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(Eingegangen arr~14. Mai 1968) 

Wie bereits berichtet wurde 1 findet sich in Haferkeimlingen 
(Arena sativa) und in unreifen Erdbeerfriiehten (Fragaria) ein 
Enzym, das myo-Inosit, in gleicher Weise wie fr/iher besehriebene 
Enzyme aus Rattennieren 2 und  aus der Here Schwanniomyces 
occidentalis 3 zu D-Glucurons~ure abbaut.  Eine n/ihere Unter- 
suchung des Enzyms aus Haferkeimlingen ergab ~llerdings ge- 
wisse Unterschiede gegeniiber den gleichspezifischen Enzymen 
anderer Herkunft.  Die Affinit/it des Haferenzyms gegen/iber 
myo-Inosit ist um eine Zehnerpotenz hSher als diejenige der 
anderen Enzyme, das Enzym aus Hafer ist weniger empfindlich 
gegentiber manchen Inhibitoren und es zeigt eine viel breitere 
Spezifits Es greift s/imtliehe in der Natur  vorkommenden iso- 
meren Inosite, eine AIlzahI yon tnositmono- und  -dimethyl- 
/~thern sowie verschiedene isomere Pentahydroxyeyclohexanone 
an, wobei in allen F/~llen Urons~turen entstehen. 

I t  has been reported previously 1 that  oats seedlings (Avena 
sativa) and immature strawberries (Fragar~a) contain an enzyme 
catalyzing the degradation of myo.inositol to D-glucuronie acid 
in the same manner  as known enzymes from rat kidney 2 and 
the yeast Schwanniomyces occidentalis 3. A closer investigation of 
the enzyme from oats showed, however, tha t  it is somewhat 
different from the enzymes of other o r ion  catalyzing the same 

* Herrn Professor Dr. J. W. Breitenbach zu seinem 60. Geburtstag in 
freundsehaftlicher Verehrung gewidmet. 
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Charalampous, J. Biol. Chem. 234, 220 (1959); 235, 1286 (1960). 

3 E. Thonet und O. Ho]]mann-Ostenho/, Mh. Chem. 97, 107 {1966). 

116- 



1828 Kgthe Maria Gruhner u. a. : [Mh. Chem., Bd. 99 

reaction. The affinity of the oats enzyme towards myo-inositol is 
about one order of magnitude higher than that  of the other en- 
zymes, it is less sensitive to inhibitors, and it shows a broader 
specificity, attacking all naturally occurring inositol isomers, 
several mono- and dimethyl ethers of inositols, and several 
pentahydroxy-eyclehexanone isomers. All these compounds are 
degraded to uronic acids. 

Vor einiger Zeit berichteten wir in einer Kurzmit te i lung 1 fiber die Auf- 
f indung einer myo-Inosit.Oxygenase (EC 1.13.1.11 ; Systematischer  N a m e :  
myo.Inosit:Sauerstoff.Oxydoreductase) in Haferkeimlingen und in un- 
reifen Erdbeerfriiehten. Das  E n z y m  katalysier t  dieselbe 1%eaktion wie die 
E n z y m e  gleichen Namens,  die seinerzeit aus I~attennieren 2 bzw. aus der 
I-Iefeart Schwanniomyces occidentalis a erhMten wurden.  Auch  in seinen 
sonstigen Eigenschaften schien das E n z y m  aus hSheren Pflanzen unseren 
ersten Versuchen entspreehend weitgehende ~hnl ichkei ten mit  den 
analogen E n z y m e n  aus tierischem Gewebe und  aus dem SproBpilz aufzu- 
weisen. 

Es  ersehien uns aber yon  Interesse, das pflanzliche E n z y m  niiher zu 
charakterisieren und  mit  den anderen E n z y m e n  /ihnlicher Spezifit/~t zu 
vergleichen, l~ber die Ergebnisse wird in der vorliegenden Mitteilung 
beriehtet.  

