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Studies on the Biosynthesis o/ Cyclitols, X X X I I :  Application 
o] AHinity Chromatography on NAD-Sepharose to the Iden- 
ti]ication and Purification o] myo.Inositol-l-phosphate Synthase 

in Chicken Erythrocytes and in Lemna gibba 

With the help of affinity chromatography on NAD- 
Sepharose it was possible to find myo-inositol-l~phosphate 
synthase (EC 5.5.1.4) in blood of anaemic chicken and to 
obtain a relat ively active preparat ion of the enzyme. In  the 
blood of normal chicken, which had no reticulocytcs, no 
ac t iv i ty  of this enzyme could be detected. The same method 
was also successfully applied for the concentration of an 
enzyme of the sam~ specificity from Lemna gibba (duckweed). 

I n  einer vorhergehenden  Mit te i lung aus dieser Serie 2 ber ieh te ten  
wir  fiber die Rein igung yon  m y o - I n o s i t - l - p h o s p h a t - S y n t h a s e  aus Ra t -  
t enhoden  mi t  Hilfe yon  Aff in i t / i t sehromatographie  an NAD-Sepharose .  
Dabe i  a rbe i t e ten  wir  mi t  e inem berei ts  wei tgehend vorgere in ig ten  E n z y m  
und  er re ichten  mi t  unserer  Methode  e lek t rophore t i sehe  Homogen i t~ t  
des Enzyms .  E in  Versueh, die Methode  der  Aff in i t / i t sehromatographie  
an NAD-Sepha rose  aueh zur I so l ie rung der  myo-Inosi t- l -phosphat-  
Syn thase  aus wenig vorgere in ig ten  E x t r a k t e n  aus R a t t e n h o d e n  an- 
zuwenden,  h a t t e  Erfo lg ;  es konn ten  auf diese Weise Pr/~parat ionen 
des E n z y m s  e rha l t en  werden,  die e twa 500/0 der  spezifischen Akt iv i t / i t  
des homogenen  E n z y m s  zeigten.  
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Es ist anzunehmen, dab myo-Inosit-l-phosphat-Synthase in ~llen 
Organismen, die myo-Inosit produzieren, das Sehlfisselenzym bei der 
Bildung dieser Substanz ist. Nun gibt es zwei biologisehe Systeme, 
die wir seit lgngerer Zeit in diesem L~boratorium bearbeiten, in denen 
wir abet dieses Enzym entweder gar nicht oder nur mit Sehwierig- 
keiten naehweisen konnten, obwohl kaum ein Zweifel dariiber be- 
stehen kann, dab dort eine quantitativ bedeutende Synthese von 
myo-Inosit erfolgt. Es handelt sieh dabei um die Erythroeyten yon 
VSgeln, bei denen ein Pentakisphosphat des myo-Inosits eine regu- 
lierende Rolle auf die Sauerstoffkapazitgt des Hgmoglobins spielt a, 
sowie die Wasserlinse, Lemna gibba, yon der wir wissen, dal3 dieser 
Organismus besonders gut zur Synthese yon Phytinsgure, dem Hexakis- 
phosphat des myo-Inosits, befghigt ist 4. 

In  der vorliegenden Mitteilung beriehten wir nunmehr tiber Ver- 
suehe, myo-Inosit-l-phosphat-Synthase in diesen beiden biologischen 
Systemen naehzuweisen und aktive Prgparationen herzustellen. 

M a t e r i a l i e n  und  M e t h o d e n  

NAD-Sepharose. Das Gel NAD-Sepharose wurde naeh einer Vorsehrift 
yon Mosbach und Mitarb. ~ dargestellt; dabei wurde Sepharose 4 B (Phar- 
macia, Uppsala) mit BrCN aktiviert und dann mit 6-Aminocaprons~ure 
gekoppelt, welehe als ,,spacer" fungiert, woran mit I-Iflfe yon N,N'-Di- 
eyelohexylcarbodiimid NAD gebunden wurde. Die Affinit/~t des Gels gegen- 
fiber NAD-sloezifisehen Enzymen wurde mit Lactat-Dehydrogenase 
(EC 1.1.1.27), yon der man weiB, dal~ sie yon NAD-Sepharose gebunden 
wird 5, fiberprfift. 

