n t e r r e l a t e d  p e r s p e c t i v e s  h a v e  d o m i n a t e d  t h e  s t u d y  of  

i n t e r m e d i a r y  m e t a b o l i s m  f o r  o v e r  40  y e a r s :  1. t h e  i d e n t i f i c a t i o n  

of  i n t e r m e d i a r y  c o m p o u n d s  f r o m  s u b s t r a t e s  a n d  2 . t h e  d i s c o v e r y  

a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h o s e  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  

a n d  c o n s u m p t i o n  of  t h o s e  i n t e r m e d i a t e s .  O v e r  t h e  l a s t  t e n  t o  f i f ­

t e e n  y e a r s  f u r t h e r  c l a r i f i c a t i o n  of  t h e  r e g u l a t i o n  of  e u c a r y o t i c  m e t ­

a b o l i s m  h a s  f o c u s e d  on  e n z y m e  m e c h a n i s m s ,  i n t r a c e l l u l a r  c o m -  

p a r t m e n t a t i o n  of  e n z y m e s ,  d e t e r m i n a t i o n s  of  t h e  i n t r a c e l l u l a r  f lux  

of  i n t e r m e d i a t e s  f r o m  m u l t i - e n z y m e  p a t h w a y s  (o r  c y c l e s )  w i th i n  

e a c h  c o m p a r t m e n t  a n d  t h e  v a r i o u s  t r a n s p o r t  s y s t e m s  n e c e s s a r i l y  

i n v o l v e d  in  l i n k i n g  o v e r a l l  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m  w i t h  t h a t  in  e a c h  

c o m p a r t m e n t .  T y p e s  o r  k in d s  of  c o m p a r t m e n t s  ( o r g a n e l l e s )  h a v e  

b e e n  f u r t h e r  c l a s s i f i e d  b y  t h e i r  e n z y m i c  c o m p o s i t i o n  a n d  b y  t h e i r  

a p p e a r a n c e  u n d e r  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  T h e  c o m b i n e d  f a c t s  

t h a t  m o s t  o r  a l l  o f  t h e  p r o t e i n  c o m p o n e n t s  o f  t h e s e  o r g a n e l l e s  a r e  

s y n t h e s i z e d  o u t s i d e  of  t h e m  a n d  t h a t  t h e r e  i s  a  u n i f o r m i t y  of  s e q u e ­

s t r a t i o n  of  t h e s e  o r g a n e l l e - c h a r a c t e r i z i n g  p r o t e i n s  i n t o  d i s t i n c t  

p a r t i c l e s  h a v e  l e d  t o  t h e  r a p i d l y  g r o w i n g  s t u d y  o f  o r g a n e l l e  b i o g e n e s i s .  

A l t h o u g h  e a c h  o r g a n e l l e  can  be  r e p r e s e n t e d  a s  a  s e p a r a t e  e n t i t y  

w i t h i n  e u c a r y o t i c  c e l l s ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  e a c h  i s  s i m p l y  p a r t  o f  a  c o m ­

p l e x  s u b c e l l u l a r  o r g a n i z a t i o n  t h a t  i s  c o o r d i n a t e d  a n d  c o n t r o l l e d  by



96

t h e  n e e d s  of  t h e  w h o le  c e l l .  R e m o v a l  a n d  i s o l a t i o n  o f  a n y  p a r t i c u l a r  

p a r t  of  t h e  w h o le  c e l l  m u s t  b e  v i e w e d  w i t h  t h e  u n d e r s t a n d i n g  t h a t  i t s  

f u n c t i o n  h a s  b e e n  d i s r u p t e d .

In  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s , t h e  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  g l y c o ­

g e n  f r o m  f a t s  r e q u i r e s  t h e  i n t e g r a t i o n  of  e n z y m e s  found  in  a t  l e a s t  

t h r e e  s u b c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s  ( m i t o c h o n d r i o n ,  p e r o x i s o m e  a n d  

c y t o s o l ) .  T h e  i n t r a c e l l u l a r  o r g a n i z a t i o n  f o r  s u c h  a  p a t h w a y  h a s  

b e e n  h y p o t h e s i z e d  t o  b e  e x c e e d i n g l y  c o m p l e x  ( 8 ). C h a p t e r s  1 a n d  2 

h a v e ,  in  f a c t ,  b e e n  a t t e m p t s  a t  e x p l a i n i n g  t h e  p o s s i b l e  r o l e ( s )  t h a t  

i s o c i t r a t e  m e t a b o l i s m  p l a y s  in  g l y c o g e n  s y n t h e s i s .  D u e  to  t h e  p a r ­

o c h i a l  n a t u r e  of  s i n g l i n g  ou t  a n  e n z y m e  a c t i v i t y  a n d  r e l a t i n g  i t  to  

a  c o m p l e x  m e t a b o l i c  p a t h w a y  t h e  c o n c l u s i o n s  of  t h i s  w o r k  a r e  t e n ­

t a t i v e  a t  b e s t .  I  h a v e ,  m o r e  r e c e n t l y ,  t u r n e d  m y  a t t e n t i o n  t o  a  p h e ­

n o m e n o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  s t r u c t u r a l  c h a n g e  t h a t  m a y  be  i n v o l v e d  in  

g l y c o n e o g e n e s i s .

M y  i n t e r e s t  in  s u c h  p h e n o m e n o n  b e g a n  w i t h  c e r t a i n  a n o m a ­

l o u s  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  d e v e l o p m e n t  of  t h e  s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n a t i o n  

p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  in  c h a p t e r  2.  F r a c t i o n a t i o n  e x p e r i m e n t s  of  

h o m o g e n a t e s  f r o m  lo g  p h a s e  c e l l s  of  T .  p y r i f o r m i s  s h o w e d  t h a t  e n ­

z y m e  m a r k e r s  f o r  l y s o s o m e s ,  p e r o x i s o m e s  a n d  m i t o c h o n d r i a  s e p a ­

r a t e  f r o m  e a c h  o t h e r  b y  c e n t r i f u g a t i o n  t h r o u g h  a d i s c o n t i n u o u s  s u c ­

r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  ( F i g u r e  7).  H o m o g e n a t e s  f r o m  s t a t i o n a r y  

p h a s e  c e l l s  s h o w e d  a v e r y  s i m i l a r  d e n s i t y  g r a d i e n t  s e p a r a t i o n  fo r



m i t o c h o n d r i a l  a n d  p e r o x i s o m a l  e n z y m e s .  H o w e v e r ,  a  l a r g e  p r o ­

p o r t i o n  of  m i t o c h o n d r i a l  a n d  p e r o x i s o m a l  e n z y m e s ,  a s  w e l l  a s  a l ­

m o s t  a l l  o f  t h e  l y s o s o m a l  m a r k e r  w e r e  fo u n d  t o g e t h e r  a t  a  l o w e r  

s u c r o s e  d e n s i t y  ( F i g u r e  8 ). I n s t e a d  o f  t h i s  p h e n o m e n o n  b e i n g  a n  

a r t i f a c t  o f  t h e  s e p a r a t i o n  p r o c e d u r e ,  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  h a v e  

p r o v i d e d  e v i d e n c e  f o r  s i g n i f i c a n t  s t r u c t u r a l  a l t e r a t i o n s  w i t h i n  t h e  

c e l l  t h a t  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  a c c u m u l a t i o n  of  e n z y m e s  

k n o w n  t o  o r i g i n a t e  f r o m  d i f f e r e n t  o r g a n e l l e s .  I n d u c i n g  t h e  s t a ­

t i o n a r y  p h a s e  of  g r o w t h  in  c e l l s  t a k e n  f r o m  log p h a s e  c u l t u r e s  b y  

d e c r e a s i n g  t h e  o x y g e n  t e n s i o n  g e n e r a t e d  a  s o m e w h a t  i n t e r m e d i a t e  

s t a t e  w i t h  r e s p e c t  t o  b o t h  t h e  m a r k e r  e n z y m e  d i s t r i b u t i o n  i n  t h e  

s u c r o s e  g r a d i e n t  a n d  t h e  s t r u c t u r a l  a l t e r a t i o n s  v i s u a l i z e d  b y  e l e c ­

t r o n  m i c r o g r a p h s .  I  p r o p o s e  t h a t  t h i s  s u p r a m o l e c u l a r  r e g r o u p i n g  

of  e n z y m e s  a n d  s u b c e l l u l a r  s t r u c t u r e  h a s  f u n c t i o n a l  s i g n i f i c a n c e  

in  f a c i l i t a t i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n  f r o m  f a t s  i n  Th p y r i f o r m i s .
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

G r o w t h  a n d  h a r v e s t i n g  o f  c e l l s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  in  

c h a p t e r  1 .

A c t i v a t i o n  of  g l u c o n e o g e n e s i s  i n  l o g  p h a s e  c e l l s .  T o  i n d u c e  

l o g  p h a s e  c e l l s  t o  d e v e l o p  t h e  c a p a b i l i t y  o f  s y n t h e s i z i n g  g l y c o g e n  

f r o m  f a t s , c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  m l  o f  d i l u t e  

R i n g e r  p h o s p h a t e  b u f f e r  (17) s u c h  t h a t  a l l  s u s p e n s i o n s  h a d  a  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  4% ( v / v )  a s  d e t e r m i n e d  b y  c e n t r i f u g a l  p a c k i n g  i n  a 

C o n s t a b l e  p r o t e i n  t u b e .  T h e s e  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  t h e n  p l a c e d  in  

a  125 m l  E r l e n m e y e r  f l a s k  f o r  4 h o u r s .  T h e  r e s u l t a n t  d e c r e a s e  in  

o x y g e n  t e n s i o n  t h a t  o c c u r s  in  s u c h  " d e e p "  c u l t u r e s  ( 1 4 , 6 9 ,  70) h a s  

a l s o  b e e n  s h o w n  t o  r a p i d l y  t e r m i n a t e  c e l l  d i v i s i o n  ( 1 4 , 7 0 ) .

