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Studies on the Biosynthesis of Cyclitols, XXXII: Application

of Affinity Chromatography on NAD-Sepharose to the Iden-

tification and Purification of myo-Inositol-1-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-1-phosphate
synthase (EC 5.5.1.4) in blood of anaemic chicken and to
obtain a relatively active preparation of the enzyme. In the
blood of normal chicken, which had no reticulocytes, no
activity of this enzyme could be detected. The same method
was also successfully applied for the concentration of an
enzyme of the same specificity from Lemna gibba (duckweed).

In einer vorhergehenden Mitteilung aus dieser Serie? berichteten
wir iiber die Reinigung von myo-Inosit-1-phosphat-Synthase aus Rat-
tenhoden mit Hilfe von Affinitdtschromatographie an NAD-Sepharose.
Dabei arbeiteten wir mit einem bereits weitgehend vorgereinigten Enzym
und erreichten mit unserer Methode elektrophoretische Homogenitéit
des Enzyms. Ein Versuch, die Methode der Affinitdtschromatographie
an NAD-Sepharose auch zur Isolierung der myo-Inosit-1-phosphat-
Synthase aus wenig vorgereinigten Extrakten aus Rattenhoden an-
zuwenden, hatte Erfolg; es konnten auf diese Weise Priparationen
des Enzyms erhalten werden, die etwa 509, der spezifischen Aktivitit
des homogenen Enzyms zeigten.
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Es ist anzunehmen, daB myo-Inosit-1-phosphat-Synthase in allen
Organismen, die myo-Inosit produzieren, das Schliisselenzym bei der
Bildung dieser Substanz ist. Nun gibt es zwei biologische Systeme,
die wir seit lingerer Zeit in diesera Laboratorium bearbeiten, in denen
wir aber dieses Enzym entweder gar nicht oder nur mit Schwierig-
keiten nachweisen konnten, obwohl kaum ein Zweifel dariiber be-
stehen kann, daB dort eine quantitativ bedeutende Synthese von
myo-Inosit erfolgt. Es handelt sich dabei um die Erythrocyten von
Vogeln, bei denen ein Pentakisphosphat des myo-Inosits eine regu-
lierende Rolle auf die Sauerstoffkapazitit des Hamoglobins spielt?,
sowie die Wasserlinse, Lemna gibba, von der wir wissen, dall dieser
Organismus besonders gut zur Synthese von Phytinséure, dem Hexakis-
phosphat des myo-Inosits, befahigt ist4.

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir nunmehr {iber Ver-
suche, myo-Inosit-1-phosphat-Synthase in diesen beiden biologischen
Systemen nachzuweisen und aktive Priparationen herzustellen.

Materialien und Methoden

NAD-Sepharose. Das Gel NAD-Sepharose wurde nach einer Vorschrift
von Mosbach und Mitarb.? dargestellt; dabei wurde Sepharose 4 B (Phar-
macla, Uppsala) mit BrCN aktiviert und dann mit 6-Aminocapronséure
gekoppelt, welche als ,spacer’ fungiert, woran mit Hilfe von N,N’-Di-
cyclohexylearbodiimid NAD gebunden wurde. Die Affinitédt des Gels gegen-
tiber NAD-spezifischen Enzymen wurde mit Lactat-Dehydrogenase
(EC 1.1.1.27), von der man weif}, daBl sie von NAD-Sepharose gebunden
wird$, tberpraft.

Bestimmung von In-myo-Inosit-1-phosphat; Bestimmung der Alktivitds
der myo-Inosit-1-phosphat-Synthase. Fir die Messung der Aktivitdt des
hier untersuchten Enzyms wurde nach Barnett und Mitarb.® das entstandene
1r-myo-Inosit-1-phosphat bestimmt. Die Methode beruht auf dem selek-
tiven Abbau von myo-Inosit-1-phosphat bei Behandlung mit 0,2m-Natrium-
perjodat, wobei das Substrat, D-Glucose-6-phosphat, kaum angegriffen
wird, wihrend das Produkt der Reaktion, 1L-myo-Inosit-1-phosphat quanti-
tativ derart abgebaut wird, daB eine entsprechende Menge Orthophosphat
freigesetzt wird. Die Bestimmung des Orthophosphats erfolgte nach Chen
und Mitarb.”.

