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Die Isolierung und der Bestandteil des seltenen sauren Proteins im siugetierischen Organ

Teil 3 Die Verfeinerung und die einigen chemischen Eigenschaften

der Ribose-5-Phosphat-Isomerase aus der Schweinemilz
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Einleitung

Der Gegenstand dieses Versuchs und das Interesse
daran sind mit dem Verfasser und einem arztlichen
Biochemiker vorgelegt.!~'!) Ein Beispiel, woran wir
Interesse hatten, war es, daR solch ein seltenes saures
Protein mit der Ubermittelung der Mitteilung im
Nervensystem verkniipft werden konne. Die Tatigkeit
im Nervensystem zu kldren das letzte Ziel unserer
Forschung.

Ein Versuch war es, die Isomerase, Ribose-5-
Phosphat-Isomerase aus dem Organ, der Scheinemilz
zu entfernen, um das saure Protein zu verfeinern.

Zuerst wurde die Verferinerung dieser Isomerase
versucht. Und einige chemische Eigenschaften dieser
Isomerase wurden mit eigenen Experimentell-
methoden gemessen.

Dieser Versuchen wurde mehrere Male fiir die
Bestitigung des experimentellen Ergebnisses wieder-
holt. Ein Teil dessen war in Abteilung Enzymchemie,
Institut fiir Biochemie, Geoig-August Universitit
Gottingen fertiggebracht.

Die Vorbereitungsmethode des Materials und das
Verfahren der Isolierung des Enzymes werden teil-

weise vom Verfasser verbessert.

Experimenteller Teil und Ergebnisse

Die Vorbereitungsmethode des Materials und das
Verfahren der Isolicrung des Enzymes sind teilweise
vom Verfasser verbessert worden. Sie sind neue
Punkt.

Die Schweinemilz war ein stark durchblutetes Organ

Laboratorium fiir Biologie

von linglich abgeflachter Form makroskopisch von

vielen mit Geweben gebundenen Fasern durchzogen

und in eine rote und eine weisse Milzpulpe eingeteilt.
In der roten Milzpulpe sind die malpighischen ein-
gelagert, die beim Schwein schon mit blossem Auge
sichtbar sind und als weissliche knotchenformige
Gebilde bzw. als weisse Milzpulpe bezeichnet werden
konnen.

Nachdem die Schweinemilz aus der frischen Leiche
heraus genommen worden war, wurde zuerst das
fresche Organ mit Eis abgekiihlt, auf einer Stelle im
Laboratorium eingefroren und dann aufgetaut. Das
reine Organ wurde dadurch erhalten, unnotige Zellen-
gewebe, die Epidermis, die Adern, die Arterie, und
andere iibrigen Gewebe wurden, wie im vorigen
Bericht in bezug auf die Leber eingeteilt. Der Versuch
iiber das Verfahten der Einteilung was auf dem Eis
durchgefiihrt. Der Verfasser pafite aufmerksam auf
die Reinheit und die Denaturierung auf, damit die
Enzymreaktion nicht verursacht werden sollte.

Die mechanisch unvermischte Schweinemilz (278.7
g) wurde bei einer zweimaligen Passage durch einen
Fleischwolf zu Brei verarbeitet. Sein Gewicht betrug
251.6 g. Er wurde mit verdoppelten Volumen (504
ml) Malonat-Puffer (0.05M Malonat, pH 6.0, 1 mM
EDTA, 1 mM Me: 2-Mercaptoethanol) versetzt. Diser
Extrakt (750 ml) wurde mechanisch mittels eines
Magnetrithrers 3 Stunden bei +2°C geriihrt. Die ge-
wonnene Suspension (550 ml) wurde zentrifugiert

' (4350 RPM, 28 min, +5°C), um iiberflussiges Zell-
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wandmaterial und faserige Bindegewebestrukturen
abzutrennen. Das Dekantat wurde zuletzt noch
iiber Glaswolle filtriert, um flotierendes Fett zu

entfernen.
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Die Bestimmung der spezifischen Aktivitit ergab
einen Wert von 7.3 IU/mg Protein. Aus dieser Probe
ergab sich eine eindeutige Forgerung, daf die un-
gewohnlich hohe Aktivitit der Ribose-5-Phosphat-
Isomerase in den Zellen der Milz zu suchen ist.

