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Studies on the Biosynthesis o/ Cyclitols, X X X I I I :  Preparation 
o/Highly Purl/led myo-Inositol-l-phosphate Synthase /tom Bull 
Testicles; Comparison with, the Corresponding Enzyme /tom Rat 

Testicles 

Using the method of affinity chromatography on NAD- 
Sepharose, the myo.inositol-l-phosphate synthase (EC 5.5.1.4) 
from testicles of the bull could be purified to homogeneity. 
Although its specificity, its ac t iv i ty  and its molecular weight 
are all very similar to the corresponding properties of the 
enzyme from rat  testicles, there are also some considerable dif- 
ferences between the two enzyme proteins. Whereas the ra t  
enzyme consists of two different pairs of subunits with the 
molecular weights of 3.5x104 and 7.2• 104, respectively, 
the bull enzyme consists of four subunits,  all of them ap- 
parent ly  having the same molecular weight of 5.45 • 104. The 
isoelectric points of the two enzyme proteins are also different; 
with the help of the method of isoelectric focussing they  were 
determined as 3.95 for the ra t  enzyme and 4.59 for the enzyme 
from the bull. 

I n  vorhergehenden  Mi t te i lungen  dieser Serie 1, 2 wurde fiber Kon-  
zen t r ie rung  und  Rein igung yon  myo-Inosit-l-phosphat-Synthase 
(EC5.5.1.4)  mi t  Hilfe der  Af f in i tg t sch romatograph ie  an  NAD-Se-  
pharose  nach  Mosbach 3 ber ichte t .  N a c h d e m  wir  berei ts  seinerzei t  2 
die  Hers te l lung  einer  homogenen  P r a p a r a t i o n  eines solehen E n z y m s  
aus  ~ a t t e n h o d e n  beschr ieben ba t t en ,  s te l l ten  wir  n u n m e h r  alas E n z y m  
gleicher  Spezifit&t auch aus S t ie rhoden  in homogener  F o r m  her. I m  
vor l iegenden Ber ich t  werden die Hers te l lung  dieser Pr&para t ion  sowie 
ihre E igenschaf ten  im Vergleich zu denjen igen  des E n z y m s  aus l~at- 
t enhoden  beschrieben.  
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M a t e r i a l i e n  u n d  M e t h o d e n  

Substanzen und lcommerziell erh(tltliche Enzymprdparatgonen 

MAD +, D-Glucose-6-phosphat, Serumalbumin (t~ind, monomer) und  
Coomassie Brilliant Blue B wurden yon Sigma, St. Louis, bezogen; N,N'- 
Dicyclohexyl-carbodiimid war ein Produkt yon British Drug House, Lon- 
don; Lactatdehydrogenase (Muskel), Alkoholdehydrogenase (Leber), Aldo- 
lase (Muskel), Pyruvatkinase (Muskel), Cytoehrom c (Muskel), Katalase 
(Leber), Lysozym (Eier), Phosphorylase a (Muskel) und Ovalburnin stature- 
ten yon Boehringer GmbH, Mannheirn. Alle Buffersubstanzen wurden 
yon Merck, Darmstadt,  bezogen; N,N'-Methylbisacrylamid stammte yon 
EGA, Steinheim-Albuch, Acrylamid und  Tetramethyl/~thylendiamin yon 
Serva, Heidelberg. Fiir die Elektrofokussicrung wurden eine LKB 8101- 
Ampholine-S/~ule (110 ml) und  - -  zur Erzeugung eines pt t-Gradientcn - -  
,,LKB Ampholine Carrier Ampholyte" verwendet. 

NAD-Sepharose. Das Gel NAD-Sepharose wurde nach Mosbaeh a in 
der gleiehen Weise, wie in der vorhergehenden Mitteilung 1 beschrieben, 
hergestellt. 

