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Phosphodiesterase  I. Spezifischer Nachweis  nach Disk-Elektrophorese  und Vorkommen in Pflanzen 

Fi i r  d e n  h i s t o c h e m i s c h e n  N a c h w e i s  y o n  P h o s p h o d i -  
es te rase  I w u r d e  s c h o n  de r  T h y m i d i n - 5 ' - p h o s p h o r s / i u r e -  
a - n a p h t h y l e s t e r  v e r w e n d e t L  Ki i rz l i ch  w u r d e  t iber  die 
S i c h t b a r m a c h u n g  y o n  P h o s p h o d i e s t e r a s e  in Po lyae ry l -  
amidge l  m i t  bis-p-Ni trophenylphosphat  u n d  T h y m i d i n -  
5 ' - p - n i t r o p h e n y l e s t e r  b e r i c h t e t  2, doch  lassen sick d a m i t  
ke ine  d a u e r h a f t e n  Anf~i rbungen erzielen.  Als S u b s t r a t  fiir 
d e n  spezi f i schen Nachweis  yon  P h o s p h o d i e s t e r a s e  I n a c h  
D i s k - E l e k t r o p h o r e s e  s y n t h e t i s i e r t e n  w i t  d e n  Ur id in -5 ' -  
p h o s p h o r s ~ u r e - ~ - n a p h t h y l e s t e r  ( ~ - N a p h t h y l - p U ) .  

Material und Methoden. D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  
w u r d e  auf  Cellulose MN 300 ausgef i ihr t .  L a u f m i t t e l  I :  
B u t a n o l - 1 / E s s i g s / i u r e / W a s s e r  (4:1 : 1, v /v )  ; L a u f m i t t e l  I I  : 
I sopropano l /0 ,1M A m m o n i u m b i c a r b o n a t ,  p H  7,5 (7:3 ,  
v /v) .  Zu r  D i i n n s c h i c h t e l e k t r o p h o r e s e  ~ au f  Cellulose d ien-  
t e n  0,1M T r i ~ i t h y l a m m o n i u m a c e t a t ,  p H  3,9, u n d  0,1M 
N a t r i u m b i c a r b o n a t ,  p H  8,6, als Puffer .  Lau fze i t  jeweils  
1 h bei  60 V/cm.  

Syn these .  Ur id in-5 ' -phosphors~ iure  wurde  in P y r i d i n  
m i t  de r  z e h n I a c h e n  m o l a r e n  Menge  A c e t a n h y d r i d  w~th- 
r e n d  2 h ace ty l ie r t .  We i t e r e  A u f a r b e i t u n g  wie bei  de r  
A c e t y l i e r u n g  des  U r i d i n - 3 ' - p h o s p h a t s  *. A u s b e u t e  a n  
M o n o p y r i d i n i u m s a l z  y o n  2', 3 ' -Di -O-ace ty lur id in-5"-phos-  
p h a t :  92%.  R f  = 0,29 (I) u n d  0,33 (II) .  Das  Diace ty lde r i -  
v a t  w u r d e  n a c h  KHORANA ~ m i t  c~-Naphthol v e r e s t e r t  u n d  
d a n a c h  die A c e t y l g r u p p e n  m i t  m e t h a n o l i s c h e m  A m m o n i a k  
abgespa l t en .  A n  e iner  S~iule m i t  DEAE-Ce l lu lo se  (HCO~) 
wurde  m i t  60% M e t h a n o l  i iberschi iss iges c~-Naphthol aus-  
gewaschen  u n d  die Phosphor sAurees t e r  m i t  e inem Gra -  
d i e n t e n  aus  W a s s e r  u n d  0,04M A m m o n i u m b i c a r b o n a t ,  
p H  8,4, c h r o m a t o g r a p h i e r t .  Der  Gipfel  des  x - N a p h t h y l - p U  
wurde  ge f r i e rge t rockne t .  A u s b e u t e :  66% A m m o n i u m s a l z  
des  U r i d i n - 5 ' - p h o s p h o r s / i u r e - e - n a p h t h y l e s t e r s .  Weisse,  
l e i ch t  wasser l6s l iche  S u b s t a n z .  Cx,H**O,NaP (467,4). 
Ber .  C 48,83, H 4,76, N 8,99, P 6,61. Get. C 48,67, H 5,14, 
N 8,79, P 6,35. R f  = 0,42 (I) u n d  0,71 (II) ,  e l ek t ropho re -  
t i sche  Beweg l i chke i t  0,62 bei  p H  3,9 u n d  0,38 bei  p H  8,6 
( re la t iv  zu U r i d i n - 5 ' - p h o s p h a t  = 1,0). Die S u b s t a n z  w a n -  
d e r t e  s t e t s  e inhe i t l i ch .  I m  U V - S p e k t r u m  is t  ~ma*= 
265 rim, A ~ . -  240 nm,  e ~  = 12,3 x 10 ~ (bei p i t  7,0 
u n d  p H  2,0). 