S u b c e l l u l a r  f r a c t i o n a t i o n  a n d  c e l l  d i s r u p t i o n . T h e  m e t h o d s  

u s e d  f o r  t h e s e  p r o c e d u r e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  in  c h a p t e r  2.  In  one  

s e t  o f  e x p e r i m e n t s  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  u p p e r  p a r t  o f  t h e  g r a d i e n t  w a s  

a l t e r e d  t o  d e c r e a s e  t h e  d e n s i t y  o f  f r a c t i o n  8 . T h e  g r a d i e n t  w a s  p r e ­

p a r e d  a s  b e f o r e  e x c e p t  t h a t  2 m l  o f  0. 2 5 M  D - m a n n i t o l  w a s  a d d e d  on 

t o p  o f  t h e  40% ( w / w )  s u c r o s e .  A f t e r  4 - 5  h o u r s  t h e r e  w a s  c o n s i d e r ­

a b l e  m i x i n g  b e t w e e n  t h e  t o p  l a y e r  of  s u c r o s e  a n d  t h e  m a n n i t o l  l a y e r ,  

t h u s  r e d u c i n g  t h e  d e n s i t y  of  t h e  e v e n t u a l  f r a c t i o n  8 . O n l y  4 m l  of  

f r e s h l y  p r e p a r e d  h o m o g e n a t e  w a s  t h e n  l a y e r e d  on t o p  o f  t h i s  g r a d ­

i e n t .  A l l  o t h e r  p r o c e d u r e s  r e m a i n e d  t h e  s a m e  a s  b e f o r e .
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E n z y m e  a s s a y s , p r o t e i n  a n d  g l y c o g e n  d e t e r m i n a t i o n .  S u c c i n ­

a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  in 

M u l l e r  e t  a l .  (15); f u m a r a s e  (51); c i t r a t e  a n d  m a l a t e  s y n t h a s e  (75); 

i s o c i t r a t e  l y a s e  (50); f a t t y  a c y l - C o A  o x i d a s e ( 7 6 ) ;  c a t a l a s e  (49); m a l ­

a t e  d e h y d r o g e n a s e  (77);  a c i d  p h o s p h a t a s e  (53); a s p a r t a t e -  c< - k e t o g l u t ­

a r a t e  t r a n s a m i n a s e  (78);  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  (52); g l u c o s e  6 - 

p h o s p h a t e  i s o m e r a s e  (79) a n d  f a t t y  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e  (19).  

N A D -  a n d  N A D P - I c d h  w e r e  a s s a y e d  b y  m e t h o d s  d e s c r i b e d  h e r e  

p r e v i o u s l y .  L a c t a t e  o x i d a s e  w a s  a s s a y e d  i n  t h e  m a n n e r  o f  th e  f a t t y  

a c y l - C o A  o x i d a s e ,  e x c e p t  t h a t  L - l a c t a t e  a t  3 0 m M  r e p l a c e d  b u t y r y l -  

CoA .  j ^ - o x i d a t i o n  w i t h  b u t y r y l -  CoA a n d  l a u r y l - C o A  w a s  m e a s u r e d  

a c c o r d i n g  t o  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d  of  C o o p e r  a n d  B e e v e r s  

(18).  A l l  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  on  a  G i l f o r d  240 o r  2400  r e c o r d ­

in g  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  3 0 ° C .  A l l  e n z y m e s  w e r e  a s s a y e d  in  t h e  

• p r e s e n c e  o f  0.  0 6 7 % (v /v )  T r i t o n  X -  100, e x c e p t  i s o d t r a t e  l y a s e ,  m a l ­

a t e  s y n t h a s e  a n d  c i t r a t e  s y n t h a s e .

T h e  m e t h o d s  u s e d  f o r  e x t r a c t i n g  a n d  i s o l a t i n g  p r o t e i n  w e r e  

d e s c r i b e d  in  c h a p t e r  1. G l y c o g e n  w a s  i s o l a t e d  f r o m  f r e s h  c e l l s ,  

p a r t i c l e s  o r  s u p e r n a t a n t s  b y  s u s p e n s i o n  in  1 N co ld  p e r c h l o r i c  a c i d  

(1:1)  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of  0. 5 N a n d  s o n i c a t i n g  w i t h  a B r a n s o n  

S o n i f i e r  C e l l  D i s r u p t o r  ( m o d e l  W140D) f o r  30 s e c o n d s  a t  s e t t i n g  5. 

T h e  i c e - c o l d  s o n i c a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  1000 x g 

in  a n  I n t e r n a t i o n a l  c e n t r i f u g e  a n d  t h e  p e l l e t  ( l i p id s ,  n u c l e i c  a c i d s  and



p r o t e i n )  w a s  w a s h e d  t w i c e  m o r e  w i t h  0.  5 N p e r c h l o r i c  a c i d .  A l l  

s u p e r n a t a n t s  w e r e  c o m b i n e d ,  m i x e d  v i g o r o u s l y  w i t h  1 . 2  v o l u m e s

of a b s o l u t e  e t h a n o l  a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  a t  0 - 5 ° C  o v e r n i g h t .  T h e
«*

g l y c o g e n  p r e c i p i t a t e  w a s  p e l l e t e d  a t  1 0 0 0  x  g f o r  t e n  m i n u t e s  in  a n  

I n t e r n a t i o n a l  c e n t r i f u g e  a n d  w a s h e d  t w o  t i m e s  w i t h  a b s o l u t e  e t h a n o l  

b e f o r e  t h e  g l y c o g e n  w a s  r e d i s s o l v e d  i n  0.  05 N N a O H .  F o r  r a d i o ­

t r a c e r  e x p e r i m e n t s ,  0 . 0 5 - 0 .  10 m l  o f  t h i s  g l y c o g e n  s o l u t i o n  w a s  

a d d e d  d i r e c t l y  t o  5 m l  o f  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l  (80) a n d  c o u n t e d .  

T o t a l  g l y c o g e n  w a s  a n a l y z e d  b y  the  a n t h r o n e  m e t h o d ,  u s i n g  g l u ­

c o s e  a s  a  s t a n d a r d ( 8 1 ) .

E L E C T R O N  M I C R O S C O P Y

C e l l  p r e p a r a t i o n s . S u s p e n s i o n s  of  c e l l  c u l t u r e s  w e r e  f i x e d  

f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  b y  a d d i n g  a n  e q u a l  v o l u m e  of  6 % ( v /v )  

g l u t a r a l d e h y d e  p r e p a r e d  in  0.  1M S o r e n s e n ' s  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 

7. 2) a t  2 5 ° C .  H e n c e ,  t h e  f i n a l  f i x a t i v e  w a s  3% g l u t a r a l d e h y d e  in  

0. 0 5 M  p h o s p h a t e  b u f f e r .  A f t e r  10 m i n u t e s  a t  2 5 ° C ,  t h e  c e l l  s u s ­

p e n s i o n  w a s  c h i l l e d  t o  5 ° C  a n d  f ix ed  f o r  a n  a d d i t i o n a l  50 m i n u t e s .  

F i x e d  c e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  g e n t l e  c e n t r i f u g a t i o n  (200 x  g f o r  5 

m i n u t e s )  in  a n  I n t e r n a t i o n a l  c e n t r i f u g e .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e ­

m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t  o f  c e l l s  w a s  r e s u s p e n d e d  in  a  d r o p  of  0 . 8 % 

I o n a g a r  t h a t  w a s  c o o l e d  to  3 8 ° C  b e f o r e  a d d i t i o n .  T h e  p e l l e t  w a s  

d i s p e r s e d  in t h e  a g a r  b y  f l i c k i n g  t h e  t i p  of  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e  v i g ­

o r o u s l y  a n d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  a d d i t i o n  o f  t h e  a g a r  d r o p .  T h e  a g a r
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s u s p e n s i o n  w a s  s o l i d i f i e d  b y  c h i l l i n g  in  a n  i c e  b a t h  a n d  t h e  r e s u l t ­

i n g  b l o c k  w a s  f l o a t e d  up  i n  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e  b y  a d d i n g  c h i l l e d

S o r e n s o n ' s  p h o s p h a t e  b u f f e r .  T h e  a g a r  b l o c k  w a s  cu t  i n t o  c u b e s

3
a p p r o x i m a t e l y  1 m m  i n  v o l u m e ,  w a s h e d  in  c o l d  b u f f e r  f o r  5 m i n ­

u t e s  a n d  p o s t - f i x e d  f o r  2 h o u r s  a t  5 °C  in  2% ( w / v )  o s m i u m  t e t r o x -  

i d e  p r e p a r e d  in  0.  05M  S o r e n s o n ' s  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7. 2).  T h e  

f i x e d  c e l l s ,  e n c l o s e d  i n  t h e  a g a r  c u b e s ,  w e r e  w a s h e d  i n  d e i o n i z e d  

w a t e r ,  d e h y d r a t e d  i n  a  g r a d e d  a c e t o n e  s e r i e s  a n d  e m b e d d e d  in  

L X 1 1 2  e p o x y  r e s i n  (L ad d  R e s e a r c h  I n d u s t r i e s ,  B u r l i n g t o n ,  V t .  ).

C e l l  f r a c t i o n  p r e p a r a t i o n s . C e l l  f r a c t i o n  s u s p e n s i o n s  w e r e  

f i x e d  f o r  1 h o u r  a t  5 ° C  b y  a d d i n g  a n  e q u a l  v o l u m e  of g l u t a r a l d e ­

h y d e  f i x a t i v e  a s  p r e p a r e d  f o r  w h o l e  c e l l s .  A n  a l i q u o t  o f  t h e  s u s ­

p e n s i o n  (0. 1 - 0 .  3 m l )  w a s  c o l l e c t e d  on a  1 3 m m  d i a m e t e r  M i l l i p o r e  

f i l t e r  w i t h  0 . 2 2  m i c r o m e t e r  p o r e  s i z e  ( M i l l i p o r e  C o r p o r a t i o n ,  

B e d f o r d ,  M a s s . )  u n d e r  g e n t l e  n i t r o g e n  p r e s s u r e  (82).  T h e  t h i n  

l a y e r  of  c e l l  f r a c t i o n  w a s  p r o t e c t e d  b y  c o v e r i n g  i t  w i t h  a n  o p p o s ­

i n g  l a y e r  o f  f ix e d  r e d  b l o o d  c e l l s  p r e v i o u s l y  c o l l e c t e d  o n  a  0 . 4 5  

m i c r o m e t e r  p o r e  s i z e  M i l l i p o r e  f i l t e r .  T h e  " s a n d w i c h e d "  p r e ­

p a r a t i o n  w a s  g e n t l y  s e c u r e d  in  a  s c r e w  c l a m p ,  w a s h e d  in  0.  05M  

p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 2 )  a t  5 °C  a n d  p o s t - f i x e d  f o r  2 h o u r s  in  2% 

o s m i u m  t e t r o x i d e  (5°C)  p r e p a r e d  a s  f o r  w h o l e  c e l l s .  T h e  f ixed  

p r e p a r a t i o n  w a s  w a s h e d  i n  d e i o n i z e d  w a t e r  a n d  d e h y d r a t e d  in  a 

g r a d e d  e t h a n o l  s e r i e s .  T h e  d e h y d r a t e d  w a f e r  w a s  r e l e a s e d  f r o m
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t h e  c l a m p  a n d  d e p o s i t e d  i n  1 0 0 % a c e t o n e  in  a s e a l e d  c o n t a i n e r .  

A f t e r  12 h o u r s ,  t h e  M i l l i p o r e  f i l t e r s  had  d i s s o l v e d  r e l e a s i n g  th e  

t h i n  d i s c  c o n t a i n i n g  t h e  f r a c t i o n  w h i c h  w a s  f u r t h e r  d e h y d r a t e d  in  

t h r e e  c h a n g e s  o f  1 0 0 % a c e t o n e  a n d  e m b e d d e d  i n  a  f l a t  m o l d  u s i n g  

L X  112 e p o x y  r e s i n .