Bestimmung der Aktivitdt der myo-Inosit-l-phosphat.Synthase 

Aueh bier wurde im allgemeinen in gleieher Weise wie in der vorher- 
gehenden Mitt.i vorgegangen; in manchen F~illen yon Inhibitorversuehen 
war es allerdings notwendig, mit Hilfe yon radioaktiveln Substrat 
([U-14C]-D-Glucose-6-phosphat, The l~adiochemieal Centre, Amersham, 
England) zu arbeiten, wobei je nach den Versuchsbedingungen Aktivitgten 
yon 3 bis 10 • 166 dpm eingesetzt wurden. Each Inkubation bei 37 ~ unter 
den bereits besehriebencn Bedingungen i wurde die l~eaktion dureh Er- 
hitzen im kochenden Wasserbad abgebrochen und  darauf alkalische 
Bhosphatase (EC 3.1.3.1), inaktiver myo-Inosit sowie MgC12 zugegeben 
und  weitere 2 Stdn. bei 37 ~ inkubiert,  wonach die Reaktion abermals 
durch Kochen gestoppt wurde. Each Entfernen des denaturierten Proteins 
dutch Zentrifugieren wurden die Reaktionsprodukte papierchromato- 
graphisch (Aeeton--Wasser, 4 : 1 )  aufgetrennt und  die Aktivit~t in dem 
dem myo-Inosit entsprechenden Fleck mit  Mille eines 4-r:-Chromatogramm- 
scanners (Tracerlab, Waltham, Mass.) gemessen. 

Bestimmung bzw. Abseh~ttzung physikalischer Daten der Enzymproteine 

Hier wurden allgemein die bereits in der vorhergehenden Mitt. 1 be- 
sehriebenen Methoden verwendct; zur Bestimmung des isoelektrischen 
Punktes rnit I-IiKe der Elektrofokussierung folgten wir den Angaben der 
I-Ierstellerfirma yon Ampholine 4. Die Elektrophorese auf Polyaerylamidgel, 
die zur Priifung des l~einheitsgrades verwendet wurde, wurde nach Maurer 5 
durchgeKihrt; dabei wurden Gele eingesetzt, die in bezug auf monomeres 
Acrylamid 7,5pIoz., 6proz. oder 5proz. waren. Zur Molekulargewichts- 
best immung yon Untereinheiten der Enzyraproteine wurde die Elektro- 
phorese auf Polyacrylamidgel (7,Sproz. in bezug auf das Monomere) in 
Gegenwart yon Natriumdodecylsulfat nach Weber, Pringle und Osborn 6 
verwendet. 

Die Proteinbestimmung in den einzelnen L6sungen wurde naeh Lowry 
und Mitarb. ~ durchgeffihrt. 
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E r g e b n i s s e  

Wie bereits in friiheren Mitteilungen 1, z beriehtet wurde, wird myo- 
Inosit- l-phosphat-Synthase,  die NAD + als Cofaktor enth/~lt, naeh Ent-  
fernung dieses Cofaktors mit  Hilfe yon Aktivkohle setu �9 test an NAD- 
Sepharose gebunden; sie 1/il3t sieh aber mit  einer L6sung yon NAD+ aus 
der S~ule undenaturiert  eluieren und wird auf diese Weise in hochgereinig- 
ter Form erhalten. Das Enzym aus den Stierhoden konnte auf die gleiehe 
VVeise gereinigt und in homogen~r Form erhalten werden. 

Herstell~.ng des Enzyms  aus Stierhoden. Die I-Ioden wurden sofort naeh 
der TStung des gesehleehtsreifen Tieres aus dem K6rper entnommen, 
yon a.nhaft.endem Fe t t  und Gewebe befreit und in flfiss. Stiekstoff tief- 
gefroren. In  diesem Zustand ist das Material zumindest einige Monate 
ohne wesentliehe Aktivitatsverluste haltbar. 

Eine Vorreinigung des Enzyms erfolgte naeh Barnett, Brice und Corina s ; 
man kann allerdings aueh aus nieht vorgereinigten Rohextrakten,  die 
dureh Aufl6sen einer Totalf/~llung aller Proteine mit  Hilfe yon ges/~tt. 
Ammoniumsulfatl6sung erhalten werden, gel-elektrophoretiseh homogene 
Enzympr~parat ionen erhalten, doeh ist die Ausbeute naeh Vorreinigung 
wesentlieh besser. Die Vorreinigung mul3te etwas modifiziert werden; 
w/~hrend beim Enzym aus Rat tenhoden naeh vorhergehenden Reinigungs- 
sehritten die Aktivit/~t zwisehen den F/illungen mit  Ammoniumsulfat- 
konzentrationen von 165 und 59 g/1 zu finden ist, liegt sie bei demjenigen 
aus Stierhoden zwisehen 144~ und 30g/1 Konzentration des Ammonimn- 
sulfats. 