Die Enzymaktivitit wurde mit der Extinktion an
546 nm durch den Cystein-Carbazol-Test bestimmt.

Tris/HCI1 Puffer pH 7.4 + Ribose-5-Phosphat Lésung

15 min bei 25°C

Inkubation
(Reaktion)

+ Probeldsung

Vermischung

Stark
+ 75% H,S0,

Kiihlen mit Eis

Cystein-16sung
Schiitteln

Stark
———
Schiitteln’

Stark
Schiitteln

+ Carbazol-16sung

10 min

Bestimmung

Bei Raumtemperatur E

546

Auch der Proteinsgehalt wurde mit der Extinktion
an 546 nm durch den Biuret-Methode bestimmt. Und
BSA (Albumin: Rinder Serum Albumin) wurde als
das Standardmaterial vewendet, um eine Standard-

quantitativekurve zu schreiben.

Wasser + Probelésung + 25% Trichloroessig siure

30 sek 5 min
Rithren durch Magnet Zentrifugieren  Dekantieren
3550 RPM
45 sek

+ Biuret-Reagenz
Rithren durch Magnet

10 min

Bestimmung

Bei Raumtemperatur E

846

Die Enzymaktivitdt zeigte eine ungewdhnlich hohe
Stabilitat des Enzyms gegenliber hohen Temperaturen.
Ferner wurde durch praparative Hitzeschritte bei 80°C
— 85°C eine hohe Ausbeute und eine hohe Anreich-
erung erreicht. Aber die. Aktivitiaten vielen anderen
Enzymen fallen in meisten Fallen bei solch einer
hohen Temperatur. Dieses Enzym aber wurde bei
83°C £ 0.5°C angereichert.

Jede 225 ml(550/2 ml) zentrigefugiert ({filtrierte
Losung wurde bei 83°C + 0.5°C fiir 17 min mit
anspannender Aufmerksamkeit erhitzt. Danach wurde
siec sofort mit Eis abgekiihlt und dann zentrifugiert
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(4350 RPM, +5°C, 32 min). Die fliissige Phase 425
ml, die von den Niederschligen abgetrennt wurde,
wurde zu 2000 ml mit 0.05 M Malonat Puffer pH 4.9
gemacht. Dann wurde die homogenisiert Fliissigkeit
mit CM-Sephadex C-50 Teilung-Chromatographische-
Sdule D 53cm x H 7.5cm) bei 4°C = 0.5°C
chromatographiert, die FElution war mit 0.05M
Malonat Puffer pH 6.0, der 0.03 M NaCl enthilt, ge-
macht und die Eluatlosung 840 ml wurde gewonnen.
Ammonjum Sulfat wurde mit der Eis-Abkiihlung tiber
dem Magnetischeriiher, bis 65% ige Sattigung erreicht
wurde. Die gering gewordenen Niderschlige 4.4 g
wurden mit Hilfe der Zentrifuge (12000 RPM, +5°C,
34 min, 27500 G) von der flissigen Phase abgetrennt.
Die homogenisierte Fliissigkeit 14 ml aus diesen
zentrifugierten Niederschligen wurde mit einem ge-
ringerem 0.05 M Malonat Puffer pH 6.0 gewonnen.
Die Dialyse der Losung war mit distilliertem Wasser
vollfiihrt. Nach der Dialyse wurde die Flissigkeit mit
Hilfe der Zentrifuge (20700 RPM, +5°C, 6 min, 47800
G) abgetrennt, Der 350 ul/101 Me enthaltenen 0.02
M Tris/HCl Puffer pH 8.5 80 ml wurde der ge-
wonnenen Fliissigkeit 20 ml addiert.