Fiir die Enzymbestimmung wurden zu 0,2 ml der zu untersuchenden
Losung 0,2 ml 5 mm-Lésung von D-Glucose-6-phosphat und 0,1 ml 5 mm-
NAD+.Lésung in 50 mm-Tris—Acetat-Pufferlosung, pH 7,4, die in bezug
auf ADTA 0,1 my und in bezug auf Ammoniumacetat 1mM war, zu-
gegeben. Die Mischung wurde 1 Stde. bei 37° inkubiert und danach durch
Zugabe von 0,2ml 20proz. Trichloressigsiure abgestoppt. Dann wurde
der Proteinniederschlag durch Zentrifugieren entfernt und in der iiber-
stehenden Lé&sung das entstandene 1L-myo-Inosit-1-phosphat nach der
geschilderten Methode bestimmt. Ein Leerwert, der dadurch erhalten
wurde, daB man die Trichloressigsdure bereits vor Zugabe der Enzym-
l6sung hinzufiigte, diente der Bestimmung des bereits im Glucose-6-phosphat
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enthaltenen anorganischen Phosphats sowie der sehr geringen Phosphat-
menge, die durch die Behandlung mit Perjodat aus p-Glucose-6-phosphat
freigesetzt wird. Dieser Leerwert wurde von den erhaltenen Werten fir
die Enzymaktivitit subtrahiert.

Mit weniger reinen Enzympréiparationen wurde auch entsprechend
Barnett und Mitarb.® ein Leerwert fur die vorhandene Phosphatase be-
stimmt und von den Werten fiir die Aktivitédt der myo-Inosit-1-phosphat-
Synthase abgezogen.

Bestimmung der Proteinkonzentration. BEs wurde die Methode mit Folin-
Reagens nach Lowry und Mitarb.® verwendet.

Hiihmerblut. Fur die Isolierung und Konzentrierung des Enzyms aus
Hihnererythrocyten wurde Blut von weilen Leghorn-Hennen, die etwa
4 Monate alt waren, verwendet. Das Blut wurde durch Herzpunktur ent-
nommen.

Um das reticulocyten-reiche Blut andmischer Hithner zu erhalten,
wurden Hithner dadurch andmisch gemacht, daf man ihnen 8 Tage lang
taglich 10 ml Blut entnahm ; Blut, das nach dieser Zeit abgenommen wurde,
enthielt etwa 109 Reticulocyten unter den roten Blutkérperchen; der
Hamatokrit-Test und die Bestimmung des Hamoglobingehalts ergaben
deutlich verminderte Werte.

Lemna gibba. Der Organismus — eine der kleinsten bekannten Bliten-
pflanzen -— wurde nach Sterilisierung nach Kandeler® im Medium von
Oleland und Briggs unter den Bedingungen eines 20-Stunden-Oages -— 20 Stun-
den licht und 4 Stunden Dunkelhsit — geztichtet.

