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Phosphodiesterase 1. Spezifischer Nachweis nach Disk-Elektrophorese und Vorkommen in Pflanzen

Fiir den histochemischen Nachweis von Phosphodi-
esterase I wurde schon der Thymidin-5"-phosphorsdure-
a-naphthylester verwendet!. Kiirzlich wurde iiber die
Sichtbarmachung von Phosphodiesterase in Polyacryl-
amidgel mit bis-p-Nitrophenylphosphat und Thymidin-
5’-p-nitrophenylester berichtet?, doch lassen sich damit
keine dauerhaften Anfirbungen erzielen. Als Substrat fiir
den spezifischen Nachweis von Phosphodiesterase I nach
Disk-Elektrophorese synthetisierten wir den Uridin-5"-
phosphorsdure-a-naphthylester («-Naphthyl-pU).

Material und Methoden. Diinnschichtchromatographie
wurde auf Celilulose MN 300 ausgefithrt. Laufmittel I:
Butanol-1/Essigsdure/Wasser (4:1:1, v/v); Laufmittel I1:
Isopropanol/0,1m Ammoniumbicarbonat, pH 7,5 {7:3,
v/v). Zur Dinnschichtelektrophorese?® auf Cellulose dien-
ten 0,1m Tridthylammoniumacetat, pH 3,9, und 0,im
Natriumbicarbonat, pH 8,6, als Puffer. Laufzeit jeweils
1 h bei 60 V/cm.

Synthese. Uridin-5’-phosphorsiure wurde in Pyridin
mit der zehnfachen molaren Menge Acetanhydrid wih-
rend 2 h acetyliert. Weitere Aufarbeitung wie bei der
Acetylierung des Uridin-3-phosphats¢. Ausbeute an
Monopyridiniumsalz von 2/, 3'-Di-O-acetyluridin-5’-phos-
phat: 92%,. Rf = 0,29 (I) und 0,33 (II). Das Diacetylderi-
vat wurde nach KnoraNa® mit a-Naphthol verestert und
danach die Acetylgruppen mit methanolischem Ammoniak
abgespalten. An einer Sdule mit DEAE-Cellulose (HCO;)
wurde mit 609, Methanol iiberschiissiges a-Naphthol aus-
gewaschen und die Phosphorsiureester mit einem Gra-
dienten aus Wasser und 0,04M Ammoniumbicarbonat,
pH 8,4, chromatographiert. Der Gipfel des «-Naphthyl-pU
wurde gefriergetrocknet. Ausbeute: 66% Ammoniumsalz
des Uridin-5’-phosphorsdure-a-naphthylesters. Weisse,
leicht wasserlosliche Substanz. C,H,,O,N P (467,4).
Ber. C 48,83, H 4,76, N 8,99, P 6,61. Gef. C 48,67, H 5,14,
N 8,79, P 6,35. Rf = 0,42 (1) und 0,71 (II), elektrophore-
tische Beweglichkeit 0,62 bei pH 3,9 und 0,38 bei pH 8,6
(relativ zu Uridin-5-phosphat = 1,0). Die Substanz wan-
derte stets einheitlich. Im UV-Spektrum ist 1
265 nm, 1,,;,
und pH 2,0).

Inkubation. Zur Disk-Elektrophorese nach ORNSTEIN
und Davis® wurden rohe, durch Zentrifugieren geklirte
Reibsiafte von Pflanzen verwendet. Je 2 Gele wurden in
einer Losung von 4 mg a-Naphthyl-pU und 30 mg Diazo-
echtrot (C.I. 37 120) in 40 ml Phosphatpuffer, pH 7,0,
inkubiert. Am Ort der Enzymzone entwickelt sich ein rot-
brauner Ring. Zur Ausbildung gleichmissiger Zonen ist
es wichtig, die Losung mechanisch zu rithren. Die Inku-
bationszeit richtet sich nach der Diesteraseaktivitit
(Figur).

10-2m EDTA unterdriickt die Farbentwicklung voll-
stindig, 10-2m Mgt+ verstirkt sie nur wenig. Der Bedarf
an zweiwertigen Metallionen wird wahrscheinlich durch
das Zink aus dem Diazo-echtrot, das als Komplex mit
ZnCl, vorliegt, gedeckt.

Eine deutliche Hemmung trat auch auf bei Zusatz von
50 mg niedermolekularer RNS.