Die Bestandteile der Flissigkeit 100 ml wurden mit
QAE-Sephadex Gel-Teilung-Chromatographische-Siule
(D 33cm x H 21 cm, bei + 3.5°C) getrennt. Die
Elution war mit dem 0.1 M NaCl enthaltenen 0.02 M
Tris/HCl, Me, pH 8.5 gemacht. Dabei wurde die Eluat-
16sung, 140 ml (niedrig aktiv enzymlich) + 800 ml
(hoch aktiv enzymlich), gewonnen,

Auch Ammonium Sulfat wurde mit Eis-Abkiihlung
iiber dem Magnetischeriihrer addiert, bis 820 ml
Fliissigkeit von 65% ige Sattigung erreicht wurde. Und
die gering gewordenen Niderschlige 2.5 g wurden
durch die Zentrifuge (20700 RPM, +5°C, 6 min,
47800 G) von der fliissigen Phase abgetrennt. Danach
wurden die Niederschlige mit 0.05 M Malonat, 1 mM
EDTA, 1 mM Me Puffer, pH 6.0 2 ml homogeniert,
Diese Fliissigkeit war auch mit einer kleinen Ultra-
zentrifuge 3 min lang zentrifugiert. Die gewonnene
flissige Phase 1.8 g wurde mit Sephadex G-100
Ionenaustauscher-Chromatographische-Saule (D 2 cm
x H 40 cm, bei 3.5°C) chromatographiert. Die Elua-
tion wurde mit dem 0.1 M KCl enthaltenen 0.05 M
Malonat, 1 mM EDTA, 1mM Me Puffer, pH 6.0
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gemacht. Die enzymlichaktive Eluatlosung 52 ml
wurde dialysiert und lyophilisiert. Die Ausbeute war
32 mg.

Die Chromatogramme von CM-Sephadex C-50, QAE-
Sephadex A-50 und Sephadex G-100 sind in ab-
bildungen 1, 2 und 3 nacheinander gezeigt. Aber
jedes Chromatogram zeigte jede Extinktion an 546
nm fiir Enzymaktivitit und jede Extinktion an 280

nm fiir Proteinbestandteil.

Tabelle 1 Anreicherung der Ribose-5-Phosphat-

Isomerase
Enzym- Spezifisch
L. aktivitat pezifische
Reinigungs- Einheiten I;Otelg Aktivitdt
schritte pro Fr agk%ron (IU/mg
Fraktion Protein)
Rohextrakt 128700 17600 7.3
Hitzeschritte
(83°C) 115600 773 195
CM-Sephadex
C-50 (Fra. 88536 210 422
Nrn, 9-50)
QAE-Sephadex
A-50 (Fra. 76670 72.2 1062
Nin. 847)
Sephdex G-100
(Fra. Nrn. 43161 10.7 4022
12-25)

Auch an Tab. 1 sind die Anreicherungen des Ribose-
5-Phosphat-Isomerase von fiinf Stufen gezeigt.

Der Reinheitsgrad wurde wihrend der Verfolgung
der Anreicherung durch die analytische Polyacryl-
amidgel-Elektophorese mit Aktivitdtsfarbung erreicht.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt.

Und der Bestandteil des Polyacrylamidgels war wie
folgt.

Trenn-Gel ( )/1.01 Sammels-Gel ( )/1.01
30% Acrylamid/ 30% I?chzlyll&mid/
0.8% NN'Me- 0.8% NN'Me-
thylenbis- (15 ml) thylenbis- (1.0 mi)
acryamid acrylamid
1.4 M Tris/HC1 1.2 M Tris/HC1
puffer, pH 8.9 (7S™MD pusrer pH6.7 (05D
Destilliertes Destilliertes
Wasser (7.5 ml) Wasser (8.0 ml)
N,N,N’,N"- N,N,N*N*-
Tetramethyl- (50 ul) Tetramethyl- (20 u)
ethylendiamin ethylendiamin
10%Ammoni- 10% Ammoni-
umpersulfat (40 ) ympersulfat (200 uD
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Als das Standardmaterial wurde Rider Serum

Albumin (BSA) benutzt.