Ergebnisse
Isolierung und Konzentrierung des Enzyms aus Hihnerblut

10 ml heparinisiertes Blut aus einem andmischen Huhn wurden 15 Min.
bei 3000 Upm zentrifugiert, das Plasma abdekantiert und die Zellen durch
Auffillen auf das urspriingliche Volumen mit Aqua dest. hamolysiert.
Dann wurde 30 Min. unter Kiahlung bei 18 000 Upm zentrifugiert; darauf
wurden aus dem tiberstehenden Hémolysat alle Proteine durch Einrithren
von festem Ammoniumsulfat ausgefallt. Der Niederschlag wurde durch
Zentrifugieren von der tberstehenden Loésung befreit, dann in 5 ml Tris—
Acetat-Pufferlosung, pH 7,4, die in bezug auf ADTA 0,1m war, gelost,
und die Lgsung tiber Nacht gegen 14 1 desseiben Puffers in der Kilte unter
Rihren dialysiert. Das Dialysat wurde dann langsam — innerhalb von
3 Stdn. — auf 5 ml des NAD-Sepharose-Gels, die sich in einem Chromato-
graphie-Roéhrehen mit 1 em Durchmesser befanden und vorher mit 30 ml
der Tris—Acetat-Pufferlosung &dquilibriert worden waren, aufgebracht.
Die Sédule wurde iiber Nacht mit 100 ml derselben Pufferlésung nachge-
waschen.

Die Elution des Proteins erfolgte mit 42 ral 10mM-NAD+-Pufferlésung.
Es wurden 6 Fraktionen zu 7 ml aufgefangen, von denen jede unter Riih-
rung gegen 41 Tris—Acetat-Pufferlosung dialysiert und danach auf
Proteingehalt und Enzymaktivitdt untersucht wurde.

Wie in Abb. 1 gezeigt ist, sind die ersten vier Fraktionen wenig aktiv,
obwohl hier erwdhnt werden muB, dal gerade diese Fraktionen am meisten
Protein enthalten. In der 5. Fraktion findet sich dann eine beachtliche
spezifische Aktivitdt des Enzyms (270 uKat/kg), die fast von der Gréfien-
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ordnung ist, die bel dem bisher am weitesten gereinigten tierischen Enzym
dieser Sperzifitét, der myo-Inosit-1-phosphat-Synthase aus Rattenhoden,
gemessen wurde. Die letztgenannte Préparation konnte, wie vor kurzem
berichtet wurde?, elektrophoretisch einheitlich erhalten werden, was bei
dem hier beschriebenen Enzym sicher nicht der Fall ist.

Versuche, dasselbe Enzym im Blut nicht-andmischer Hihner mit
Hilfe der gleichen Methode nachzuweisen, ergaben bisher immer negative
Ergebnisse.
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Abb. 1. Elution der myo-Inosit-1-phosphat-Synthase aus dem Blut anémi-
scher Hithner mit 10 mM-NAD+-Lésung in Tris—Acetat-Puffer

Konzentrierung des Enzyms aus Lemna gibba. Etwa 20 g Wasserlinsen
(Frischgewicht) wurden mit 100 ml Pufferlosung (50 mM-Tris—Acetat,
5 mm-Mercaptodthanol, pH 7,4) im Glashomogenisator nach Potter zer-
kleinert. Das Homogenisat wurde durch eine zweifache Lage von ,,Mira-
cloth® abgepreffit und dann 2 Stdn. bei 25 000 Upm zentrifugiert. Das
Sediment wurde verworfen. Zur Lésung wurde portionsweise festes Am-
moniumsulfat unter Rithren und Xihlung zugegeben, bis alle Proteine
ausgefallen waren. Der Niederschlag wurde genau so behandelt wie das
bei der Aufarbeitung der Proteine aus Huhnerblut beschrieben wurde.
Bereits im Dialysat aus der Totalfdllung der Proteine lief sich Enzym-
aktivitdt nachweisen (spezifische Aktivitat 175 pKat/kg).

3 ml der nach Totalfallung in Pufferlésung aufgenommenen Proteine
wurden auf die mit Pufferlssung aquilibrierte bereits beschriebene Sdule
mit NAD-Sepharose-Gel aufgebracht; die Saule wurde dann mit Puffer-
16sung gewaschen und darauf zuerst mit 10 mm-NAD+-Pufferlosung 12 Frak-
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tionen zu 2,5 ml und dann mit 20 mM-NAD+- Pufferlésung weitere vier Frak-
tionen zu 2,5 ml aus der Sdule eluiert. Dabel erwiesen sich die Fraktionen 14
und 15 am aktivsten (Abb. 2), obwohl sie sehr wenig Protein enthielten.
Die Messung der spezifischen Aktivitdt der Fraktion 14 ergab einen Wert
von 93,8 mKat/kg Protein, aber auch Fraktion 15 hatte noch eine spezifi-
sche Aktivitdt von 58,4 mKatb/kg Protein.