1Vfa te r ia l i en  u n d  M e t h o d e n  

Substrate und Vergleichssubstanzen. Von den eingesetzten Substraten wurde 
myo-Inosit als Handelsprodukt bezogen. Seyllit wurde aus Calycanthus occiden- 
talis isoliert; 9-chiro-Inosit wurde aus D-Pinit durch Entmethylierung mit 
25proz. HC1 gewonnen, J,-chiro-Inosit auf gleiche Weise aus L-Quebrachit her- 
gestellt; D-Pinit und Sequoyit wurden aus Tri]olium incarnatum, L-Quebra- 
chit aus Artemisia vulgar~s, o-Bornesit und Dambonit  aus Nerium oleander 
und D-Ononit aus Ononis spinosa isoliert. Die Isolierungsmethoden sind in 
frfiheren Arbeiten aus unserem Laboratorium beschrieben 4. DT-2,3,4,6/5- 
Pentahydroxycyclohcxanon [(1)-epi-,meso-Inososc] und 2,4,6/3,5-Penta- 
hydroxycyclohexanon (myo-Inosose-2) wurden dutch verschieden gelenkte 
Oxydation von myo-Inosit hergestellt 5. L - 2,3,5/4, 6 -Pentahydroxycyclohexanon 
(myo-Inosose-1) wurde dutch katalytische Oxydation yon •-chiro-Inosit ge- 
wonnen 6. 

Die als Vergleichssubstanzen eingesetzten Produkte D-Glucurons~ure, 
])-Gluconolacton, D-Galakturons~ure und T,-Gulons~ure wurden k~uflich er- 
halten. D-Glucars~ure wurde nach Kiliani ~ hergestellt; 4-O-Methyl-D-glucu- 
rons~ure wurde uns freundlicherweise von 2". A. Loewus (Buffalo, :N. Y.) zur 
Verfiigung gestellt. 

a Beziiglich einer Literaturzusammenstel!ung, vgl. H. Kindl und O. Ho]]- 
mann-Ostenho], Fortsehr. Chem. organ. !~aturstoffe 24, 149 (1966). 

5 T. Posternalr Biochem. Prep. 2, 57 (1952). 
L. Anderson und G. Post, Abstr. 134th Meeting Amer. Chem. See., 

S. 12 D, 1958. 
H. Kiliani, Ber. dtsch, chem. Ges. 58, 2344 (1925). 
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Herstellung clef Enzympri~paration. Die Isolierung und teilweise Reiniglmg 
des Enzyms wurde bereits in der vorhergehenden Mitteilung 1 beschrieben. 
Fiir die hier besehriebenen Versuche wurde aussehlieglich die Pr/iparation aus 
ttaferkeimlingen verwendet. 

Bestimmung der Enzymalctivit(tt. Die 3/Iessung der Enzymwirkung wurde 
entweder mit Hilfe einer kolorimetrischen Bestimmung der entstandenen 
Urons~ure nach Me]baum s in der Modifikation yon Charalampous 9 oder dutch 
Bestimmung der Sauerstoffaufnahme in der Warburg-Apparatur durchgefiihrt. 
])as Inkubationsgemisch enthielt routinem/~Big 10 ~xMole myo-Inosit oder ein 
anderes verwendetes Substrat, 50 ~xMole Tris-Puffer15sung, pi t  7,2, und 
Enzymlesung in einem Gesamtvolumen yon 3 ml. 

Papierchromatographische Methoden. Die Ms Produkte anfallenden Uron- 
s/~uren wurden mit Hilfe der Lesungsmittelgemisehe Xthanol--Essigester-- 
Wasser, 8 : 1 : 1, und Aceton--~thanol--IsopropylalkohoI--Boratpuffer 
(pit  10,0; 0,Sin), 3 : 1 : 1 : 2, papierchromatographiseh aufgetrennt. Es wurde 
mi~ tier absteigenden Me~hode auf Papier 2043 b (Sehleieher & Sehfill) ge- 
arbeitet. Die Chromatogramme ~mrden naeh Trevelyan, Procter trod Harri- 
son 10 behandelt. 

E r g e b n i s s e  

Obwohl zahlreiche Versuche gemaeht wurden, das Enzym fiber die 
seinerzeit erreichte Aktivit/it 1 hinaus anzureichern, seheiterten diese vor 
Mlem an der sehr geringen Stabilit/~t des Enzyms, das in teilweise gereinig- 
ter Form bereits innerhalb yon 24 Stdn. seine Aktiviti~t um mehr als 30% 
verliert und naeh 75 Stdn. vellig inaktiv wird. Es konnten keine Bedin- 
gungen gefunden werden, die eine Stabilisierung des Enzyms ermeglieht 
h/~tten. 

pH-Opti~num. Das Enzym zeig~ ein seharfes p i t -Opt imum seiner 
Wirkung zwisehen p H  7,I und 7,2 (Abb. 1) ; es besteht kein Untersehied 
bei Messungen in Tris-Puf fer lSsungen oder in Phosphat-Pufferlesungen. 

Michael i s -Konstante .  Die Michael i s -Kons tante  wurde naeh der 
Nethode yon Lineweaver und B u r k  n best immt;  ihr Wert  ist 3,2 millimolar 
(Abb. 2). 