Spaltung von RNS. Nach der Elektrophorese von Zuk-
kerriibenblattsaft wurden 12 Gele kurz angefarbt, die
farbigen Stiicke ausgeschnitten und elektrophoretisch
eluiert. Mit den vereinigten Eluaten wurde nach Tuve
und ANFINSEN’ die Spaltung von hochmolekularer RNS
verfolgt, jedoch in 0,1M Phosphatpuffer von pH 7,0.
Nach 15 h war die Extinktion bei 260 nm um 0,015 er-
héht. Diese relativ geringe Erhohung ist gesichert. Sie
unterbleibt, wenn kein Mgt+ zugesetzt wird.

max "~

= 240 nm, &, = 12,3x10® (bei pH 7,0

Evgebnisse und Diskussion. Die Abhidngigkeit der Reak-
tion von zweiwertigen Metallionen, die kompetitive Hem-
mung der Spaltung durch RNS, die Spaltung hochmole-
kularer RNS nach elektrophoretischer Elution des En-
zyms und die Identit4t der mit a-Naphthyl-pU angefarb-
ten Zonen mit den von WoLF8® erhaltenen sprechen dafiir,
dass a-Naphthyl-pU nur von Phosphodiesterasen gespal-
ten wird und nicht auch von Nucleotidpyrophosphatasen,
wiahrend die p-Nitrophenylester des Uridin-5'-phosphats
und des Thymidin-5/-phosphats fiir beide Enzyme Sub-
strate sind %1%, So wurde mit der letzteren Verbindung in
Kartoffeln eine Pyrophosphataseaktivitit gefunden, die
gegen dieses Substrat noch hoher ist als die auch vorhan-
dene Phosphodiesteraseaktivitit®. o-Naphthyl-pU gibt
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Phosphodiesterase I nach Disk-Elektrophorese von pflanzlichen
Reibsiften, je 50 gl. In Klammern die Inkubationszeiten (min.)
Von links nach rechts Blitter von Roggen (Secale cereale) {15}
Gerste (Hordeum spec.} (15); Kartoffelknolle (Solanum tuberosum)
(20); Blitter von Griinkohl {Brassica acephala) {20} und Zuckerriibe
(Beta vuigaris, var, saccharifera) (10). Am oberen Ende der Gele un-
spezifische Gelbfirbungen durch Reaktion von Diazo-echirot mit
Fraktion-I-Protein, in der unteren Halfte zum Teil durch pflanzliche
Farbstoffe (Kartoffel), ganz unten Bromphenolblau.
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nach der Elektrophorese von Kartoffelhomogenat nur
eine, durch EDTA hemmbare Zone (Figur).

Ausser bei den Beispielen der Figur wurde Phospho-
diesterase I auch in Bldttern von Spinat (Spinacia
oleracea), Neuseelinder Spinat (Tetragonia expansa), Boh-
nen { Phaseolus vulgaris), Schoittlauch (AWium schoenopra-
sum) und Stiefmiitterchen (Viola #ricolor) gefunden. In
Extrakten aus ruhenden Zuckerriibensamen konnte nach
Disk-Elektrophorese dieselbe Phosphodiesterase nach-
gewiesen werden wie in Blittern, jedoch in schwicherer
Aktivitdt. Die Aktivitit nimmt mit dem Alter der Blitter
zu. In den Bldttern von Zuckerriiben (Figur) und von
Weizen ® kommt Phosphodiesterase I in multiplen Formen
vor.

Dass Phosphodiesterase I in Pflanzen wahrscheinlich
weit verbreitet ist, wurde bereits ausgesprochen?®. Sie
wurde angereichert aus Malzkeimen!! und Mo&hren??,
konnte jedoch nicht ganz von einer Phosphomonoesterase-
aktivitat getrennt werden. Nach Disk-Elektrophorese von
Zuckerriibenblattsaft tritt an der Stelle der Phospho-
diesterasezone keine Phosphomonoesteraseaktivitit auf
(gepruft mit a-Naphthylphosphat).