I n k u b a t i o n .  Zur  D i s k - E l e k t r o p h o r e s e  n a c h  ORNSTEIN 
u n d  DAVIS ~ w u r d e n  robe,  d u r c h  Zen t r i t ug i e r en  geklArte 
R e i b s M t e  yon  P f l a n z e n  v e r w e n d e t .  J e  2 Gele w u r d e n  in 
e iner  L 6 s u n g  yon  4 m g  a - N a p h t h y l - p U  ur~d 30 m g  Diazo-  
e c h t r o t  (C.I.  37 120) in  40 ml  P h o s p h a t p u f f e r ,  p H  7,0, 
i n k u b i e r t .  A m  O r t  de r  E n z y m z o n e  e n t w i c k e l t  s ick e in  ro t -  
b r a u n e r  Ring .  Z u r  A u s b i l d u n g  gleichmAssiger  Zonen  is t  
es wich t ig ,  d ie  L 6 s u n g  m e e h a n i s c h  zu r i ih ren .  Die  I n k n -  
b a t i o n s z e i t  r i c h t e t  s ich n a c h  de r  D i e s t e r a s e a k t i v i t t t t  
(Figur) .  

10-~M E D T A  u n t e r d r f i c k t  die F a r b e n t w i c k l u n g  voll-  
s t i indig,  1 0 - * !  Mg++ ve r s t t t r k t  sie n u r  wenig.  Der  B e d a r f  
a n  zweiwer t igen  Meta l l i onen  wi rd  wah r sche in l i ch  d u r c h  
das  Z ink  aus  d e m  Diazo-ech t ro t ,  das  als K o m p l e x  m i t  
ZnCI,  vor l iegt ,  gedeckt .  

E i n e  deu t l i che  H e m m u n g  t r a t  a u c h  au f  bei  Z u s a t z  yon  
50 m g  n i e d e r m o l e k u l a r e r  R N S .  

S p a l t u n g  y o n  R N S .  N a c h  de r  E l e k t r o p h o r e s e  y o n  Zuk-  
k e r r t i b e n b l a t t s a f t  w u r d e n  12 Gele ku rz  angef i i rb t ,  die 
f a rb igen  St i icke  a u s g e s c h n i t t e n  u n d  e l e k t r o p h o r e t i s e h  
e luier t .  Mi t  d e n  ve r e in ig t en  E l u a t e n  w u r d e  n a c h  T u v E  
u n d  ANFINSEN ~ die S p a l t u n g  y o n  h o c h m o l e k u l a r e r  R N S  
verfolgt ,  j e d o c h  in 0,1M P h o s p h a t p u f f e r  yon  p H  7,0. 
N a c h  15 h wa r  die E x t i n k t i o n  bei  260 n m  u m  0,015 er- 
h 6 h t .  Diese r e l a t i v  ger inge  E r h 6 h u n g  is t  ges icher t .  Sie 
u n t e r b l e i b t ,  w e n n  kein  Mg ++ zugese tz t  wird.  