Diskussion und Schluss

Bereits waren viele Experimente iiber das Enzym,
Dabei
wurde das Enzym aus den unterschiedlichen Roh-

Ribose-5-Phosphat-Isomerase,  angefertigt.
materialien gewonnen, sei es tierischer order pflanz-
licher Herkunft. In der Arbeit vom Verfasser wurde
seine Aufmerksamkeit das Enzym aus der Schweine-
milz gerichtet, was eine ungewohnliche Aktivitat der
Ribose-5-Phosphat-Isomerase aufweist. Bei der Durch-
sicht anderer Schriften bemerkt man, daR die unter-
schiedlichen Angaben iiber die Struktur des Enzyms
und seinen Wirkungsmechanismus bestehen,
Bei der Anreicherung des Enzyms aus Schweinemilz
elekto-
Sephadex-

wurde  Ribose-5-Phosphat-Isomerase  in

phoretisch reiner Form dargestellt.
Ionenaustauscher werden aus neutralen Sephadex-
Typen durch die Substitution mit dem funktionellen
Austauschergruppen gewonnen.

Die Proteine und andere labilbiogene Substanzen
kénnen von dem hydrophilen Polysaccharid-
Raumnetz nicht denaturiert werden. Die unspezifi-
sche Adsorption an Sephadex ist sehr gering. Da auch
die hohen Substitutionsgrade zu keinem Aufbrechen
der Matrix fiihren, konnen groRe Austauscher-
kapazitdten erzielt werden.

Als markanteste Eigenschaft muR noch die un-
gewohnlich hohe Stabilitit des Enzyms gegeniiber
Hitze betont werden, was bei Hitzeschritte der
Praparaten niitztlich sein kann.

Meiste Enzymeaktivititen konnen nicht bei hoher
Temperatur sowie iber 80°C halten. Die experi-
mentellmethode vom Verfasser hat jedoch eine
markanteste Eigenschaft fiir Anreicherung von Ribose-
5-Phosphat-Isomerase und ist ein neuer gewichtiger
Punkt.

wichtige Rolle in Pentose-Phosphat-Cyclus von bio-

Das heiRt, dieses Enzym kann spielen eine

logischem Metabolismus spielen.

Dieses Enzym, Ribose-5-Phosphat-Isomerase, zeigte
diese Aktivitdit bei hoher Temperatur, wihrend viel
andere Enzyme nicht diese Aktivitdt bei solcher Tem-
peratur zeigen konnten. Weil es sehr ungewdhnliche
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Abb. 1 Chromatographie von Ribose-5-Phosphat-Isomerase an CM-Sephadex C-50
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Abb. 2 Chromatographie von Ribose-5-Phosphat-Isomerase an QAE-Sephadex A-50
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Abb. 3 Chromatographie von Ribose-5-Phosphat-
Isomerase an Sephadex G-100
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Abb. 4 Analytische Polyacrylamidgel-Elektophorese
I: Rinderserumalbumin
H: Probe (Ribose-5-Phosphat-Isomerase)
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Eigentiimlichkeit hat, wurde dieses hohe Temperatur-
verfahren fiir seine Verfeinerung benutzt.

Andere Eigenschaften dieses Enzyms bei einem
Experimentell-Prozess soll in der regelmdBig Zeit-
schrift berichtet werden.

Zur Ermittlung des Temperauroptimums wurde ein
Testgemisch verwendet. Die Enzymsaktivitat bei jeder
Temperatur von 5°C bis 98°C wurde bestimmt.

Die Enzymsaktivitiat durchlieft bei 85°C threm Tem-
peraturoptimum, d.h. sie zeigte eine ungewdhnlich
hohe Stabilitit des Enzyms gegeniiber hoher Tem-
peratur. Dieses Enzym verlierte seine Aktivitdt nur ein
wenig liber 65°C, wihrend meiste Enzyme dabei ihre
Aktivitit groRtenteils verlieren. Dieser Punkt ist sehr
gewichtig fiir die Anreicherung dieser Enzymsaktivitat
und auch ein neuer Versuch.

In einem Experiment wurde gepriift, wie sich dieses
unterschlichen Partialsittigungen von
Ammonijum sulfat verhalt. Die Aktivitdten des
in Niederschlag wurden bei einer frak-

Enzym bei

Enzyms
tionierten Ammonijum sulfat-Fallung bestimmt. Zu
prapatativen Zwecken wurde eine 60% - 65% ige
Ammonium sulfat-Partialsitigung gewdihlt. Das war
ein neuer Versuch. Die beiden Versuchen tiber
Temperaturoptimums und Ammonium sulfat-Fillung
mogen dereinst berichtet werden.