S e c t i o n  p r e p a r a t i o n s . U l t r a t h i n  s e c t i o n s  ( s i l v e r - g r a y  to  

s i l v e r - g o l d )  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a  d i a m o n d  k n i f e ,  m o u n t e d  in  a 

P o r t e r - B l u m  M T - 2  u l t r a m i c r o t o m e ,  c o l l e c t e d  on  u n c o a t e d  c o o p e r  

g r i d s ,  a n d  s t a i n e d  u s i n g  R e y n o l d s '  l e a d  c i t r a t e  (82) a n d / o r  u r a n y l  

a c e t a t e  s o l u t i o n  p r e p a r e d  in  a  1 0 % (v /v )  e J h a n o i / w a t e r  s o l u t i o n .  

S e c t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  a  P h i l i p s  E M  200 e l e c t r o n  m i c r o ­

s c o p e  o p e r a t e d  a t  60 k.V.
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R E S U L T S

T h r e e  t y p e s  o f  p a r t i c l e s ,  m a r k e d  b y  e n z y m e s  s p e c i f i c  t o  e a c h  

s h o w  d i f f e r e n t  a n d  c h a r a c t e r i s t i c  p a t t e r n s  of  d i s t r i b u t i o n  w i t h i n  t h e  

s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  ( s e e  F i g u r e s  7 a n d  8 ). W h e n  log p h a s e  c e l l s  

a r e  u s e d ,  f r a c t i o n s  of  p e a k  e n z y m e  a c t i v i t y  f o r  e a c h  o r g a n e l l e  m a r k e r  

a r e  s e p a r a t e d  b y  a t  l e a s t  one  f r a c t i o n  ( s e e  F i g u r e  7).  F r a c t i o n  3 

r e p r e s e n t s  p e r o x i s o m e s ,  f r a c t i o n  5 r e p r e s e n t s  m i t o c h o n d r i a  a n d  

f r a c t i o n  7 r e p r e s e n t s  l y s o s o m e s .  N A D P - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e  h a s  b e e n  found  in  t h e  p e r o x i s o m e ,  m i t o c h o n d r i o n  a n d  c y t o s o l  

of T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  (15) .  T h e  e q u i l i b r i u m  d e n s i t i e s  r e p o r t e d  

f o r  t h e s e  o r g a n e l l e s  by  d e  D u v e ' s  l a b o r a t o r y  (15)— p e r o x i s o m e - 1. 235 ;  

m i t o c h o n d r i a - 1. 214 ;  a n d  l y s o s o m e s - 1 .  182r- f a l l  w i t h i n  t h e  r a n g e  of 

t h e s e  d i s c o n t i n u o u s - g r a d i e n t  f r a c t i o n s  b y  a p p r o p r i a t e  e n z y m e  m a r k e r s .

F r a c t i o n  D e n s i t y  R a n g e  ( m g / m l )
1 1 . 2 9 7 - 1 .  295
2 1 . 2 9 5 - 1 .  234
3 1 . 2 3 4 - 1 . 2 2 5
4 1 . 2 2 5 - 1 . 2 1 5
5 1 . 2 1 5 - 1 . 2 0 6
6  1 . 2 0 6 - 1 .  197
7 1 . 1 9 7 - 1 . 1 8 0
8  1 . 1 8 0 - 1 . 1 6 5
9 0. 2 5M m a n n i t o l

W h e n  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  a r e  u s e d  th e  s a m e  p e a k s  f o r  m i t o ­

c h o n d r i a l  a n d  p e r o x i s o m a l  m a r k e r s  a r e  found  a s  in  log p h a s e ,  bu t  

a l l  o f  t h e s e  e n z y m e  m a r k e r s  e x h i b i t  p e a k s  in  f r a c t i o n  8 . L y s o s o m e s  

a r e  found  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  in  f r a c t i o n  8  ( F i g u r e  Bg). T h e r e  i s  a  

s u b s t a n t i a l  r e d i s t r i b u t i o n  of  p r o t e i n  in to  f r a c t i o n  8  w h e n  c e l l s  go f r o m
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lo g  t o  s t a t i o n a r y  p h a s e  o f  g r o w t h  ( F i g u r e s  7h a n d  8 h).  P y r u v a t e  

k i n a s e ,  p r e v i o u s l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c y t o s o l  of  T_. p y r i f o r m i s  (84) 

i s  found  p a r t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  the  p e r o x i s o m e s  a n d  f r a c t i o n  8  f r o m  

s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ( s e e  F i g u r e s  15 a n d  16).  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  

c y t o s o l i c  u p t a k e  b y  p e r o x i s o m e s  a n d  t h e  p a r t i c l e s  of  f r a c t i o n  8  i s  

p a r t i a l l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s u b s t a n t i a l  p r o t e i n  r e d i s t r i b u t i o n .

T h i s  p h e n o m e n o n  of  e n z y m e s  a n d  t o t a l  h o m o g e n a t e  p r o t e i n  

p e a k i n g  a t  a  l o w e r  d e n s i t y  f r a c t i o n  w h e n  t h e  c e l l s  a r e  i n  t h e  n o n ­

d i v i d i n g  s t a t e  d o e s  no t  r e p r e s e n t  s o l u b i l i z a t i o n .  A n  i n c r e a s e  of  s o l u b l e  

e n z y m e s  w o u l d  b e  r e f l e c t e d  by a n  i n c r e a s e  in  a c t i v i t y  i n  f r a c t i o n  9 .

W i th  t h e  e x c e p t i o n  o f  p y r u v a t e  k i n a s e  a n d  N A D P - I c d h ,  no e n z y m e  s t u d i e d  

h e r e  w a s  fo u n d  i n  a n y  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  i n  f r a c t i o n  9. F u r t h e r m o r e ,  

m a n y  of t h e  e n z y m e s  f o u n d  i n  f r a c t i o n  8  d i s p l a y e d  l a t e n c y ( d a t a  no t  

s h o w n ) .  A l s o ,  w h e n  t h e  g r a d i e n t  i s  s l i g h t l y  a l t e r r e d  to  d e c r e a s e  t h e  

d e n s i t y  i n  f r a c t i o n  8  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s )  t h e  e n z y m e  p e a k s  

found  in  f r a c t i o n  8  s h i f t e d  t o g e t h e r  i n t o  f r a c t i o n  7 ( s e e  T a b l e  15).

F i g u r e s  17 a n d  18 s h o w  t h a t  t h i s  f r a c t i o n  8  p h e n o m e n o n  is  

d e p e n d e n t  o n  t h e  c u l t u r e  a g e .  B o t h  f u m a r a s e - F i g u r e  17 ( m i t o c h o n ­

d r i o n )  a n d  c a t a l a s e - F i g u r e  18 ( p e r o x i s o m e )  w e r e  s e l e c t e d  h e r e  a s  

t h e  m o r e  c r i t i c a l  m a r k e r s  s i n c e  n e i t h e r  e n z y m e  h a s  e v e r  b e e n  

s h o w n  t o  b e  m e m b r a n e - b o u n d .  T h u s ,  t h e i r  r e s p e c t i v e  s h i f t s  of  

p a t t e r n  c o u l d  not  be  c o n s i d e r e d  to  be  a n  a r t i f a c t  o f  m e m b r a n e  

f r a g m e n t a t i o n  r e s u l t i n g  f r o m  th e  h o m o g e n i z a t i o n  p r o c e d u r e .



F I G U R E  ,15. D i s t r i b u t i o n  of  p y r u v a t e  k i n a s e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  in  

t h e  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  

c e l l s  ( 6  d a y s ) .  A l l  a c t i v i t i e s  a r e  i n  t e r m s  of  m i c r o m o l e s  of  p y r u v a t e /  

m i n u t e / m g  of  p r o t e i n .
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F I G U R E  16.  D i s t r i b u t i o n  o f  p y r u v a t e  k i n a s e  i n  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  

g r a d i e n t  u s i n g  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  ( 6  d a y s ) .
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T A B L E  15. E f f e c t s  of  a l t e r e d  g r a d i e n t  o n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  
P r o t e i n  a n d  e n z y m e s  a t  a  low  s u c r o s e  d e n s i t y  in  s t a t i o n a r y  p h a s e  
c e l l s .  S u c r o s e  g r a d i e n t  w a s  a l t e r e d  to  d e c r e a s e  t h e  d e n s i t y  i n t e r ­
f a c e  a t  f r a c t i o n  8  (See  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  of  t h i s  c h a p t e r ) .
A l l  v a l u e s  a r e  in  p e r c e n t  r e c o v e r e d  a c t i v i t y  f r o m  t h e  g r a d i e n t .

E n z y m e  C o n t r o l  G r a d i e n t  A l t e r e d  G r a d i e n t
F r a c t i o n  7 F r a c t i o n  8  F r a c t i o n  7 F r a c t i o n 8

s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e 2 . 7 % 3 9 . 2 % 37. 6 % 8 . 1 %

f u m a r a s e 8 .9 % 35. 2% 36. 5% 7.3%

c a t a l a s e 6 . 8 % 4 0 .  2% 44 .  8 % 6 .4 %

p r o t e i n 1. 3% 57. 9% 38. 7% 2 0 . 6 %
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F I G U R E  17. D i s t r i b u t i o n  of  f u m a r a s e  in  th e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d ­

i e n t  a t  v a r i o u s  a g e s  of  c u l t u r e .  ( ^  ) - 3 7  h o u r s ;  ( ) - 4 8  h o u r s ;

( 0 ) - 9 6  h o u r s ;  ( Q  ) - 1 3 9  h o u r s



4 5 6
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F I G U R E  18. D i s t r i b u t i o n  of  c a t a l a s e  i n  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d ­

i e n t  a t  v a r i o u s  a g e s  of  c u l t u r e .  ( ^  ) - 4 3  h o u r s ;  ( &  ) - 9 6  h o u r s ;

( 0  ) - 1 1 6  h o u r s ;  ( 0 ) - 1 6 8  h o u r s
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E n z y m e  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s  in  a  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  

w e r e  a l s o  e x a m i n e d  f o r  log  p h a s e  c e l l s  t h a t  h a d  b e e n  s u b j e c t e d  

t o  f o u r  h o u r s  of  r e d u c e d  o x y g e n  t e n s i o n  (See  M a t e r i a l s  a n d  M e ­

t h o d s ) .  D i s t r i b u t i o n  o f  m a r k e r  e n z y m e s  f r o m  t h e s e  c e l l s  s h o w e d  

a  p a t t e r n  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  t h o s e  f o r  l o g  p h a s e  a n d  s t a t i o n a r y  

p h a s e  c e l l s  (See  F i g u r e  19).  T h e  p e r o x i s o m a l  m a r k e r ,  c a t a l a s e ,  

w a s  fo u n d  l a r g e l y  in  f r a c t i o n s  3 a n d  8 . T h e  m i t o c h o n d r i a l  m a r k e r s ,  

f u m a r a s e  a n d  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  p e a k e d  i n  f r a c t i o n s  3 a n d  

5. L y s o s o m e s  ( a c i d  p h o s p h a t a s e )  w e r e  found  to  p e a k  in  f r a c t i o n s  

3 a n d  8 .