Ergebnisse und Diskussion. Die  AbhAngigke i t  de r  R e a k -  
t ion  v o n  zweiwer t igen  Meta l l ionen ,  die k o m p e t i t i v e  H e m -  
m u n g  d e r  S p a l t u n g  d u r c h  R N S ,  die S p a l t u n g  hochmole -  
ku la re r  R N S  n a c h  e l e k t r o p h o r e t i s c h e r  E l u t i o n  des  E n -  
zyms  u n d  die I d e n t i t / i t  de r  m i t  x - N a p h t h y l - p U  angef~irb- 
t en  Zonen  m i t  den  y o n  WOLF s e r h a l t e n e n  sp rechen  daffir ,  
dass  e - N a p h t h y l - p U  n u r  v o n  P h o s p h o d i e s t e r a s e n  gespal-  
t en  wi rd  u n d  n i c h t  a u c h  v o n  N u c l e o t i d p y r o p h o s p h a t a s e n ,  
w g h r e n d  die p - N i t r o p h e n y l e s t e r  des U r i d i n - 5 ' - p h o s p h a t s  
u n d  des  T h y m i d i n - 5 ~ - p h o s p h a t s  fiir be ide  E n z y m e  Sub-  
s t r a t e  s ind  9,1°. So w u r d e  m i t  de r  l e t z t e ren  V e r b i n d u n g  in 
K a r t o f f e l n  e ine P y r o p h o s p h a t a s e a k t i v i t A t  ge funden ,  die 
gegen dieses S u b s t r a t  n o c h  h 6 h e r  is t  als  die a u c h  v o r h a n -  
dene  Phosphod ie s t e r a seak t i v i t~ t t  9. ~ - N a p h t h y l - p U  g ibe  

~2"~ 

• ,f 

b fN:;: " - "  

" ,'" "L'. 

Phosphodiesterase I nach Disk-Elektrophorese von pflanzlichen 
Reibs~ften, je 50/*1. In Klammern die Inkubationszeiten (min.) 
Von links nach reehts Bllitter yon Roggen (Secale eereale) (15); 
Gerste (Hord~m spec.) (15); Kartoffelknolle (Solarium tuberosum) 
(20) ; B1Atter yon Grfinkohl (Brassica acephala) (20) und Zuekerriibe 
(Beta vulgaris, var. saccharitera) (10). Am oberen Ende der Gele un- 
spezifische Gelbffirbungen durch Reaktion yon Diazo-eehtrot mit 
Fraktion-I-Protein, in der unteren H/ilfte zum Tell durch pflanzliche 
Farbstoffe (Kartoffel), ganz unten Bromphenolblau. 
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n a c h  de r  E l e k t r o p h o r e s e  y o n  K a r t o f f e l h o m o g e n a t  n u r  
eine, d u r c h  E D T A  h e m m b a r e  Zone  (Figur) .  

Ausser  bei  den  Beisp ie len  de r  F i g u r  wurde  P h o s p h o -  
d ies te rase  I a u c h  in B1/ i t tern y o n  S p i n a t  (Spinacia 
oleracea), Neusee l~nde r  S p i n a t  ( Tetragonia expansa), Boh-  
n e n  ( Phaseolus vulgaris), S c h n i t t l a u c h  ( A Ilium schoenopra- 
sum) u n d  S t i e f m i i t t e r c h e n  (Viola tricolor) gefunden .  I n  
E x t r a k t e n  aus  r u h e n d e n  Z u c k e r r i i b e n s a m e n  k o n n t e  n a c h  
D i s k - E l e k t r o p h o r e s e  dieselbe  P h o s p h o d i e s t e r a s e  n a c h -  
gewiesen w e r d e n  wie in B1Attern, j edoch  in schwAcherer  
A k t i v i t ~ t .  Die  A k t i v i t A t  n i m m t  m i t  d e m  Al te r  de r  B1/i t ter  
zu. I n  d e n  B l g t t e r n  v o n  Zucke r r f i ben  (Figur)  n n d  y o n  
Weizen  8 k o m m t  P h o s p h o d i e s t e r a s e  I in m u l t i p l e n  F o r m e n  
vor.  

Dass  P h o s p h o d i e s t e r a s e  I in P f l a n z e n  wahr sche in l i ch  
wei t  v e r b r e i t e t  ist, wurde  be re i t s  a u s g e s p r o c h e n L  Sie 
w u r d e  a n g e r e i c h e r t  au s  M a l z k e i m e n  n u n d  M 6 h r e n  a~, 
k o n n t e  j e d o c h  n i c h t  ganz  yon  e ine r  P h o s p h o m o n o e s t e r a s e -  
akt ivi t~i t  g e t r e n n t  werden .  N a c h  D i s k - E l e k t r o p h o r e s e  yon  
Z u c k e r r f i b e n b l a t t s a f t  t r i t t  a n  de r  Stelle de r  P h o s p h o -  
d ies t e rasezone  ke ine  P h o s p h o m o n o e s t e r a s e a k t i v i t ~ i t  au f  
(geprt i f t  m i t  ~ - N a p h t h y l p h o s p h a t ) .  