Dieselben Zonen wie mit «-Naphthyl-pU erhélt man
mit dem Thymidin-5"-phosphorsiure-a-naphthylester, der
auf dem gleichen Weg synthetisiert wurde. Dem Verhal-
ten der p-Nitrophenylester entsprechend!® reagiert der
Thymidylsdurenaphthylester noch wesentlich schneller.
Der hohe Preis der Thymidylsdure rechtfertigt jedoch fiir
den vorliegenden Zweck die Verwendung des Uridylsdure-
esters.,
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Summary. The a-naphthylester of uridine-5'-phosphate
was synthesized as a specific substrate for phospho-
diesterase I which allows the identification of the enzyme
after disc electrophoresis. Thus, phosphodiesterase I was
shown to be present in several plants, in some of which it
occurs in multiple forms.
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Nachweis pflanzlicher Ribonukleasen in Polyacrylamid-Gelen nach Disk-Elektrophorese

In Agar-Gelen wurden sowohl RNasen als auch DNasen
nach elektrophoretischer Trennung entweder auf indirekte
Weise mit Hilfe der Kontaktfilm-Methodel~* oder direkt
durch Inkubation der Gel-Schicht in einer Nukleinsdure-
l6sung® nachgewiesen.

Fiir Polyacrylamid-Gele liegt bisher, soweit bekannt,
nur eine Arbeit iiber Trennung und Identifizierung von
DNasen vor$. In diesem Fall wurde hochmolekulare DNS
wihrend der Polymerisation in das Gel eingeschlossen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass bei Inkubation der
Polyacrylamid-Gele in einer Ldsung von niedermoleku-
larer RNS ausreichende Mengen der Nukleinsiure ein-
dringen, so dass auf diese Weise ein Nachweis von
RNasen nach Disk-Elektrophorese méglich ist.

Matevial und Methoden. Bohnen (Phaseolus vulgaris,
Sorte Favorit bzw. Sorte Red Kidney) und Weizen (T7iti-
cum aestivwm, Sorte Nordgau) wurden im Thermostaten
bei 25°C und 6000 Lux, Zuckerriibenpflanzen (Beta vul-
gavis, ssp. esculenta f. altissima, Sorte Erta) im Gewichs-
haus bei 12°C und 2000 Lux angezogen. Kallusgewebe
aus Bohnen-Hypocotyl (P. vulgaris, Sorte Favorit) wurde
auf White’schem Ndhrmedium kultiviert, dem 2,4-D,
Kinetin und Erbsenextrakt hinzugefiigt worden war?’.

Primirblitter des Weizens (20 g Frischgewicht) wurden
10 Tage nach Aussaat, Bohnenwurzeln (20 g Fgw.)
15 Tage und Riibenbldtter (20 g Fgw.) 60 Tage nach
Aussaat, Bohnen-Kalli (30 g F.Gw.) 30 Tage nach Uber-
setzen auf ein neues Nahrmedium geerntet.

Das Pflanzenmaterial wurde nach Zugabe der jeweils
gleichen Gewichtsmenge Extraktionspuffer (0,05m T¥is-
HCI pH 7,5, 0,5m KCl, 0,1% Cystein-HCl, 109 Saccha-
rose) im Morser bei 5°C mit Quarzsand zerrieben, iiber

ein Nesseltuch filtriert und anschliessend 20 min bei
30000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach Reini-
gung iiber eine Sephadex-{G-25-}Sdule mit Hilfe von
Polyithylenglycol Typ 20000 (Fluka) auf 2-5 ml ein-
geengt. Von diesem Extrakt wurde eine ca. 500 ug Protein
enthaltende Fliissigkeitsmenge aufgetragen.

Die Herstellung der Gele erfolgte nach Davis®. Bei
einer Stromstirke von 2,6 mA pro Réhrchen (g 6 X 110
mm) dauerte die Trennung ca. 3—4 h. Sie wurde beendet,
wenn die Bromphenolblaubande den unteren Rand des
Rohrchens erreicht hatte.

Die aus den Glasréhrchen entfernten Gele wurden zu-
nidchst 10 min in 0,2M Acetat-Puffer pH 5,0 bzw. 0,05m
Tris-HCl-Puffer pH 7,5 gewaschen und anschliessend in
einer RNS-Losung (Hefe-RNS, Fa. Bohringer, in 0,2M
Acetat-Puffer pH 5,0 bzw. 0,05m T7is-HCl-Puffer pH 7,5)
2 h inkubiert. Das Fixieren und gleichzeitige Anfiarben
der nicht abgebauten RNS erfolgte in 0,2M Acetat-Puffer,
der 1% Lanthanacetat und 1% Methylenblau enthielt.
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