A  w i d e r  s u r v e y  o f  e n z y m e s  in  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  t h a t  

h a v e  w e l l - k n o w n  s u b c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  s h o w e d  t h a t  t h e  a c c u m u ­

l a t i o n  o f  e n z y m e s  in  f r a c t i o n  8  d o e s  n o t  o c c u r  f o r  a l l  m i t o c h o n d ­

r i a l  a n d  p e r o x i s o m a l  e n z y m e s  (See  T a b l e  16). [ i n  o r d e r  t o  a v o i d  

a n  u n d u l y  l a r g e  n u m b e r  o f  f i g u r e s ,  I  h a v e  l i s t e d  t h e  t y p e  o f  d i s ­

t r i b u t i o n  p a t t e r n  found  f o r  e a c h  of  t h e  e n z y m e s  i n  t h i s  t a b l e ,  in 

a c c o r d  w i t h  t h e  p a t t e r n s  i l l u s t r a t e d  in  F i g u r e s  7 a n d  8 . ] S p e c i ­

f i c a l l y ,  c i t r a t e  s y n t h a s e ,  f a t t y  a c y l - C o A  d e h y d r o g e n a s e ,  N A D -  

I c d h  a n d  l a c t a t e  o x i d a s e  e i t h e r  cou ld  not  b e  found  i n  f r a c t i o n  8  

o r  e x h i b i t e d  o n l y  a  n e g l i b i b l e  f r a c t i o n  of  t h e i r  t o t a l  a c t i v i t y  in  

t h i s  f r a c t i o n .  In c o m p a r i s o n ,  a l l  o t h e r  e n z y m e s  s t u d i e d ,  w i th  

t h e  e x c e p t i o n  of  p y r u v a t e  k i n a s e  (See F i g u r e  16),  a  c y t o s o l i c  and  

g ly c o L y t i c  e n z y m e ,  s h o w e d  s u b s t a n t i a l  a c c u m u l a t i o n  in  f r a c t i o n  8 .
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F I G U R E  19. E n z y m e  a n d  p r o t e i n  d i s t r i b u t i o n  in  a  s u c r o s e  d e n s i t y  

g r a d i e n t  f o r  log  p h a s e  c e l l s  (37 h o u r s )  a f t e r  4 h o u r s  o f  h y p o x i a ,  (a) 

g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e -  1 0 2 % r e c o v e r e d ,  (b) f u m a r a s e - 8 9 % r e c o v ­

e r e d ,  (c) c a t a l a s e - 9 5 %  r e c o v e r e d ,  (d) a c i d  p h o s p h a t a s e - 92% r e c o v ­

e r e d  a n d  (e) p r o t e i n - 97% r e c o v e r e d .
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P e r c e n t  o f  t o t a l  r e c o v e r e d  a c t i v i t y  o f  e n z y m e s  found  
8  a n d  9 of  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s .

D i s t r i b u t i o n
P a t t e r n  F r a c t i o n  8  F r a c t i o n 9

T A B L E  16. 
in  f r a c t i o n s

E n z y m e

i s o c i t r a t e  l y a s e

m a l a t e  s y n t h a s e

c a t a l a s e

f a t t y  a c y l - C o A  o x i d a s e  

N A D P - I c d h

s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  

m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e  

g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  

f u m a r a s e

f a t t y  a c y l  - C o A  d e h y d r o g e n a s e  

c i t r a t e  s y n t h a s e

a s p .  - c < - k e t o g l u t .  t r a n s a m i n a s e

N A D - I c d h

l a c t a t e  o x i d a s e

a c i d  p h o s p h a t a s e

g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  i s o m e r a s e

B - o x i d a t i o n  w i th  bufcyryl C oA

B - o x i d a t i o n  w i t h  l a u r y l  CoA

p y r u v a t e  k i n a s e

p e r o x i s o m e  (P ) 24 .  2% 0 %

P 27.  5% 3. 9%

P 2 9 .2 % 1. 9%

P 30. 7% 0 %

P - M - s o l u b l e 34.  5% 35. 7%

M i t o c h o n .  (M) 2 9. 1% 0 %

M 3 0 .0 % 0 . 8 %

M 2 9 .4% 2 . 8 %

M 26 .  8 % 0 %

M 1.4% 3. 1%

M 0 .4 % 6 . 4 %

P - M 2 1 .  3% 0. 3%

M 1 . 6 % 2. 5%

P 0 % 1 . 8 %

l y s o s o m e ( L ) 6 7 . 6 % 4 . 6 %

L 7 3. 1% 1. 7%

- 1 0 0 % 0 %

- 0 % 0 %

s o l u b l e 2 7% 58%
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F i g u r e  20 p r o v i d e s  th e  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s  in  t h e  s u c r o s e  

d e n s i t y  g r a d i e n t  of  gL u c o s e - 6 - o h o s p h a t e  i s o m e r a s e  f r o m  lo g  p h a s e ,  

l o g  p h a s e  a f t e r  4 h o u r s  of  h y p o x i a  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s .  T h e
V

p a t t e r n s  of  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  a n d  h y p o x i c a l l y  i n d u c e d  n o n - d i v i d ­

i n g  c e l l s  s h o w  a n  a c c u m u l a t i o n  i n  f r a c t i o n  8 , w i t h  a  s m a l l  p e a k  a l s o  

o c c u r r i n g  in  f r a c t i o n  3.  A l l  p a t t e r n s  o b s e r v e d  f o r  t h i s  e n z y m e  m o s t  

c l o s e l y  fo l lo w  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  m a r k e r  in  t h e i r  d i s t r i b u t i o n .  

S u r p r i s i n g l y  no  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  of  t h i s  g l y c o l y t i c  e n z y m e  i s  

found  in t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n  ( n u m b e r  9 ), w h e r e  o t h e r  s t u d i e s  h a v e  

s h o w n  t h e  g l y c o l y t i c  e n z y m e s  to  be  l o c a l i z e d  (85,  8 6 ). In  t h e s e  o t h e r  

s t u d i e s  a  d i f f e r e n t  s t r a i n  o f  T .  p y r i f o r m i s  (HSM) w a s  u s e d .  P e r h a p s  

m o r e  i m p o r t a n t  h o w e v e r ,  i s  t h e  d i f f e r e n c e  in  t h e  m e t h o d  u s e d  f o r  

c e l l  d i s r u p t i o n .  T h e  f i l t r a t i o n  m e t h o d  u s e d  h e r e  y i e l d e d  q u a n t i t a ­

t i v e  r e c o v e r i e s  (100 -1 0 % )  fo r  a l l  e n z y m e s  s t u d i e d .  M o r e  i m p o r ­

t a n t l y  t h e  o r g a n e l l e s  d o  n o t  a p p e a r  to  b e  d i s r u p t e d ,  a s  i n d i c a t e d  by  

t h e  c o m p l e t e  s e d i m e n t a t i o n  o f  e n z y m e s  k n o w n  to  be  p a r t i c u l a t e ,  

a n d  t h e  p r o n o u n c e d  l a t e n c y  d i s p l a y e d  b y  t h e m  (15,  87).  T h e  o t h e r  

m e t h o d  o f  d i s r u p t i o n  s p e c i f i e s  100 up  a n d  d o w n  s t r o k e s  o f  a  P o t t e r  

h o m o g e n i z e r  t o  d i s r u p t  t h e  c e l l s  (85,  8 6 , 8 8 ). T h i s  p r o c e d u r e  d o e s  

n o t  p r o d u c e  q u a n t i t a t i v e  r e c o v e r i e s ,  n o r  d o e s  i t  s e e m  t o  m a i n t a i n  t h e  

i n t e g r i t y  o f  s u b c e l l u l a r  o r g a n e l l e s ,  a s  w i t n e s s e d  b y  a  28% s o l u b i l i ­

z a t i o n  of  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  56% s o l u b i l i z a t i o n  o f  i s o c i t r a t e  

l y a s e  (8 8 ). T h e r e  i s  no  i n d i c a t i o n  on h o w  w e l l  l y s o s o m a l  i n t e g r i t y
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F I G U R E  20 .  D i s t r i b u t i o n  of  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  i s o m e r a s e  in  a 

s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t .  ( Q  ) - 4 5  h o u r s ;  ( 0  ) - 4 5  h o u r s  + 4 h o u r s  

of  h y p o x i a ;  ( ) -  138 h o u r s
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i s  p r e s e r v e d  in  t h e s e  s t u d i e s .  In v ie w  o f  l y s o s o m a l  f r a g i l i t y  (89) 

a n d  o f  m y  o b s e r v a t i o n  t h a t  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  i s o m e r a s e  o c c u r s  

in  l y s o s o m a l  f r a c t i o n ( s )  i t  m a y  be  i m p o r t a n t  to  r e s t u d y  the  s u b c e l l -  

u l a r  l o c a t i o n  of  a l l  g l y c o l y t i c  e n z y m e s  o f  T e t r a h y m e n a .  T h e  r e c e n t  

f i n d i n g  t h a t  f r u c t o s e - 1, 6 - d i p h o s p h a t a s e  i s  a c t i v a t e d  b y  l y s o s o m a l  

c a t h e p s i n s  in  r a t  l i v e r  (90) a l s o  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  m a m m a l i a n  e n ­

z y m e  m a y  f u n c t i o n  w i t h i n  l y s o s o m e s  (o r  a n o t h e r  o r g a n e l l e  c o n t a i n ­

in g  l y s o s o m a l  e n z y m e s ) .

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  w e r e  p r e p a r e d  b y  O. R o g e r  A n d e r s o n  

f o r  log  p h a s e  c e l l s ,  lo g  p h a s e  c e l l s  s u b j e c t e d  to  h y p o x i c  c o n d i t i o n s  

f o r  4 h o u r s  (See M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s )  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s .  

F i g u r e  21 s h o w s  t h e  g e n e r a l  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  of  c e l l s  in  t h e  lo g  

p h a s e  o f  g r o w t h .  L a r g e  v a c u o l e s ,  a p p r o x i m a t e l y  5 - 6  u m  in d i a ­

m e t e r  (V, F i g u r e  21) c o n t a i n  s m a l l  a m o u n t s  o f  a  d i s p e r s e d  m a t ­

e r i a l  t h a t  m a y  b e  m e m b r a n o u s  d e b r i s  o r  o t h e r  c y t o p l a s m i c  m a t t e r  

s u g g e s t i v e  of  l i m i t e d  a u t o p h a g i c  a c t i v i t y .  N u m e r o u s  s m a l l  g r a n ­

u l a r  d e p o s i t s ,  d e n s e l y - s t a i n e d  b y  l e a d  s h o w  th e  v a s t  s t o r e s  o f  g l y ­

c o g e n  in  t h e  c y t o p la , s m .  T h e  g e n e r a l  c y t o p l a s m i c  o r g a n i z a t i o n  in 

l o g  p h a s e  c e l l s  s u b j e c t e d  to  4 h o u r s  o f  h y p o x i a  i s  s h o w n  in  F i g u r e  

22 .  T h e  m o s t  p r o m i n e n t  f e a t u r e  i s  t h e  a b u n d a n t  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  

w h i c h  c o n t a i n  m i t o c h o n d r i a  ( F i g u r e  24) a n d  p e r o x i s o m e s  ( F i g u r e s  

25 a n d  26).  A  u n i q u e  f e a t u r e  of  t h e s e  h y p o x i c  log  p h a s e  c e l l s  i s  the  

e n g u l f m e n t  of  g l y c o g e n  g r a n u l e s  by  p e r o x i s o m e s  i l l u s t r a t e d  in
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F I G U R E  21.