D iese lben  Z o n e n  wie m i t  c¢-Naphthyl -pU e rh~ l t  m a n  
m i t  dem T h y m i d i n - 5 " - p h o s p h o r s a u r e - a - n a p h t h y l e s t e r ,  d e r  
au f  dem gle ichen W e g  s y n t h e t i s i e r t  wurde .  D e m  Verha l -  
t en  de r  p - N i t r o p h e n y l e s t e r  e n t s p r e c h e n d  is r eag ie r t  de r  
T h y m i d y l s S . u r e n a p h t h y l e s t e r  noch  wesen t l i ch  schnel ler .  
Der  h o h e  Pre i s  de r  T h y m i d y l s / i u r e  r e c h t f e r t i g t  j e d o c h  fiir 
den  vo r l i egenden  Zweck  die V e r w e n d u n g  des  Ur idylsXure-  
esters .  

Summary. T h e  ~ - n a p h t h y l e s t e r  of u r i d i n e - 5 ' - p h o s p h a t e  
was syn thes i zed  as a specific s u b s t r a t e  for p h o s p h o -  
d ies te rase  I wh ich  al lows t he  i den t i f i c a t i on  of t h e  e n z y m e  
a f t e r  disc e lec t rophores is .  Thus ,  p h o s p h o d i e s t e r a s e  I was  
s h o w n  to  be  p r e s e n t  in  severa l  p l an t s ,  in some  of w h i c h  i t  
occurs  in mu l t i p l e  forms.  
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N a c h w e i s  pf lanzl icher Ribonukleasen  in P o l y a c r y l a m i d - G e l e n  nach D i s k - E l e k t r o p h o r e s e  

I n  Agar -Ge len  w u r d e n  sowohl  R N a s e n  ats a u c h  D N a s e n  
n a c h  e l e k t r o p h o r e t i s c h e r  T r e n n u n g  e n t w e d e r  au f  i n d i r e k t e  
\Veise m i t  Hilfe  de r  K o n t a k t f i l m - M e t h o d e  1-, ode r  d i r e k t  
d u r c h  I n k u b a t i o n  de r  G e l - S c h i c h t  in e iner  Nukle insAure-  
16sung 6 nachgewiesen .  

Fi i r  Po lyac ry l amid -Ge l e  l iegt  b isher ,  sowei t  b e k a n n t ,  
n u r  eine A r b e i t  f iber  T r e n n u n g  u n d  I d e n t i f i z i e r u n g  y o n  
D N a s e n  v o r  *. I n  d iesem Fa l l  w u r d e  h o c h m o l e k u l a r e  D N S  
wAhrend de r  P o l y m e r i s a t i o n  in da s  Gel  e ingeschlossen.  

Die vor l i egende  A r b e i t  zeigt,  dass  bei I n k u b a t i o n  de r  
Po lyac ry l amid -Ge le  in  e iner  L 6 s u n g  yon  n i ede rmo leku -  
l a re r  R N S  aus r e i chende  Mengen  der  Nukleins~ture ein- 
d r ingen ,  so dass  au f  diese Weise  ein Nachwe i s  yon  
R N a s e n  n a c h  D i s k - E l e k t r o p h o r e s e  m6g l i ch  ist. 

Material und Methoden. B o h n e n  (Phaseolus vulgaris, 
Sor te  F a v o r i t  bzw. Sor te  Red  Kidney)  u n d  W e i z e n  ( Triti- 
cure aestivum, Sor te  Nordgau )  w u r d e n  im T h e r m o s t a t e n  
bei 25 °C u n d  6000 Lux ,  Z u c k e r r i i b e n p f l a n z e n  (Beta vul- 
garis, ssp. esculenta f. altissima, Sor te  E r t a )  im Gew~chs-  
h a u s  bei 12°C u n d  2000 L u x  angezogen .  Ka l lu sgewebe  
aus  B o h n e n - H y p o c o t y l  (P. vulgaris, Sor te  Favo r i t )  w u r d e  
auf  W h i t e ' s c h e m  N~thrmedium ku l t iv i e r t ,  d e m  2,4-D, 
K i n e t i n  u n d  E r b s e n e x t r a k t  h inzugef f ig t  w o r d e n  w a r  7. 