Verhalten gegen Inhibitoren. Es wurden versehiedene Inhibitoren, 
welehe gegenfiber den analogen Enzymen aus anderen Quellen wirksam 
waren, gepriift; die Ergebnisse finden sich in Tab. 1. 

Spezi]itiit. Es wurde die F/~higkeit des Enzyms, andere, dem myo-Inosit 
nahe verwandte Substrate anzugreifen, untersueht. Dabei wurde - -  im 
Gegensatz zu den Verhgltnissen bei den analogen Enzymen anderer tIer-  
kunft  - -  gefunden, dal3 das Enzym imstande ist~ neben myo.Inos i t  s/~mg- 
lithe eingesetzten natfirlieh vorkommenden Inosite (Seyllit, D-chiro-Inosit 

s W. Me]baum, Z. physiol. Chem. 258, 117 (1939). 
9 F. C. Charalampous, J. Biol. Chem. 2S4, 220 (1959). 

lo W. E. Trevelyan, D. P. Procter und J.  S. Harrison, Nature [London] 
166, 444 (1950). 

n H. Zineweaver und D. Burlc, J. Amer. Chem. Soc. 56, 658 (1934). 
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Abb.  1. pH-Abh~ingigkeit der Akt iv i t~ t  des Enzyms gegeniiber myo-Inosit bei 
Substrats~tt igung. Die Aktivi tAt ist  auf der Ordinate in 1/100 vMolen ent- 

s tandener D-Glucurons~ure pro Minute angegeben 

Abb. 2. Diagramm nach Lineweaver und Burk 11 zur Best immung der Michaelis- 
Konstante  des Enzyms mit  myo-Inosit Ms Substrat .  Ordinate:  Reziproker 
Wer t  der Akt iv i t~ t  (vgl. Abb. 1). Abszisse: Reziproker Wer t  der myo-Inosit- 

Konzentra t ion in tLMolen pro ml 

Tabelle 1. V e r g l e i c h  d e r  I - I e m m b a r k e i t  y o n  myo-Inosi t-Oxy- 
g e n a s e n  a u s  v e r s c h i e d e n e n  O r g a n i s m e n  d u r e h  I n h i b i t o r e n  

Inhibi tor  

Molare Perzentuelle Hemmung 
Konzen- Enzym aus 

t ra t ion im Enzym aus Schwan- Enzym aus 
Versuchs- Rat tenniere  niomyces Hafer 

ansatz occidentalis 

CN- 4 . 1 0  -3 88 41 44 
8- t tydroxychinol in 2" 10 -3 66 

1 . 1 0  -3 84 50 
~, ~ ' -Bipyridyl  1 �9 10 -3 0 48 0 
p-Chlormerouri- 

benzoat 1. l0 -3 85 
1 �9 1 0  - 4  40 
2- 10 -4 83 11 

be t rug  z. B. die A k t i v i t ~ t  des E n z y m s  gegeniiber  D-0non i t  65%, gegen- 
t iber  DL-2 ,3 ,4 ,6 /5-Pentahydroxycyc lohexanon 78%, gegeniiber  L-Quebra- 
chit  83% u n d  gegeni iber  L-chiro.Inosit 90% der jenigen,  welches das  E n z y m  
gegeniiber  myo-Inosit aufweist .  
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Produkte. Wie bereits berichtet 1, oxydiert das Enzym myo.Inosit zu 
D-Glucuronsi~ure. Dasselbe Produkt  entsteht auch offenbar beim Angriff 
des Enzyms auf L-chiro-Inosit und L-2,3,5/4,6-Pentahydroxycyclohexanon. 
])as aus D-chiro-Inosit entstehende Produkt  diirfte nach den bisher vor- 
liegenden Befunden mit D-Galakturons~ure identisch sein, was allerdings 
noch weiterer ~Beweise bedarf. Die aus den anderen eingesetzten Sub- 
straten entstehenden Produkte konnten bisher noeh nicht im einzelnen 
identifiziert werden. Es handelt sich abet jedenfalls um anionische Sub- 
stanzen, die sich mit Hilfe eines Anionenaustauschers yon den neutralen 
Substanzen abtrennen lassen. Der positive Orcintest macht es in allen 
Fgllen wahrscheinlich, dab wir O-methylierte oder nieht methylierte Uron- 
s~uren vor uns haben. 