T o p .  A  s e c t i o n  t h r o u g h  t h e  n u c l e a r  r e g i o n  of  a  log  p h a s e  c e l l  e x h i b i t s  

t h e  m a c r o n u c l e u s  (N),  l a r g e  v a c u o l e s  (V),  d e n s e  d e p o s i t s  o f  g l y c o g e n  

a n d  m i t o c h o n d r i a  (M) a t  t h e  p e r i p h e r y  of  t h e  c e l l .

B o t t o m .  P e r o x i s o m e s  (P )  a n d  d e n s e l y - s t a i n e d  v e s i c l e s  t h a t  a p p e a r  

t o  be  p r i m a r y  l y s o s o m e s  (Ly) o c c u r  i n  t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m  n e a r  

t h e  l a r g e  v a c u o l e s  (V) o f  a  lo g  p h a s e  c e l l .
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F i g u r e  21
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F I G U R E  22.  A  s e c t i o n  t h r o u g h  the  n u c l e a r  r e g i o n  o f  a  lo g  p h a s e  

c e l l  a f t e r  4 h o u r s  of  h y p o x i a  e x h i b i t s  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  c o n ­

t a i n i n g  d e n s e l y - s t a i n e d  r e s i d u a l  m a t t e r .  P e r o x i s o m e s  (P )  o c c u r  

in  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  n u c l e u s  a n d  s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o ­

p l a s m  w h i c h  c o n t a i n s  d e n s e  d e p o s i t s  of  g l y c o g e n .  M i t o c h o n d r i a  

a p p e a r  l a r g e l y  a t  t h e  p e r i p h e r y  of  t h e  c e l l .

I n s e t :  A u t o p h a g i c  v a c u o l e  c o n t a i n s  a  m i t o c h o n d r i o n  a n d  s o m e  

g l y c o g e n  g r a n u l e s  ( a r r o w ) .
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F i g u r e  22
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F I G U R E  23.  A  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l  c o n t a i n s  v a c u o l e s  f i l l e d  w i th  

r e s i d u a l  m a t t e r  i n c l u d i n g  m e m b r a n e s ,  l i p id  d r o p l e t s  a n d  l a r g e  

m a s s e s  of  g l y c o g e n  ( a r r o w ) .

F I G U R E  24 .  L o g  p h a s e  c e l l  + 4 h o u r s  o f  h y p o x i a .  A  n e a r l y  i n t a c t  

m i t o c h o n d r i o n  i s  s u r r o u n d e d  b y  m e m b r a n e s  ( a r r o w )  of  a  p r e s u m p ­

t i v e  a u t o p h a g i c  v a c u o l e  w h i l e  a  n e a r b y  v a c u o l e  c o n t a i n s  i n c l u s i o n s  

a n d  a  p a r t i a l l y  d i s r u p t e d  m i t o c h o n d r i o n .

F I G U R E  25 .  ( m i d d l e - b o t t o m )  L o g  p h a s e  c e l l  + 4 h o u r s  of  h y p o x i a .  

P e r o x i s o m e s  a r e  s u r r o u n d e d  b y  c o n c e n t r i c  l a y e r s  o f  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  ( a r r o w ) .

F I G U R E  26 .  ( b o t t o m - r i g h t )  L o g  p h a s e  c e l l  + 4 h o u r s  o f  h y p o x i a .  

A n  i n t a c t  p e r o x i s o m e  (P) w i t h  g r a n u l a r  m a t r i x  a n d  o c c a s i o n a l  t u b ­

u l e  l i k e  m e m b r a n o u s  i n c l u s i o n s  l i e s  n e x t  to  a  v a c u o l e  c o n t a i n i n g  

d e g r a d e d  g r a n u l a r  m a t t e r  ( a s t e r i s k )  r e s e m b l i n g  a  p e r o x i s o m e .
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F i g u r e  2 3
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F i g u r e s  2 7 , 2 8 , 2  9 a n d  30. T h e  e n g u l f e d  g l y c o g e n  i s  s u r r o u n d e d  b y  a  

m e m b r a n e  w h i c h  a p p e a r s  e v e n t u a l l y  t o  u n d e r g o  d e g r a d a t i o n  ( F i g u r e

30).  G l y c o g e n  a n a l y s e s  c o n f i r m  t h a t  l i m i t e d  g l y c o g e n o l y s i s  i s  o c c ­

u r r i n g  w h i l e  t h e s e  c e l l s  a r e  s u b j e c t e d  to  a  d e c r e a s e d  o x y g e n  t e n s i o n  

(See  T a b l e  17). U p o n  r e t u r n i n g  t h e s e  c e l l s  t o  a  m o r e  o x y g e n a t e d  

s t a t e ,  g l y c o g e n  b e g i n s  t o  i n c r e a s e ,  t h u s  c o n f i r m i n g  t h e  o b s e r v a ­

t i o n s  of  S t e i n  a n d  B l u m  (70) on h y p o x i c  c e l l s .

S t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  e x h i b i t  v a r y i n g  s t a g e s  of  a d v a n c e d  

v a c u o l a r  s e q u e s t r a t i o n  of  c y t o p l a s m i c  c o m p o n e n t s  ( F i g u r e s  23  a n d

31).  S o m e  of th e  l a r g e r  v a c u o l e s  c o n t a i n  r e s i d u a l  m e m b r a n o u s  

w h o r l s  a n d  l i p id  d r o p l e t s  a s  a r e  o f t e n  o b s e r v e d  in  t h e  l a t e  s t a g e s

of  d i g e s t i v e  v a c u o l e s  (91).  O t h e r  v a c u o l e s  c o n t a i n  a b u n d a n t  d e p o s i t s

of  o s m i o p h i l i c  s u b s t a n c e s  a n d  l a r g e  c o m p a c t  m a s s e s  of  g l y c o g e n

( a r r o w ,  F i g u r e  2 3 ) .  T a b l e  18 c o m p a r e s  l o w  s p e e d  (20,  000  g - m i n )

s e d i m e n t a b l e  g l y c o g e n  in  b o t h  l o g  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s .  In

c o n f i r m a t i o n  of  t h e  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  ( F i g u r e  23)  m u c h  o f  t h e

g l y c o g e n  in  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  (55%) j.s f o u n d  t o  s e d i m e n t  a t

l o w  s p e e d s ,  w h i l e  l e s s  t h a n  1 0 % of  t h e  g l y c o g e n  in  l o g  p h a s e  c e l l s

14s e d i m e n t e d .  F u r t h e r m o r e ,  of  t h e  r a d i o a c t i v e  a c e t a t e  (2-  C) i n c o r ­

p o r a t e d  in to  g l y c o g e n  b y  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ( 4 2 % ) ,  g r e a t e r  t h a n  70% 

i s  found in  th e  p a r t i c u l a t e  g l y c o g e n  ( i . e .  s e d i m e n t a b l e  a t  l o w  s p e e d s ) .

F r a c t i o n  8  f r o m  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  w a s  e x a m i n e d  

f o r  b o th  log  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s .  F r a c t i o n  8  f r o m  log  p h a s e
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T A B L E  17.  C h a n g e s  in  g l y c o g e n  c o n t e n t  in  l o g  p h a s e  c e l l s  a f t e r  
e x p o s u r e  t o  e x t r e m e  h y p o x i c  c o n d i t i o n s  a n d  s u b s e q u e n t  a e r a t i o n .  
A l l  v a l u e s  a r e  f o r  l m l  of  c e l l  s u s p e n s i o n ,  o r i g i n a t i n g  f r o m  t h e  
s a m e  s u s p e n s i o n ,  b u t  d i f f e r i n g  in  t r e a t m e n t .  E a c h  v a l u e  i s  b a s e d  
on s i x  t r i a l s .

g l y c o g e n  i n  t e r m s  o f  g l u c o s e

l o g  p h a s e  c e l l s  + 4 h o u r s  h y p o x i a  + 
o n l y  30 m i n u t e s  a e r a t i o n

l o g  p h a s e  c e l l s  + 4 h o u r s  h y p o x i a

l o g  p h a s e  c e l l s 2 . 7 5 - 0 .  10 m g / m l  

2 . 0 0 * 0 . 1 1  m g / m l  

2.  4 3 - 0 .  08 m g / m l



130

F I G U R E  27.  ( t o p - l e f t )  L o g  p h a s e  c e l l  + 4 h o u r s  of  h y p o x i a .  A  p e r ­

o x i s o m e  e n g u l f s  a  c y t o p l a s m i c  m a s s  c o n t a i n i n g  g l y c o g e n .

F I G U R E S  28  ( top  r i g h t )  a n d  29  ( m i d d l e - l e f t )  L o g  p h a s e  c e l l  + 4 h o u r s  

o f  h y p o x i a .  P e r o x i s o m e s  c o n t a i n i n g  g l y c o g e n  w i t h i n  a  m e m b r a n e -  

b o u n d  c o m p a r t m e n t .

F I G U R E  30.  ( m i d d l e - r i g h t )  L o g  p h a s e  c e l l  + 4 h o u r s  o f  h y p o x i a .

T h e  t h i n  i n n e r  m e m b r a n e  s u r r o u n d i n g  g l y c o g e n  in  a  p e r o x i s o m e  h a s  

b e e n  p a r t i a l l y  d i s s i p a t e d  a n d  t h e  g l y c o g e n  a p p e a r s  l e s s  d e n s e  t h a n  

in  p e r o x i s o m e s  w i t h  a n  i n t a c t  b o u n d a r y  m e m b r a n e .

F I G U R E  31.  ( b o t t o m )  S t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l .  V a c u o l e s  c o n t a i n i n g  

t h i n ,  p a r t i a l l y  d e g r a d e d  d e p o s i t s  o f  l i p i d  a n d  l i p id  d r o p l e t s  a r e  o b ­

s e r v e d .
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F i g u r e s  2 7 - 3 1
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T A B L E  18.  G l y c o g e n  d i s t r i b u t i o n  b e t w e e n  p e l l e t  a n d  s u p e r n a t a n t  
f r a c t i o n s  in  log  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ,  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  of  
[ 2 - ^ C ] - a c e t a t e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  p e l l e t e d  a n d  s o l u b l e  g l y c o g e n  in  
s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ( 4 2 %  o f  C w a s  found in  t o t a l  g lyc ogen ) .