Pr imArblAt te r  des  Weizens  (20 g Fr i schgewich t )  w u r d e n  
10 Tage  n a c h  Aussaa t ,  B o h n e n w u r z e l n  (20 g Fgw.)  
15 Tage  u n d  Ri ibenbl /~ t te r  (20 g Fgv¢.) 60 Tage  n a c h  
Aussaa t ,  B o h n e n - K a l l i  (30 g F, Gw.) 30 Tage  n a c h  ~ b e r -  
se tzen  au f  ein neues  N~thrmedium gee rn te t .  

Das  P f l a n z e n m a t e r i a l  w u r d e  n a c h  Zugabe  de r  jeweils  
gle ichen G e w i c h t s m e n g e  E x t r a k t i o n s p u f f e r  (0,05M Tris- 
HC1 p H  7,5, 0,5M KC1, 0 ,1% Cystein-HC1, 10% Saccha-  
rose) im M6rser  bei 5 °C m i t  Q u a r z s a n d  zerr ieben,  f iber  

e in  Nesse l t uch  f i l t r ie r t  u n d  ansch l i e s send  20 m i n  be i  
30 000 g zen t r i fug ie r t .  Der  l ~ b e r s t a n d  w u r d e  n a c h  Re in i -  
g u n g  f iber  e ine Sephadex- (G-25- )S~u le  m i t  Hi l fe  y o n  
Poly~t thylenglycol  T y p  20000 (Fluka)  au f  2-5  ml  ein-  
geengt .  Von  d iesem E x t r a k t  w u r d e  eine ca. 500 ~ug P r o t e i n  
e n t h a l t e n d e  Flf iss igkei ts rnenge au fge t r agen .  

Die He r s t e l l ung  de r  Gele er fo lg te  n a c h  D a v i s  8. Bei  
e iner  S t r o m s t ~ r k e  yon  2,6 m A  pro  R 6 h r c h e n  ( ~ 6 × 110 
ram) d a u e r t e  die T r e n n u n g  ca. 3 -4  h.  Sic w u r d e  beende t ,  
w e n n  die B r o m p h e n o l b l a u b a n d e  den  u n t e r e n  R a n d  des  
R 6 h r c h e n s  e r r e i ch t  h a t t e .  

Die aus  den  G l a s r 6 h r c h e n  e n t f e r n t e n  Gele w u r d e n  zu- 
n/£chst 10 min  in 0,2M A c e t a t - P u f f e r  p H  5,0 bzw.  0,05M 
Tris-HC1-Puffer p H  7,5 gewaschen  u n d  ansch l i e s send  in  
e iner  R N S - L 6 s u n g  (Hefe -RNS,  Fa.  B6hr inge r ,  in  0,2M 
A c e t a t - P u f f e r  p H  5,0 bzw. 0,05M Tris-HC1-Puffer p H  7,5) 
2 h i nkub ie r t .  Das  F ix i e ren  u n d  gleichzei t ige A n f ~ r b e n  
de r  n i c h t  a b g e b a u t e n  R N S  erfolgte  in  0,2 M Ace ta t -Pu f fe r ,  
de r  1% L a n t h a n a c e t a t  u n d  1% M e t h y l e n b l a u  en th i e l t .  

1 G. RIou und C. PAOLETTI, Nature t99, 65 (1963). 
z M. WAGNER, J. Chromat. 15, I08 (1%4). 
a C. POORT und W. J. W. VAN VENROV, Nature 204, 684 (1964). 
4 N. RESSLER, E. OLIVERO, G. R. THOPSON und R. R. JosEPH, 

Nature 210, 695 (1966). 
5 j .  URIEL und JANINE COURCON, C. r. hebd. Aead. Sci., Paris 253, 

1876 (1961). 
6 j .  BOYD and H. K. MITCHELL, Analyt. Bioehem. 13, 28 (1965). 

R. WARICK, in Vorbereitung. 
8 B. J. DAVIS, Ann. N.Y. Acad. Sci. 121,404 (1964). 