Im allgemeinen wurden somit die Enzyme nach Barnett, Brice und 
Corina s mit Aktivkohle behandelt, um das ziemlieh feat gebundene NAD+ 
zu entfernen, darauf auf S/~ulehen mit  NAD-Sepharose aufgebraeht, mit  
Tris-Aeetat-PufferlSsung, p:H 7,4, grtindlieh gewasehen und dann mit  
10 m M  NAD+-LSsung im selben Puffer, die in bezug auf ] fDTA 0,1 m ~  
und in bezug auf Ammoniumaeetat  1 m M  war, eluiert. Das Eluat  wntrde 
in 2 ,5mi Fraktionen aufgefangen und jede Fraktion naeh Dialyse auf 
Enzymaktivit/~t geprfift. W/~hrend die ersten Fraktionen - -  insbesondere 
wenn ohne Vorreinigung gearbeitet wurde - -  noeh Fremdproteine ent- 
hielten, erweisen sieh die Fraktionen, welehe die Hauptmenge an Enzym- 
protein enthielten, als gel-elektrophoretiseh homogen. Bei Verwendung 
eines vorgereinigten Rohenzyms aus Stierhoden wurde mit  ttilfe der Af- 
finit~tsehromatographie an NAD-Sepharose eine ,Amreieherung auf das 
60faehe erreieht; bei nieht vorgereinigtem Rohextrakt  war die Anreieherung 
etwa 600faeh. 

Die Sehgtzung des Molekulargewiehts des Enzyms aus Stierhoden mit 
Hilfe der Sephadex-S/~ule ergab einen Weft  yon 2,18X 105; dieser Wert  
ist dem Molekulargewieht des Enzyms aus t~attenhoden (2,15• 105) sehr 
/~hnlieh. Bei der Auftrennung des Enzyms aus Stierhoden in Vntereinheiten 
mit  t t i lfe der Natriumdodeeylsulfat-Polyaerylamidgel-Elektrophorese wurde 
nur eine einzige Bande mit  dem Molekulargewieht 5,45• 104 gefunden, 
woraus sieh bereehnen 1/~13t, dal3 das Enzymprotein aus vier anseheinend 
gleieh schweren Untereinheiten besteht. Bei dem Enzym aus Ratten-  
hoden wurden ebenfalls vier Untereinheiten naehgewiesen; diese haben 
abet nieht alle das gleiche Molekulargewieht, da es sieh um zwei gleieh 
grol3e Paare mit  den Molekulargewiehten 3,5 • 104 bzw. 7,2 • 104 handelt 2. 

Der isoelektrisehe Punkt  des Enzyms aus Stierhoden betrggt 4,59; 
beim Enzym aus Rat tenhoden liegt der isoelektrisehe Punkt  bei p i t  3,95. 
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Die spezif. Aktivit/~t des Enzyms aus Stierhoden betr/~gt t,39 mkat/kg 
Protein; der entspreehende Wert ffir das Enzym yon Rattenhoden ist 
1,62mkat/kg Protein. Die Michaeliskonstante ffir D-Glucose-6-phosphat 
wurde mit 1,8 -t- 0,7 mM und diejenige fiir NAD+ mit 1,2 • 10 -9 mM er- 
mittelt; beim Enzym aus Rat0tenhoden sind die entsprechenden Werte 
far D-Glueose-6-phosphat Km= 0,75 • 0,25 mM und fiir NAD + Km 
5 X 10 -2 raM. 

D i s k u s s i o n  

Die seinerzeit ffir die Herstellung der myo-Inosit-l-phosphat- 
Synthase aus Rat tenhoden ausgearbeitete Methode 2 ergab aueh mit 
geringen Modifikationen denselben Erfolg beim Enzym aus Stier- 
hoden, n~mlieh ein elektrophoretiseh homogenes Enzymprotein.  

Ein Vergleieh der beiden Enzymproteine aus l%attenhoden und 
Stierhoden ergibt nun einige weitgehende Ahnliehkeiten, wie z .B.  
die Molekulargewichte, die spezifisehen Aktivit/iten und die Michaelis- 
konstanten fiir das Substrat  und fiir das Coenzym NAD +. Allerdings 
konnte man bereits bei der Vorreinigung vermuten, dab die beiden 
Proteine doch nicht allzu s sind, well sic sieh bei der Ammonium- 
sulfat-Fraktionierung stark untersehiedlich verhalten. Auch die iso- 
elektrisehen Punkte sind deutlich versehieden. Der eindruekvollste 
Unterschied liegt aber im Aufbau der beiden Enzymproteine aus Unter- 
einheiten. Wohl bestehen beide aus vier Untereinheiten; in dem Fall 
des Rat tenenzyms Iinden wir aber zwei verschiedene Typen yon Unter- 
einheiten, und zwar zwei Paare, die sich in ihren Molekulargewiehten 
sehr deutlich nnterseheiden. I m  Enzym aus Stierhoder~ weisen alle 
vier Untereinheitell das gleiche Molekulargewicht auf. 