S u p e r n a t a n t  P e l l e t

L o g  p h a s e  c e l l s  93% 7%

S t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  45 .  5% 54 .  5%

14 C - g l y c o g e n  in  s t a t i o n a r y  
p h a s e  c e l l s

71%
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c e l l s  ( F i g u r e  32) c o n t a i n e d  s m a l l  v e s i c l e s  a n d  m e m b r a n e  f r a g m e n t s .

o
T h e  m e m b r a n e s  h o w e v e r  a r e  t h i c k e n e d  ( 1 6 0 - 2 1 0  A t h i c k n e s s )  a n d  

d e n s e l y  o s m i o p h i l i c ,  t h u s  r e s e m b l i n g  t h e  m e m b r a n e s  s u r r o u n d i n g  

a u t o p h a g i c  v a c u o l e s .  I t m a y  a l s o  be  i m p o r t a n t  to  r e c a l l  t h a t  t h e r e  

i s  no  s i g n i f i c a n t  b u i l d - u p  of  m i t o c h o n d r i a l  o r  p e r o x i s o m a l  e n z y m e s  

in f r a c t i o n  8  a t  t h i s  s t a g e  of  c e l l u l a r  g r o w t h .  T h u s ,  t h e  m e m b r a n e s  

in  F i g u r e  32 m a y  be  p r e c u r s o r s  to  a u t o p h a g i c  v a c u o l a r  m e m b r a n e s .  

F r a c t i o n  8  f r o m  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  ( F i g u r e s  33,  34,  35 a n d  36) 

c o n t a i n e d  l a r g e  v a c u o l e s  f i l l e d  w i t h  g l y c o g e n ,  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  

in  v a r i o u s  s t a g e s  of  d i g e s t i v e  a c t i v i t y ,  m e m b r a n e  - e n c l o s e d  l ip id  

d r o p l e t s  a n d  o c c a s i o n a l  c i l i a r y  f r a g m e n t s .  T h e  v a c u o l a r  m e m b r a n e s  

a r e  t h i c k e n e d  a n d  o s m i o p h i l i c ,  a s  w a s  a l s o  o b s e r v e d  i n  t h e  s m a l l e r  

m e m b r a n e  f r a g m e n t s  o f  f r a c t i o n  8  f r o m  lo g  p h a s e  c e l l s ;  t h i s  m a y  

i n d i c a t e  t h e y  a r e  r i c h  in  l i p i d ,  t h u s  in  p a r t  a c c o u n t i n g  f o r  t h e i r  low 

d e n s i t y .  T h e r e  i s  a  c l e a r  r e s e m b l e n c e  b e t w e e n  t h e  v a c u o l a r  b o d i e s  

found  in  f r a c t i o n  8  f r o m  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ,  a n d  th e  s t a g e s  of  a u t o ­

p h a g i c  v a c u o l e s  o b s e r v e d  in  h y p o x i a  i n d u c e d  a n d  l a t e r  s t a g e s  of  s t a t i o n ­

a r y  p h a s e  d e v e l o p m e n t .  T h u s ,  i t  a p p e a r s  t h a t  f r a c t i o n  8  f r o m  s t a t i o n ­

a r y  p h a s e  c e l l s  c o n t a i n s  g l y c o g e n - e n r i c h e d  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  e n c l o s ­

in g  t h e  r e m a i n s  of  e n g u l f e d  m i t o c h o n d r i a ,  p e r o x i s o m e s  a n d  m a s s e s  

of  c y t o p l a s m .  T h e  p r e s e n c e  of  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  of  p e r o x i s o m a l  

a n d  m i t o c h o n d r i a l  e n z y m e s  in  t h i s  f r a c t i o n  c o u p l e d  w i th  t h e  e l e c t r o n  

m i c r o g r a p h s  s h o w i n g  no o b v io u s  p e r o x i s o m e s  a n d  on ly  m i t o c h o n d r i a
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i n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  d e g r a d a t i o n  i n d i c a t e s  t h e s e  e n z y m e s  m ay  n o w  

be  e n c l o s e d  t o g e t h e r  w i t h i n  a  c o m m o n  v a c u o l a r  c o m p a r t m e n t .  T h i s  

m a y  be  s i m i l a r  t o  t h e  P j  f r a c t i o n  t h a t  H o g g  a n d  K o r n b e r g  (7) i s o l a t e d  

f r o m  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s .
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F I G U R E  32.  ( top) F r a c t i o n  8  o f  log  p h a s e  c e l l s  s h o w i n g  t h i c k e n e d  

m e m b r a n e s  w i t h  l i t t l e  o r  no g ly c o g e n  o r  i n t e r n a l  s t r u c t u r e  o b s e r v ­

a b l e .

F I G U R E  33.  (m i d d le )  A n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  a  s e c t i o n  f r o m  

f r a c t i o n  8  o b t a i n e d  f r o m s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  c o n t a i n s  m e m b r a n e -  

e n c l o s e d  g l y c o g e n .

F I G U R E S  3 4 - 3 6 .  ( b o t t o m )  A  s e c t i o n  f r o m  f r a c t i o n  8  o b t a i n e d  f r o m  

s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  e x h i b i t i n g  v a r y i n g  s t a g e s  o f  o r g a n e l l e  d e g r a d ­

a t i o n  in  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s .
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P ,W

• F i g u r e s  3 2 -36
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DISCU SSION

T h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e v i d e n c e  s h o w s  s u b s t a n t i a l  r e o r ­

g a n i z a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  d u r i n g  th e  t r a n s i t i o n s  f r o m  lo g  p h a s e  

g r o w t h  to  a n  h y p o x i a  i n d u c e d  s t a t i o n a r y  p h a s e  o r  s t a t i o n a r y  p h a s e  

g r o w t h .  E q u i l i b r i u m  d e n s i t y  p a t t e r n s  of  s u b c e l l u l a r  p a r t i c l e s  a s  

m a r k e d  b y  e n z y m i c  d i s t r i b u t i o n  l i k e w i s e  s h o w  d i s t i n c t i v e  c h a n g e s  

in  g o in g  f r o m  lo g  to  s t a t i o n a r y  p h a s e  g r o w t h .  W h i le  t h e  c h a r a c ­

t e r i s t i c  e n z y m e  a c t i v i t y  p e a k s  f o r  m i t o c h o n d r i a  a n d  p e r o x i s o m e s  

p e r s i s t  a t  o r  a b o u t  t h e  s a m e  e q u i l i b r i u m  d e n s i t i e s  a s  in  lo g  p h a s e  

c e l l s ,  a  l o w  d e n s i t y  p a r t i c u l a t e  a c c u m u l a t i o n  o f  e n z y m e s  f r o m  s e v ­

e r a l  o r g a n e l l e s  a p p e a r s  a s  t h e  c e l l s  e n t e r  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .  

C o n c u r r e n t  w i t h  t h e  r e d i s t r i b u t i o n  of a  l a r g e  p o r t i o n  of  p a r t i c u l a t e  

e n z y m e s  t o  a  l o w e r  e q u i l i b r i u m  d e n s i t y  i s  a  d r a m a t i c  i n c r e a s e  in  

a u t o p h a g i c  v a c u o l e  f o r m a t i o n .  E l l i o t  a n d  B a k  (92) h a d  a s s o c i a t e d  

t h i s  i n c r e a s e  in  a u t o p h a g i c  e v e n t s  w i t h  t h e  n o r m a l  p r o c e s s  of  " a g e ­

i n g " .  L e v y  a n d  E l l i o t  (93) a l s o  n o t e d  t h a t  b y  i n d u c i n g  s t a t i o n a r y  

p h a s e  g r o w t h  b y  t r a n s f e r  t o  a  n o n - n u t r i e n t  m e d i u m ,  a l a r g e  i n c r e a s e  

in  a u t o p h a g y  o f  o r g a n e l l e s  a n d  c y t o p l a s m  o c c u r r e d ,  a n d  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  w a s  l o c a l i z e d  in  o r  on t h e s e  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s .  In s t a ­

t i o n a r y  o r  h y p o x i c a l l y  i n d u c e d  n o n - d i v i d i n g  c e l l s  I f ind  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  to  be  s i t u a t e d  a l m o s t  e n t i r e l y  in  a  p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n  of  

l o w  d e n s i t y  ( f r a c t i o n  8 ). F u r t h e r m o r e ,  t h e r e  i s  a c l e a r  r e s e m b l a n c e



in  t h e  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  b e t w e e n  th e  v a c u o l a r  b o d i e s  found  in  

f r a c t i o n  8  ( F i g u r e s  3 3 - 3 6 )  f r o m  h o m o g e n a t e  of s t a t i o n a r y  p h a s e  

c e l l s  a n d  t h e  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  o b s e r v e d  in  w h o le  s t a t i o n a r y  

p h a s e  c e l l s  o r  h y p o x i c  l o g  p h a s e  c e l l s  ( F i g u r e s  2 3 , 2 4 , 2 5 , 2 6  and  31).  

T h e  s e e m i n g l y  a b e r r a n t  p e a k  of  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  a t  a  p e r ­

o x i s o m a l  d e n s i t y  ( f r a c t i o n  3 - 1 . 2 3 5  g r a m s / m l )  in  log  p h a s e  c e l l s  s u b ­

j e c t e d  t o  4 h o u r s  of h y p o x i a  ( F i g u r e  19) i s  a c c o m p a n i e d  b y  a c i d  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a n d  t h u s  m a y  r e p r e s e n t  i n c i p i e n t  a u t o p h a g i c  

a c t i v i t y  (I h a v e  a l s o  s h o w n  in  F i g u r e  19 t h a t  f u m a r a s e  fo l l o w s  a 

p a t t e r n  i d e n t i c a l  to  t h a t  o f  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e ) .

C o n c o m i t a n t  w i t h  t h e  i n c r e a s e  of  a u t o p h a g y  t h e r e  i s  a n  i n ­

c r e a s e d  c a p a c i t y  to  s y n t h e s i z e  g l y c o g e n  b y  p y r i f o r m i s .  Log  

p h a s e  c e l l s  a r e  a b l e  t o  c o n v e r t  e x o g e n o u s  g l u c o s e  v e r y  i*apidly to  

g l y c o g e n  (2, 94),  b u t  l a c k  t h e  a b i l i t y  t o  c o n v e r t  e x o g e n o u s  a c e t a t e  

o r  e n d o g e n o u s  l i p i d s  in t o  g l y c o g e n .  L o g  p h a s e  c e l l s  c a n  d e v e l o p  

t h i s  a b i l i t y  w h e n  s u b j e c t e d  to  h y p o x i c  c o n d i t i o n s  ( 8 , 14,  69,  70) ,  a  

p r o c e d u r e  t h a t  a l s o  c a u s e s  th e  r a p i d  c e s s a t i o n  of  c e l l  d i v i s i o n .  