Bestimmung von 1L-myo-lnosit-l-phosphat; Bestimmung der Aktivit(~t 
der myo-Inosit-l-phosphat-Synthase. F(ir die Messung der Aktivits des 
bier untersuehi~en Enzyn, s wurde nach Barnett und iViitarb. 6 das entstandene 
in-myo-Inosit-i-phosphat bestirnmt. Die Methode beruht auf dem selek- 
tiven Abbau yon myo-Inosit-l-phosphat bei Behandlung mit 0,2M-Natrium- 
perjodat, wobei das Substrat, D-G]ucose-6-phosphat, kaum angegriffen 
wird, w/~hrend das Produkt der Reaktion, IL-myo-Inosit-l-phospha~ quanti- 
tativ derart abgebaut wird, da[~ eine entspreehende Menge Orthophosphat 
freigesetzt wird. Die Bestimmung des Orthophosphats erfolgte naeh Chen 
und Mitarb. 7. 

Ffir die Enzymbestimmung wurden zu 0,2 ml der zu untersuchenden 
LSsung 0,2 ml 5 m~-L6sung yon D-Glueose-6-phosphat und 0,I ml 5 m~- 
NA:D+-L6sung in 50 mM-Tris--Aeetat-Pufferl6sung, pH 7,4, die in bezug 
auf ADTA 0,i m~ und in bezug auf Ammoniumaeetat 1 ml~ war, zu- 
gegeben. Die Misehung wurde i Stde. bei 37 ~ inkubiert und danaeh dureh 
Zugabe von 0,2ml 20proz. Triehloressigss abgestoppt. Dann wurde 
der Proteinniedersehlag dureh Zentrifugieren ent~ernt und in der fiber- 
stehenden L6sung das entstandene iL-myo-Inosit-l-phosphat naeh der 
gesehilderten Methode bestimmt. Ein Leerwert, der dadurch erhalten 
wurde, dal~ man die Triehloressigs~ure bereits vor Zugabe der Enzym- 
16sung hinzuffig~e, diente der Bestimmung des bereits im Glueose-6-phosphat 
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enthMtenen anorganisehen Phospha t s  sowie der sehr ger ingen Phosphat -  
menge,  die dureh  die Behand lung  mi t  Pe r joda t  aus I)-Glueose-6-phosphat  
freigesetzt  wird. Dieser Leerwer t  wurde  yon den erhal tenen Wer ten  ffir 
die Enzymakt iv i t /~ t  subtrahier t .  

N i t  weniger reinen Enzymprf ipa ra t ionen  wurde  aueh entspreehend 
Barnett und  Mitarb.  6 ein Leerwer t  ffir die vorhandene  Phospha tase  be- 
st.immt und  yon den Wer t en  ftir die Aktivit/~t. der myo-Inosit-l-phosphat.- 
Synthase  abgezogen. 

Bestimmung der Proteinkonzentration: Es wurde  die Mefhode mi t  Folin- 
IZeagens naeh  Lowry und  Mitarb.  ~ verwendet .  

Hi~hnerblut. Ffir  die Isol ierung und Konzen t r i e rung  des Enzyms  aus 
l : [ / ihnererythroeyten wurde  Blur  yon weiften Leghorn-Hennen ,  die e twa 
4 Monate  al t  waren, verwendet .  Das Blur  wurde dutch  H e r z p u n k t u r  ent- 
nommen.  

U m  das re t ieuloeyten-re iebe Blu t  an/imiseher Hf ihner  zu erhal ten,  
wurden Ht ihner  dadureh  an/~miseh gemaeht ,  daft m a n  ihnen 8 Tage lang 
t/~glieh 10 ml  Blur. e n t n a h m ;  Blur,  das naeh  dieser Zeit abgenommen  wurde, 
enthie l t  e twa 10q/o t~et ieuloeyten un te r  den re tch  Blu tk6rperehen ;  der 
t t~ma tok r i t -Tes t  und  die Bes t immung  des HfimoglobingehMts ergaben 
deut l ieh verminder te  Werte .  

Lemna gibba. Der  Organismus --- eine der kleinsten bekannten  Blfi~en- 
pf lanzen - -  wurde  naeh  Steri l is ierung naeh Kandeler ~ im Medium von 
Cleland und  Briggs unte r  den Bedingungen eines 20-Stunden-0ages  ~-- 20 Stun-  
den Lieht  und  4 S tunden  Dunke lhe i t  - -  gez/iehtet .  