Wit haben somit zwei Proteine vor uns, die sieh in einigen wesent- 
lichen Eigenschaften unterseheiden. Die hier beriehteten fJberein- 
st immnngen sowie das Verhalten der beiden Enzymproteine gegen- 
fiber Inhibitoren 9, worfiber in einer sp/~teren Publikation ausfiihrlieh 
beriehtet werden soll, lassen abet darauf schliegen, dag beide Enzyme 
ihre Wirkung mit  Hilfe des gleichen Meehanismus katalysieren. Auf 
Grnnd verschiedener Befunde - -  Nieht-Hemmbarkei t  dutch ](DTA, 
]sO im Produkt,  wenn die l%eaktion in Hz l so  verlguft, Hemmbarke i t  
dutch verschiedene Inhibitoren der Bildung yon Schif[schen Basen - -  
halten w i r e s  ffir wahrseheinlieh, dab es sieh bei der myo-Inosit-1- 
phosphat-Synthase aus S/~ugetierhoden um ein Enzym handelt, dessen 
Wirkungsweise eine gewisse Analogie zu der Schi//schen Basen bilden- 
den Fruetosebisphosphat-Aldolase (EC4.1.2.13) ans S/mgetiergewe- 
ben t~ aufweist. 

I m  Gegensatz dazu sind, wie schon yon verschiedenen Autoren 
beobachtet  wurde, die myo-Inosit-l-phosphat-S3mthasen aus grfinen 
]Pflanzen durch ADTA in ihrer Wirkung hemmbar,  was anf die [Be- 
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teiligung von lVfetallionen schliegen l~l~t 11, 12. Diese Art der myo-Inosit-1- 
phosphat-Synthase w/irde somit v611ig dem Typus der sogenannten 
lVfetallo-Aldolase 10 entsprecherl, wie sic z. B. dutch Fructosebisphosphat- 
Aldolase yon Hefe repr/~sentiert wird. 

Wit werden iiber diese VerhS~ltnisse it1 einer folgenden Ver6ffent- 
lichung eingehend beriehten. 

Wir danken dem Fonds zur F6rderung der wissensehaftliehen 
Forschung in Wien (Projekt Nr. 2639) sowie dem Jubils 
der Oesterreiehisehen Nationalbank (Projekt Nr. 730) fiir die grol3- 
ziigige Unterstiitzung dieser Arbeit. 

Literatur 

1 R. Schwartz, W. T'ried, F. Pittner und O. Ho//mann-Ostenho], Mh. Chem. 
105, 445 (1974). 

2 F. Pittner, W. Fried und O. Ho//mann-Ostenho/, Z. physiol. Chem. 355, 
222 (1974). 

3 K.  Mosbaeh, H. Guil/ord, R. Ohlsson und M. Scott, Biochem. J. 127, 
625 (1972). 

4 LKB, Stockholm, Ampholine Carrier Ampholyte. Firmenschrifv, S~oek- 
holm, 1972. 

5 R. H. ~faurer, Diskelektrophorese. Berlin: Waiter de Gruyter. 1968. 
6 K.  Weber, J.  R. Pringle und M. Osborn, Methods in Enzymology (S. Co- 

lowick und N. Kaplan, I-Irsg.), Bd. 26/1, S. 3. New York: Academic 
Press. 1973. 

7 0 . H .  Lowry, N . J .  Rosebrough, A . L .  Farr und R . J .  Randall, J. Biol. 
Chem. 193, 265 (1951). 

s j .  E. G. Barnett, R. E. Brice und D . L .  Corina, Bioehem. J. 119, 183 
(1970). 

9 F. Pittner, Dissertation, Universitgt Wien, 1974. 
lo B. L. Horeeker, O. Tsolas und C. Y. Lai, The Enzymes, 3. Aufl. (P. D. 

Boyer, ttrsg.), Bd. 7, S. 213. New York: Academic Press. 1972. 
11 M. Mogyoros, A.  Brunner und E. Piga, Biochim. Biophys. Aeta 289, 

420 (1972). 
12 M. W. Loewus und F. Loewus, Plant  Physiol. 51, 263 (1973). 

Korrespondenz und Sonderdrueke: 
Pro/. Dr. O. Ho//mann-Ostenho/ 
lnstitut /~r AUgemeine Bioehemie 
Universitdit Wien 
Wdhringer Stra]3e 38 
A-1090 Wien 
O~terreieh 

51" 