H o w e v e r ,  n e t  g l y c o n e o g e n e s i s  i n  T .  p y r i f o r m i s  a b s o l u t e l y  r e ­

q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n  ( 8 , 17). A l t h o u g h  t h e  s y s t e m  i n ­

v o l v e d  i n  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  c a n  b e  i n d u c e d  u n d e r  e x t r e m e l y  low 

o x y g e n  c o n d i t i o n s ,  t h e  o r g a n i s m  c o n t i n u e s  to  u s e  up  i t s  g ly c o g e n  

r e s e r v e s  ( 1 7 ,7 0 )  u n t i l  o x y g e n  i s  p r e s e n t  ( 8 , 7 0 ) .  M y d a t a  a r e  in 

c o m p l e t e  a g r e e m e n t  w i th  t h e s e  p r e v i o u s  s t u d i e s .  T a b l e  17 s h o w s
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a d e c r e a s e  in  t o t a l  g l y c o g e n  a f t e r  4 h o u r s  o f  h y p o x i a .  W h en  t h e s e  

s a m e  c e l l s  w e r e  v i g o r o u s l y  a e r a t e d  f o r  30 m i n u t e s  (by s h a k i n g  a f t e r  

p r o v i d i n g  f o r  a  l a r g e  i n c r e a s e  in  t h e  s u r f a c e  a r e a  a v a i l a b l e  to  a b ­

s o r b  o x y g e n )  t h e r e  w a s  a  n e t  i n c r e a s e  (+2 2 %) i n  t h e  t o t a l  g l y c o g e n  

c o n t e n t  of  t h e s e  c e l l s .  A l t h o u g h  n o  e x o g e n o u s  n u t r i e n t s  w e r e  added ,  

e n d o g e n o u s  s o u r c e s ,  m o s t  n o t a b l y  p h o s p h o l i p i d s  c a n  a c c o u n t  fo r  t h i s  

g l y c o g e n  i n c r e a s e  (2, 5,  95).

T h e  e n g u l f m e n t  of  g l y c o g e n  in to  p e r o x i s o m e s  a n d  w h a t  a p p e a r s  

to  be  a n  i n t r a o r g a n e l l a r  d i s p e r s a l  of  t h i s  g l y c o g e n  w i t h i n  t h e  m a t r i x  

, of t h e  p e r o x i s o m e  ( F i g u r e s  2 7 , 2 8 ,  29  a n d  30) c o u l d  p r o v i d e  t h e  s i t e  

f o r  g l y c o g e n o l y s i s  t h a t  w a s  n o t e d  i n  log  p h a s e  c e l l s  s u b j e c t e d  to  4 

h o u r s  o f  h y p o x i a  ( T a b l e  17).  F r o m  t h e s e  h y p o x i c  c e l l s  g l u c o s e - 6 - 

p h o s p h a t e  i s o m e r a s e  s h o w s  a n  e q u i l i b r i u m  d e n s i t y  p a t t e r n  w i t h  two 

p e a k s  ( F i g u r e  20) .  I t  h a s  a  h i g h  d e n s i t y  p e a k  t h a t  o v e r l a p s  t h e  

p e r o x i s o m a l  f r a c t i o n  ( f r a c t i o n  3) a n d  a  l o w e r  d e n s i t y  p e a k  found in  

f r a c t i o n  8 . T h u s ,  t h i s  e n z y m e ,  w h i c h  i s  n e c e s s a r y  fo r  g l y c o g e n o ­

l y s i s ,  h a s  a  s u b c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  t h a t  i s  in  a c c o r d a n c e  w i t h  th e  

p r o p o s a l  t h a t  g l y c o g e n o l y s i s  m a y  t a k e  p l a c e  in  t h e  p e r o x i s o m e .

(It h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  p o s t u l a t e d  t h a t  a  p o r t i o n  o f  g l y c o l y s i s  in  T .  

p y r i f o r m i s  t a k e s  p l a c e  w i t h i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  (96).  ) In t h e s e  

h y p o x i c  c e l l s ,  s m a l l  a m o u n t s  o f  g l y c o g e n  h a v e  b e e n  found to  be  e n ­

t r a p p e d ,  a l o n g  w i t h  m i t o c h o n d r i a  in  a n  a u t o p h a g i c  v a c u o l e  ( F i g u r e  

22).  H o w e v e r ,  a t  no s t a g e  o f  g r o w t h  t h a t  w a s  s t u d i e d  d id  I f ind
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g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  i s o m e r a s e  a c c u m u l a t i n g  a t  t h e  e q u i l i b r i u m  

d e n s i t y  ( 1 . 2 1 - 1 . 2 2  g r a m s / m l  o r  f r a c t i o n  5 in  t h e  g r a d i e n t )  a c c e p t e d  

for  T .  p y r i f o r m i s  m i t o c h o n d r i a  (15).  T h u s ,  i t  d o e s  n o t  s e e m  p o s s ­

i b l e  t h a t  g l y c o g e n o l y s i s  c a n  t a k e  p l a c e  in  m i t o c h o n d r i a .

W h i l e  g l y c o l y s i s  i s  o c c u r r i n g  d u r i n g  p e r i o d s  o f  e x t r e m e  

o x y g e n  d e p r i v a t i o n  in  l o g  p h a s e  c e l l s ,  i n  c o n t r a s t  t h e  c a p a b i l i t y  to  

s y n t h e s i z e  g l y c o g e n  f r o m  e x o g e n o u s  a c e t a t e  o r  e n d o g e n o u s  l i p i d s  

i s  c o n c o m i t a n t l y  d e v e l o p i n g .  B u t  th e  f u l f i l l m e n t  of  t h i s  c a p a b i l i t y  

r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  of  o x y g e n  ( 8 , 7 0 ) .  I n d u c t i o n  o f  t h e  k e y  e n ­

z y m e s  i n v o l v e d  in  g l y c o n e o g e n e s i s  f r o m  f a t s  d o e s  no t  a d e q u a t e l y  

e x p l a i n  t h i s  d e v e l o p m e n t ,  s i n c e  b o t h  m a l a t e  s y n t h a s e  a n d  i s o c i t r a t e  

l y a s e  ( the g l y o x y l a t e  b y p a s s  e n z y m e s )  a r e  p r e s e n t  in  l o g  p h a s e  c e l l s  

a t  l e v e l s  t h a t  c an  e x c e e d  t h e  r a t e s  r e q u i r e d  f o r  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  

in  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  ( 8 ). F u r t h e r m o r e ,  a c t i v a t i o n  of  g l y c o n e o ­

g e n e s i s  by 3 h o u r s  of  h y p o x i a  r e s u l t e d  in  a  1 4 - f o l d  i n c r e a s e  in  g ly -  

c o n e o g e n i c  c a p a c i t y ,  bu t  l e s s  t h a n  a  2 - f o l d  i n c r e a s e  in  i s o c i t r a t e  

l y a s e  a c t i v i t y  (8 ). M o r e o v e r ,  t h e  r i s e  i n  i s o c i t r a t e  l y a s e ,  a s  w e l l  

a s  m a l a t e  s y n t h a s e ,  c a n  b e  p r e v e n t e d  b y  a d d i t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  

or a c t i n o m y c i n  D a n d  h y p o x i a  s t i l l  a c t i v a t e s  g l y c o n e o g e n e s i s  (97).

In  s p i t e  of  t h e i r  a p p a r e n t  e n z y m a t i c  c o m p e t e n c e  t o  p e r f o r m  g l y c o ­

n e o g e n e s i s ,  l o g  p h a s e  c e l l s  a r e  n o t  c a p a b l e  of  g l u c o n e o g e n e s i s  

f r o m  f a t s  (2, 8 , 14).  S in c e  t h e  e n z y m a t i c  c a p a b i l i t y  f o r  g l y c o n e o ­

g e n e s i s  i s  p r e s e n t  in  b o th  lo g  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ,  the  p o s s ­
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i b i l i t y  t h a t  c o n t r o l  l i e s  a t  t h e  l e v e l  of  a c t i v a t i n g  o r  i n h i b i t o r y  r e g u ­

l a t o r s  of  k e y  e n z y m e ( s )  in  t h e  p a t h w a y  c a n n o t  be  e x c l u d e d .  H o w e v e r ,  

t h e  p e r i o d  o f  i n d u c t i o n  (3 h o u r s )  t h a t  f u l l y  a c t i v a t e s  g l y c o n e o g e n e s i s  

in  l o g  p h a s e  c e l l s  (8 ) s e e m s  to o  l o n g  f o r  s u c h  a  m e c h a n i s m .  T h e  

d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  a n o t h e r  a n d  v e r y  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m  

f o r  t h i s  a c t i v a t i o n  o f  g l y c o n e o g e n e s i s .

T h e  e n g u l f m e n t  of  m i t o c h o n d r i a ,  p e r o x i s o m e s  a n d  m a s s e s  

of  g l y c o g e n - r i c h  c y t o p l a s m  in t o  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  m a y  p r o v i d e  

a  m e c h a n i s m  w h e r e b y  m i t o c h o n d r i a l  a n d  p e r o x i s o m a l  e n z y m e s  a r e  

b r o u g h t  t o g e t h e r  i n  a  c o m m o n  m e m b r a n e - b o u n d  c o m p a r t m e n t  t h a t  

w i l l  f a c i l i t a t e  e f f i c i e n t  g l y c o n e o g e n e s i s .  T h e  e s s e n t i a l  e n z y m e s  f o r  

l i p i d  g l u c o n e o g e n e s i s - m i t o c h o n d r i a l ,  p e r o x i s o m a l  a n d  c y t o s o l i c -  

a r e  t h e r e f o r e  c o m b i n e d  i n t o  a  c o m m o n  v a c u o l a r  s p a c e  w i t h  f a t t y  

a c i d s  f r o m  t h e  b r e a k d o w n  o f  m e m b r a n e  l i p i d s  a n d  g l y c o g e n  a c c e p t o r  

m o l e c u l e s .  T a b l e  16 p r o v i d e s  a  p a r t i a l  l i s t  of  t h e  e n z y m e s  t h a t  

a c c u m u l a t e  a n d  r e m a i n  a c t i v e  i n  t h e  p u t a t i v e  s y n t h e t i c  a u t o p h a g i c  

v a c u o l e  ( f r a c t i o n  8  f r o m  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  f r a c t i o n a t i o n  

of  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ) .  T h e  b u l k  of  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  i s  found  

t h e r e  a l s o ,  t h u s  s u g g e s t i n g  t h a t  m u c h  of  t h e  l y s o s o m a l  p r o t e a s e s  a r e  

a l s o  p r e s e n t .  F u r t h e r m o r e ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  of  d i g e s t i v e  a c t i v i t y  

w i t h i n  t h e  v a c u o l e s  t h a t  c o n t a i n  t h e  e n g u l f e d  c y t o p l a s m i c  o r g a n e l l e s .