E r g e b n i s s e  

J~solierung und Konzentrierung des Enzyms aus Hi~hnerblut 

10 ml  heparinisiert.es Blu t  aus e inem an/~misehen H u h n  wurden  15 Min. 
bei 3000 U p m  zentr i fugier t ,  das P lasma  abdekan t i e r t  und die Zellen dureh 
Aufffillen auf das ursprfinglielae Volumen  mi t  A q u a  dest. h/ imolysiert .  
]:)ann wurde  30 Min. un te r  Kfihlung bei 18 000 U p m  zentr i fugier t ;  darauf  
wurden  aus dem fiberst.ehenden It /~molysat alle Pro te ine  du tch  Einr t ihren 
von fes tem A m m o n i u m s u l f a t  ausgef/~llt. Der  Niedersehlag wurde  du tch  
Zentr i fugieren v o n d e r  f iberstehenden L6sung befreit,  dann m 5 ml Tris-- .  
Acet~t-Pufferl6su~)g, p K  7,4, die in bezug a.uf ~4"DTA 0,1_.~ war, gelSst, 
und  die LSsung fiber Nach t  gegen �89 1 desseiben Puffers  in der K/Life un te r  
Rfihren dialysiert .  ])as Dia lysa t  wurde dann langsam - -  innerhalb yon 
3 Stdn.  - -  auf  5 ml des NAD-Sepharose-Gels ,  die sieh in e inem Chromato-  
g raphie -R6hrehen  mi t  1 em Durehmesser  befanden und vorher  mi t  30 ml 
der T r i s - -Aee ta t -Puf fe r l6 sung  ~quil ibriert  worden waren, m~fgebracht. 
Die S/iule wurde tiber Naeh t  mi t  100 ml derselben Puffer l6sung nachge- 
wasehen. 

Die E lu t ion  des Prote ins  erfolgte mi t  42 ml 10m~-NAD+-Puffer lSsung.  
Es  wurden 6 F rak t ionen  zu 7 ml  aufgef~ngen, yon denen jede un te r  Rfih- 
rung gegen �89 1 T r i s ~ A c e t a t - P u f f e r t 6 s u n g  di~lysiert  und danaeh  auf  
Pro te ingeha l t  und  Enzymakt iv i t /~ t  un te r sueh t  wurde.  

~Tie in Abb. i gezeigt ist, sind die ersten vier Frak t ionen  wenig a,kt, iv, 
obwohl hier erw/~hnt werden  muft, daft gerade diese F rak t ionen  mn meis ten 
Pro te in  enthal ten .  I n  der  5. FrM~tion finder sich d~nn eine beaeht l iehe  
spezifisehe Aktivi tf ir  des E n z y m s  ('270 ~Ka.t/kg), die fast, yon der  Gr6fJen- 
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ordnung ist, .die bei dem bisher am weitesten gereinigten tierischen Enzym 
dieser Spezifitgt, der myo-Inosit-l-phosphat-Synthase aus Rattenhoden, 
gemessen wurde. Die letztgenannte Prgparation kormte, wie vor kurzem 
berichtet wurde e, elektrophoretisch einheitlich erhalten werden, was bei 
dem hier beschriebenen Enzym sicher nieht der Fall ist. 

Versuehe, dasselbe Enzym im Blur nicht-angmiseher Hfihner mit  
Hilfe der gleichen Methode naehzuweisen, ergaben bisher immer negative 
Ergebnisse. 

~eoo~ 

Frcklion Nc 

Abb. l. Elut ion der rayo-Inosit-l-phosphat-Synthase arts dem Blur anami- 
scher I-Ifihner mit  10 mM-NAD+-LSsung in Tris Acetat-Puffer 

Konzentrierung des Enzyms aus Lemna gibba. Etwa 20 g Wasserlinsen 
(Frischgewicht) wurden mit 100ml Pufferl6sung (50m~-Tris - -Aceta t ,  
5 mM-Mercaptogthanol, pI-I 7,4) im Glashomogenisator nach Potter zer- 
kleinert. Das Homogenisat wurde dureh eine zweifache Lage yon ,,Mira- 
cloth" abgeprel]t und dann 2 Stdn. bei 25 000 Upm zentrifugiert. ])as 
Sediment wurde verworfen. Zur L6sung wurdo portionsweise festes Am- 
moniumsulfat unter  ~fihren und Kfihlung zugegeben, bis Mle Proteine 
ausgefMlen waren. Der Niederschlag wurde genau so behanddt  wie das 
bei der Aufarbeitung der Proteine aus I-Iahnerblut beschrieben wurde. 
Bereits im Dialysat aus der TotMfgllung der Proteine liel~ sich Enzym- 
aktivi tgt  nachweisen (spezifische Aktivi tgt  175 ~Kat/kg). 