Diskussion
Der vorliegende Bericht zeigt vor allem, dall die Methode der

Affinititschromatographie an NAD-Sepharose bei myo-Inosit-1-phos-

00

Spezifische ARt (m Katikg Arovery]
@
3
;

GG 7 eI BB Rl
Frakpion Me

Abb. 2. Elution der myo-Inosit-1-phosphat-Synthase aus Lemna gibba mit
10 mM bzw. ab Fraktion 13 mit 20 mv-NAD*.Losung in Tris—Acetat-
Puffer

phat-Synthase nicht nur dazu verwendet werden kann, bereits weit-
gehend vorgereinigte Priparationen zur héchsten Reinheit zu bringen,
wie das in einer fritheren Mitteilung? iiber das Enzym aus Ratten-
hoden berichtet wurde. Sie kann auch dazu dienen, das Enzym aus
Rohextrakten zu isolieren, wobei natiirlich kaum hochgereinigte Pri-
parationen erhalten werden, aber doch zumindest ein beachtlicher
Reinigungseffekt erzielt wird.

Das Enzym aus dem Blut andmischer Hiihner konnte bisher tiber-
haupt nur nach Affinitdtschromatographie an NAD-Sepharose nachge-
wiesen werden. Hs ist schwer, eine plausible Erklarung fiir die Unmég-
lichkeit des Enzymnachweises in vorgereinigten Extrakten zu fin-
den, denn aus den gemessenen Aktivititen des Enzyms nach Affinitats-
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chromatographie lassen sich Aktivititen im KExtrakt berechnen, die
durchaus meBbar sein sollten. Man koénnte daran denken, daB die
Extrakte neben dem Enzym auch einen Hemmstoff enthalten, der
aber keine Affinitdt zur NAD-Sepharose aufweist.

Die Beobachtung, dafi nur das Blut andmischer Hithner das Enzym
enthélt, wihrend Normalblut, d.h. solches, das keine Reticulocyten
enthilt, anscheinend kein Enzym aufweist, ist insoweit besonders
interessant, als in einer fritheren Mitteilung aus diesem Laboratorium*
berichtet wurde, daB nur animisches Blut, nicht aber Normalblut,
zur Phosphorylierung von myo-Inosit zu hoéheren Phosphaten, so
insbesondere zu mgyo-Inosit-1,3,4,5,6-pentakisphosphat, imstande ist.
Ein Zusammenhang zwischen diesen Beobachtungen und unserem
jetztigen Befund 1aBt sich im Moment noch nicht ganz klar erkennen.

Im Falle von Lemna gibba findet sich bereits im Rohextrakt eine
nicht unbetrichtliche Aktivitat des Enzyms. Affinitdtschromatographie
an NAD-Sepharose fiihrt hier zu einem Reinigungseffekt bis zum
500fachen. Obwohl kaum anzunehmen ist, daB es sich hier bereits
um ein einheitliches Enzym handelt, ist die gemessene Aktivitdt er-
staunlich hoch. Sie ist etwa 50mal gréler als diejenige des elektro-
phoretisch einheitlichen Enzyms aus Rattenhoden, der bisher aktivsten
Priaparation der myo-Inosit-1-phosphat-Synthase. Dies ist deshalb
besonders iiberraschend, weil — wenn auch eine allgemeine Regel
dariiber nicht aufgestellt werden kann — im allgemeinen pflanzliche
Enzyme eher eine geringere Aktivitit aufweisen als solche tierischen
Ursprungs.

Weitere Untersuchungen der hier beschriebenen Enzyme sind in
Vorbereitung.

Die Autoren danken Herrn Dozent Dr. H. Ruis fiir Ratschlage und
kritisches Durchlesen des Manuskripts.
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