Sephadex G-100 wurde als
Chromatographische-Material erst experimentiert. Es
hatte hohe Leistungsfihigkeit. Und Phospho-
Cellulose, DEAE-Sepharose, PMB-6-Aminohexyl-
Sepharose 4B wurden im Prozesse fiir die An-
reicherung dieses Enzyms Dabei
wurden einige neue Punkte entgedeckt. Diese Ent-
deckungen und andere besondere Eigenschaften, zum
Beispiel, Affinitdtschromatographie, Hemmstoffe,
Molekulargewicht, mogen bei einer anderen Gelegen-

Ionenaustauscher-

experimentiert.

heit berichtet werden.

Uberzeugung

Ribose-5-Phosphat-Isomerase aus der Schweinemilz
angereichert, in elektophoretisch reiner Form dar-
gestellt und ihre katalytischen Eigenschaften unter-
sucht. Eine Anreicherung von 551 fache gelang in drei
unterschiedlichen Chromatographieschritten, wobei
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eine spezifische Aktivitit von 4022 IU/mg Protein
erzielt wurde. Einige unnotigen Epidermis, die Adern,
die Arterie und andere Gewebe wurden entfernt vom
Organ, Rohmaterial. Dieses Enzym besitzte eine un-
gewohnlich hohe Stabilitat.
erwies sich bei hoher Temperatur, wihrend meiste

Diese Enzymsaktivitat

andere Enzyme iberhaupt keine Aktivitit zeigen
konnten. Und das Pridparat des Enzyms wurde bei
83°C mit hoher Reinigung verfertigt. Dieser eine neue
Punkt war sehr gewichtig fiir Anreicherung von diesem
Enzym.

Die Hitzschritte und die Chromatographien der CM-
Sephadex C-50, QAE-Sephadex A-50 und Sephadex
G-100 waren niitzlich fiir die Anreicherung und die
Reinigung des Enzyms. Es war durch die partialver-
besserten  Polyacrylamid-Elektophorese festgestelit
und gewonnen, Auch Sephadex G-100 war erst fiir
diese Reicherung dieses Enzyms gebraucht. Ein Erfolg
war bei der Reinigung des Enzyms erzielt.

Einige andere gewonnenen Eigenschaften sollen

spater schriftlich gefaRt werden.

Zusammenfassung

Dises Enzym, Ribose-5-Phosphat-Isomerase, wurde
aus der
Epidermis, Ader, Arterie und andere Gewebe entfernt

Schweinemilz, indem einige unnétige
worden waren, gewonnen,

Es besitzte ungewohnlich hohe Stabilitit gegen hohe
Temperatur. Es wurde mit den neuen entgedeckten
Hitzschritten bet 83°C isoliert. Und fiir die An-
reichung und die Reinigung dessen wurden die
Chromatographien der CM-Sephadex C-50, QAE-
Sephadex A-50 und Sephadex G-100 verwendet und
das war ein neuer Versuch. Viele partiale Ver-
besserunge waren beim Experimentellprozess voll-
gefiihrt.
schaften dieses Enzyms mégen spater schriftlich gefaft

Und einige andere gewonnenen Eigen-

werden.
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FuBnote: Dieser Forschungsbericht muRte wegen des
Etats und des Wegen, weil eine Person nur einmal in
Jahr ihn vorlegen darf, duRerst verkiirzt werden,

HWIBYSE OTHm BB REE OBk &Mk
B3I BEEHROY K-« 5 ) VB - BHLBEROBS L ET O LmtE
W OB £
(FgfN6245 9 H2sHEH)

KR, YKR—X+5 U VB RUESR SRLELERE 8K BRzoGoMGEREL
BB, oB o, ThEBEREICBVTHEELLERIS D, 83°COFFEROBINIE THEEX
i, ZOBRMEEERICHcD, CM-Sephadex C-50, QAE-Sephadex A-50 & Sephadex G-100
Drua< b 737 4 —BHVLH, FILLVRASBTH-1. B OFANHRERIERBBIBVTHE
i, TOBEROVL 2 ooB oMK HEEhETHS .,

(56 )