3 ml der nach TetMfgllung in Pufferl6sung aufgenommenen Proteine 
wurden auf die mit  Pufferl6sung gquilibrierte bereits beschriebene Sgule 
mit  NAD-Sepharose-Gd aufgebracht; die Sgule wurde dann mit  l~uffer- 
lSsung gewaschen und darauf zuerst mit 10 m~-NAD+-Pufferl6sung 12 Frak- 
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tionen zu 2,5 ml und dann mit 20 mM-NAD+-Pufferl6sung weitere vier Frak- 
tionen zu 2,5 ml aus der S/~ule eluiert. Dabei erwiesen sieh die Fraktionen 14 
und 15 am aktivsten (Abb. 2), obwohl sie sehr wenig Protein enthielten. 
Die Messung der spezifisehen Aktivit/it der Fraktion 14 ergab einen Weft 
yon 93,8 mKat/kg Protein, abet aueh Fraktion 15 hatte noeh eine spezifi- 
sehe Aktivit/~t von 58,4 mKat/kg Protein. 

D i s k u s s i o n  

Der vorliegende Berieht zeigt vor allem, dag die Methode der 
AffinitS~tsehromatographie an NAD-Sepharose bei myo-lnosit-l-phos- 

700 
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Abb. 2. Elution der myo-Inosi~-l-phosphat-Synthase aus Lemna gibba mit 
10m~ bzw. ab Fraktion 13 mit, 20mg-NAD+-L6sung in Tris---Aeetat- 

Puffer 

phat-Synthase nicht nur dazu verwendet werden kann, bereits weit- 
gehend vorgereinigte Prs zur hSehsten Reinheit zu bringen, 
wie das in einer friiheren Mitteilung 2 fiber das Enzym aus l%a~ten- 
hoden beriehtet wurde. Sie kann aueh dazu dienen, das Enzym ans 
t~ohextrakten zu isolieren, wobei natiirlieh kaum hoehgereinigte Pr/~- 
parationen erhalten werden, aber doeh zumindest ein beaehtlieher 
Reinigungseffekt erzielt wird. 

Das Enzym aus dem Blur anfimiseher Hihner  konnte bisher tiber- 
haupt nur naeh Affinit/~tschromato~aphie an NAD-Sepharose naehge- 
wiesen werden. Es ist sehwer, eine plausible Erkl/~rung ftir die Unm6g- 
liehkeit des Enzymnaehweises in vorgereinigten Extrakten zu fin- 
den, denn aus den gemessenen Aktivit/iten des Enzyms naeh Affinit/tts- 
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ehromatographie lassen sieh Aktivit~ten im Extrakt  berechnen, die 
durehaus meBbar sein sollten. Man kSnnte daran denken, dab die 
Extrakte neben dem Enzym auch einen Hemmstoff enthalten, der 
aber keine Affinitgt zur NAD-Sepharose aufweist. 

Die Beobachtung, dab nur das Blut angmischer Hiihner das Enzym 
enthglt, w~hrend Normalblut, d .h .  solehes, das keine Reticuloeyten 
enths anscheinend kein Enzym aufweist, ist insoweit besonders 
interessant, als in einer friiheren Mitteilung aus diesem Laboratorium 11 
berichtet wurde, dab nur an~misches Blut, nicht aber Normalblut, 
zur Phosphorylierung yon myo-Inosit  zu hSheren Phosphaten, so 
insbesondere zu myo-Inosi t- l ,3,4,5,6-pentakisphosphat,  imstande ist. 
Ein Zusammenhang zwisehen diesen Beobachtungen und unserem 
jetztigen Befund lgBt sich im Moment noeh nieht ganz Mar erkennen. 

Im  Falle yon Lemna gibba findet sieh bereits im l~ohextrakt eine 
nicht unbetr&chtliche Aktivit~t des Enzyms. Affinit&tsehrom~tographie 
an 2ffAD-Sepharose fiihrt hier zu einem Reinigungseffekt bis zum 
500fachen. Obwohl kaum anzunehmen ist, daft es sieh hier bereits 
um ein einheitliches Enzym handelt, ist die gemessene Aktivits er- 
staunlich hoeh. Sie ist etwa 50mal grSfter uls diejenige des elektro- 
phoretisch einheitlichen Enzyms aus Rattenhoden, der bisher aktivsten 
Pr&paration der myo-Inosi t - l -phosphat-Synthase .  Dies ist desh~lb 
besonders iiberrasehend, weil - -  wenn auch eine al]gemeine Regel 
darfiber nicht aufgestellt werden kann - -  im allgemeinen pfl~nzliche 
Enzyme eher eine geringere Aktivit&t aufweisen als solche tierischen 
Ursprungs. 

Weitere Untersuehungen der hier besehriebenen Enzyme sind in 
Vorbereitung. 

Die Autoren danken Herrn Dozent Dr. H. Ruis  fiir Ratschl~ge und 
kritisches Durchlesen des Manuskripts. 
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