If t h e  g l u c o n e o g e n i c  e n z y m e s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  

p e r o x i s o m e s  a r e  to  r e m a i n  a c t i v e ,  t h e r e  m u s t  be  e i t h e r  l i m i t e d
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p r o t e o l y s i s  o r  t h e s e  e n z y m e s  m u s t  e x h i b i t  u n u s u a l  r e s i s t a n c e  to  

p r o t e o l y s i s .  T a b l e  16 p r o v i d e s  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  f o r  t h i s  

p o i n t .  T h o s e  e n z y m e s  a b s o l u t e l y  r e q u i r e d  f o r  l i p i d  g l u c o n e o g e n -
V

e s i s  a r e  s p a r e d ,  w h i l e  t h o s e  t h a t  m i g h t  be  d e l e t e r i o u s  to  o r  u n ­

n e c e s s a r y  f o r  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  a r e  a b s e n t  o r  p r e s e n t  in  v e r y  lo w  

a m o u n t s .  A t  t h e  p r e s e n t  t i m e  t h e r e  i s  v e r y  l i t t l e  k n o w n  a b o u t  t h e  

b i o c h e m i c a l  p a t h w a y s  l e a d i n g  to  i n t r a c e l l u l a r  d e g r a d a t i o n  of  p r o t e i n s .  

V e r y  r e c e n t l y  L e v i n e  e t  a l .  (98) h a v e  s h o w n  t h a t  a  c o v a l e n t  m o d i ­

f i c a t i o n  i s  i n v o l v e d  in  i n a c t i v a t i n g  g l u t a m i n e  s y n t h e t a s e  of  b a c t e r i a  

a n d  t h e r e b y  l a b e l l i n g  i t  f o r  d i g e s t i o n .  C a t a l a s e  b l o c k s  t h i s  m o d i f i ­

c a t i o n  s t e p  e s s e n t i a l  f o r  i n t r a c e l l u l a r  p r o t e o l y s i s .  In t h e  p r o p o s e d  

g l y c o g e n  s y n t h e s i s  v a c u o l e ,  c a t a l a s e  i s  found  in  a b u n d a n c e .  G o in g  

f u r t h e r ,  t h e  r e s u l t s  of  P o n t r e m o l i  e t  a l .  (99) f o r  m a m m a l i a n  l ive r  

i n d i c a t e  t h a t  l y s o s o m a l  p r o t e a s e s  a r e  i n v o l v e d  in  a c t i v a t i n g  f r u c t o s e -  

1, 6 - d i p h o s p h a t a s e ,  r a t h e r  t h a n  i n  d e g r a d i n g  t h i s  e n z y m e  (100) .  T h u s ,  

t h e  l y s o s o m e  a p p e a r s  to  a c h i e v e  m o r e  t h a n  t h e  m e r e  d e s t r u c t i o n  of  

b i o p o l y m e r s .

N A D - l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  a  n o t a b l e  a b s e n t e e  f r o m  

f r a c t i o n  8 , w h i c h  c o n t a i n s  m a n y  o t h e r  m i t o c h o n d r i a l  e n z y m e s .  I t s  

a b s e n c e  f r o m  th e  p r o p o s e d  g l u c o n e o g e n i c  v a c u o l e  i s  v i t a l  s i n c e  it  

h a s  n e v e r  b e e n  s h o w n  to  b e  r e v e r s i b l e  a n d  t h e r e f o r e  it  w o u ld  c o m p e t e  

s t r o n g l y  f o r  i s o c i t r a t e  w i t h  i s o c i t r a t e  l y a s e .  T h e  f a c t  t h a t  N A D P -  

l i n k e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  p r e s e n t  in l a r g e  a m o u n t s  in
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f r a c t i o n  8  f r o m  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  o f  s t a t i o n a r y  p h a s e  

c e l l s  c o u ld  r e p r e s e n t  a  s i g n i f i c a n t  o b s t a c l e  f o r  g l u c o n e o g e n e s i s  by  

c o m p e t i n g  f o r  t h e  i s o c i t r a t e  r e q u i r e d  f o r  i s o c i t r a t e  l y a s e  to  a c t  in  

t h e  g l y o x y l a t e  c y c l e .  A l t e r n a t i v e l y ,  a s  e x p l a i n e d  in  c h a p t e r s  1 a n d  

2 , t h i s  e n z y  m e  m a y  a c t  a s  a  s o u r c e  of i s o c i t r a t e  a n d  t h u s  e l i m i n a t e  

a n y  n e e d  f o r  c i t r a t e  s y n t h a s e  a s  t h e  p r i m a r y  s o u r c e  of  i s o c i t r a t e .

A  p o t e n t i a l  s o u r c e  o f  N A D H ,  a s  w e l l  a s  a c e t y l - C o A  h a s  b e e n  c o n ­

f i r m e d  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  u n c o u p l e d  (a p e r o x i s o m a l  t y p e  of)

^ - o x i d a t i o n  t a k e s  p l a c e  i n  t h e  p u t a t i v e  g l y c o g e n  s y n t h e t i c  v a c u o l e  

( s e e  T a b l e  16).  T h e  f i r s t  e n z y m e  of t h i s  n o v e l  - o x i d a t i o n  s y s t e m  

i s  t h e  f a t t y  a c y l - C o A  o x i d a s e  (19).  I t s  r e q u i r e m e n t  f o r  o x y g e n  a s  

a  s u b s t r a t e  m a y  a c c o u n t  f o r  th e  n e e d  f o r  o x y g e n  i n  g l u c o n e o g e n e s i s  

f r o m  f a t s .  It  m a y  b e  i m p o r t a n t  t h a t  t h e  - o x i d a t i o n  found  h e r e  w a s  

n e i t h e r  p e r o x i s o m a l  n o r  m i t o c h o n d r i a l .  V i r t u a l l y  a l l  o f  t h e  a c t i v i t y  

w a s  found  in  f r a c t i o n  8  of  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t ,  a n d  b u t y r y l - C o A  

b u t  n o t  l a u r y l - C o A  h a d  a c t i v i t y .  T h i s  s h o r t  c h a i n  l e n g t h  s p e c i f i c i t y  

h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  p e r o x i s o m a l  p - o x i d a t i o n  of_T_. p y r i f o r m i s (19,  

76 ) .  T h i s  a s s o c i a t i o n  of  u n c o u p l e d ,  s h o r t  c h a i n  l e n g t h  o x i d a t i o n  w i t h  

p e r o x i s o m e s  w a s  b a s e d  o n  r e l a t i v e l y  s i r r p l e  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  

m e t h o d ( 7 ) w h i c h  h a s  o n ly  3 f r a c t i o n s ( P n > P j ,  S ), a n d  c a n n o t  d i s t i n g u i s h  

b e t w e e n  p e r o x i s o m e s  a n d  th e  l o w e r  d e n s i t y  a c c u m u l a t i o n  o f  p e r o x i s o m a l  

a n d  o t h e r  p a r t i c u l a t e  e n z y m e s .  In f a c t  Hogg  a n d  K o r n b e r g ( 7 )  h a d  p r o p o s e d  

t h e  P j  f r a c t i o n  w a s  a  " g ly o x y la t e  c y c l e  g r a n u l e " w h o s e  a c c u m u l a t i o n  of
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m i t o c h o n d r i a l  e n z y m e s  ( s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  m a l a t e  d e h y d r o ­

g e n a s e  a n d  c i t r a t e  s y n t h a s e )  a l o n g  w i t h  o t h e r  k e y  e n z y m e s  of  th e  

g l y o x y l a t e  c y c l e  ( i s o c i t r a t e  l y a s e  a n d  m a l a t e  s y n t h a s e )  g a v e  i t  

g l u c o n e o g e n i c  p o t e n t i a l .  E x p a n d i n g  o n  t h i s  c o n c e p t ,  by  u s i n g  a  

d i f f e r e n t  s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n a t i o n  m e t h o d  I  h a v e  s e p a r a t e d  p e r o x ­

i s o m e s  ( f r a c t i o n  3) f r o m  f r a c t i o n  8  p a r t i c l e s  w h i c h  h a v e  b e e n  p o s ­

t u l a t e d  to  b e  i n v o l v e d  i n  g l y c o n e o g e n e s i s .  T h e  f i n d i n g  t h a t  u n c o u p l e d  

j3  - o x i d a t i o n  t a k e s  p l a c e  o n ly  i n  t h i s  f r a c t i o n  a n d  t h a t  i t s  p r o d u c t s -  

a c e t y l - C o A  a n d  N A D H - c o u l d  fu e l  g l u c o n e o g e n e s i s  s u p p o r t s  a n d  

e x t e n d s  t h e  o ld  c o n c e p t  of  a  " g l y o x y l a t e  c y c l e  g r a n u l e ! '

In  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s ,  m a n y  of  t h e  l a r g e ,  l a t e - s t a g e  a u t o ­

p h a g i c  v a c u o l e s  c o n t a i n  c o p i o u s  a m o u n t s  of  g l y c o g e n  w h i c h  m a y  be  

p r o d u c t s  o f  l i p id  g l y c o n e o g e n e s i s .  T h e  o c c u r r e n c e  of  l a r g e  a u t o ­

p h a g i c  v a c u o l e s  c o n t a i n i n g  m a s s e s  of  g l y c o g e n  (found b o t h  in  f r a c ­

t i o n  8  a n d  in w h o l e  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s )  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  th e  

b i o c h e m i c a l  e v i d e n c e  of  e n r i c h e d  p e r o x i s o m a l  a n d  m i t o c h o n d r i a l  

e n z y m e  a c t i v i t y  in  f r a c t i o n  8  l e n d s  s u p p o r t  to  t h e  c o n c e p t  o f  c o m -  

p a r t m e n t a l i z a t i o n  o f  g l u c o n e o g e n e s i s  a n d / o r  g l y c o n e o g e n e s i s  t h r o u g h  

a u t o p h a g i c  v a c u o l a r i z a t i o n .  T h e s e  f in d in g s  s u g g e s t  a  m u c h  m o r e  

d i v e r s i f i e d  r o l e  f o r  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  in  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m .

T h e r e  i s  n o w  e v i d e n c e  t h a t  a u t o p h a g i c  e v e n t s  a l s o  m a y  g o v e r n  

g l u c o n e o g e n e s i s  f r o m  a m i n o  a c i d s  in  l i v e r  (101).  H o w e v e r ,  t h e r e  

h a s  not  b e e n  a n y  e v a l u a t i o n  of  t h e  c o n s t i t u e n t  e n z y m e s  of  t h e s e
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a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  w i t h  r e s p e c t  t o  g l u c o n e o g e n e s i s .  A  f u r t h e r  

c o m p l i c a t i o n  i s  t h e  m e c h a n i c a l  a n d  o s m o t i c  f r a g i l i t y  of  t h e  l i v e r  

v a c u o l e s  (89),  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  n o n l a t e n t  a c t i v i t y  of  a c i d  h y d r o ­

l a s e s  in  l i v e r  h o m o g e n a t e s .  T h u s ,  a n y  s t u d y  of  a  p o s t u l a t e d  g l y ­

c o g e n - s y n t h e s i z i n g  v a c u o l e s  in  l i v e r  n e c e s s a r i l y  w i l l  r e q u i r e  v e r y  

m i l d  c e l l  d i s r u p t i o n  m e t h o d s  a s  a  p r e c o n d i t i o n  to  s u c o s s s .
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