D i s k u s s i o n  

Die hier durchgeffihrte genauere Untersuchung zeigt, dag sich die 
Eigenschaften der myo-Inosit-Oxygenase aus h5heren l~lanzen doch deut- 
licher als urspriinglich angenommen yon denen der bisher bekannten 
Enzyme ~hnlicher Spezifit~t unterscheiden. Hier ist vor allem die bedeu- 
tend h6here Affinit~it des Enzyms zum Substrat myo-Inosit zu betonen; 
die Michaelis-Konstante des pflanzlichen Enzyms ist um etwa eine Zehner- 
potenz kleiner als die entsprechenden Werte iiir die beiden bisher bekann- 
ten Enzyme ~hnlicher Spezifit~t. Ebenso unterscheidet sich das pflanzliche 
Enzym yon den analogen Enzymen anderer Herkunft  (lurch eine etwas 
geringere Empfindlichkeit gegeniiber manchen der untersuchten Inhibi- 
toren; leider zeigt es aber trotzdem die gleiche Unbest~indigkeit im teil- 
weise gereinigten Zustand wie die anderen genannten Enzyme. 

Der wesentlichste Unterschied scheint aber in der betri~chtlich geringe- 
ren Spezifit/it zu liegen. Hier ist allerdings insoweit mit Vorsicht zu 
urteilen, weft wit nicht wissen, wie rein unsere Enzympr~paration ist. Es 
w/~re immerhin vorstellbar, dab die F/ihigkeit unserer Pr//paration, 
sgmtliehe yon uns eingesetzten Cyelite und Inososen anzugreifen, nieht 
einem einzigen, sondern mehreren Enzymen zuzuschreiben ist. Unsere 
Versuehe geben aber keinerlei Hinweis fiir die Existenz mehrerer Enzyme 
in den Pr/~parationen. 

In diesem Zusammenhang ist die chemisehe Natur  der Produkte, die 
aus den verschiedenen Cycliten entstehen, yon einigem Interesse. So 
miiBten die methylierten Inosite methylierte Urons~uren ergeben, die 
znm gr6Bten Teil unbekannt sind und jedenfalls in der Natur  noch niemals 
anfgefunden wurden. Andererseits deuten zahlreiehe in unserem Labora- 
torium erhobene Befunde dahin, dab methylierte Inosite tats/ichlich in den 
Pflanzen einem oxydativen Abbau unterliegen 12. Eine weitere Unter- 

1~ Vgl. z. B. H. Kincll und O. HoJJmann.Ostenho/, Mh. Chem. 07, 1771, 
1778 (1966). 
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suchung der aus den O-Methylinositen entstehenden l~ethylurons/iuren 
ist im Gange. 

Wie bereits in der ersten Mitteilung fiber dieses Enzym z hervorgehoben 
wurde, kommt ihm eine gewisse biotogisehe Bedeutung insoweit zu, als es 
bei der seinerzeit yon Albersheim 1~ und yon Loewus und Kel ly  za nach- 
gewiesenen Umwandlung yon myo. inos i t  in Pectine und tIemicellulosen 
beteiligt sein sollte. Mit der Auffindung des hier beschriebenen Enzyms 
wurde der letzte enzymologiseh nieht untersuchte Schritt dieser Umwand- 
lung gekl/~rt. 

Seinerzeit wurde von Loewus i5 postulier~, dal3 die durch ein solches 
Enzym, das damals noch unbekannt war, entstehenden ~ethyluronss 
mSglicherweise die Vorl/~ufer der methylierten Galakturons~urereste im 
Pectin w~ren; sp~tere Versuche desselben Autors 18 scheinen aber diese 
Vorstellung nicht zu best~tigen, da er keinen Einbau yon DL-Bornesit in 
Zellwandpolysaccharide bei Mais beobaehten kormte. In diesem Zusammen- 
hang w~re eine eingehendere Untersuehung des Sehieksals der Abbau- 
produkte der Methylinosite in den Pflanzen yon grol3em Interesse und ist 
ffir die n/~chste Zeit geplan~. 

Die vorliegende Arbeit wurde durch l~6rderungsbeitrs der Ludwig 

Boltzmann-Gesellschaft ,  Wien, in groBziigiger Weise unterstiitzt, wofiir 
wir unseren Dank aussprechen. 

z3 p .  Albersheirn, J. Biol. Chem. 238, 1608 (1963). 
14 _~. A .  Loewus, S. Kelly und E. 27. Neu]eld, Proe. Nat. Aead. Sei. USA 

48, 421 {1962); F. A.  Loewus und S. Kelly, Bioehem. Biophys. Res. Commun. 
7, 204 (1962). 

z~ R. M.  Roberts, R.  Shah und F. A.  Loewus, Federation Proc. 26, 453 
(1967). 


