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Synthesis o] a Speci]ically Substituted Sepharose Der,ivative /or 
the A[]inity Chromatography o] Enzymes Acting on myo-Inositol 

Manche Enzyme, welehe Umsetzungen des myo-Inosits katalysieren, 
sind den konventionellen Methoden der Enzymisolierung und -reinigung 
kaum zug/~nglieh. Dies veranlaftte uns, ein Gel herzustellen, das auf 
Grund seiner ehemisehen Zusammensetzung fiir die Affinit/itschromato- 
graphie soleher Enzyme geeignet sein sollte. Wir gingen dabei yon 
DL-2,3,4,6/5-Pentahydroxyeyelolaexanon aus, einer Verbindung, die 
sich vom epi-Inosit ableitet. Es wurde damit beabsiehtigt, eine Kon- 
figuration, die die eharakteristisehe Konfiguration / iquatorial--axial--  
~iquatorial der C-Atome 1 bis 3 des myo-Inosits im Gel enth/ilt, frei 
zuggnglich zu erhalten. Allerdings entsprieht dabei die i~quatoriaIe 
Itydroxylgruppe am C-4 des myo-Inosits einer axialen Hydroxylgruppe 
im Derivat des epi-Inosits, doeh dfirfte das unter Beriieksiehtigung 
der dureh Substituierung am gleichen Kohlenstoffatom zu erwartenden 
sterisehen I-Iinderung wenig EinfluB auf die Spezifit/~t der Affinit/~t 
ausfiben. 

Bisherige Versuche, fiber die demn/iehst ausffihrlieh beriehtet 
werden soll, zeigen, dab das Gel, dessert Herstellung hier besehrieben 
ist, tats/~ehlieh spezifiseh Enzyme, die am Stoffweehsel des myo-Inosits 
katalytisch beteiligt sind, adsorbiert, und daft die Enzyme dann mit 
Hilfe einer gepufferten L6sung yon myo-Inosit v o n d e r  SS~ule wieder 
abgel6st werden k6nnen. Derartige Beobachtungen wurden bisher 
an der myo-Inosit-Oxygenase (EC t.13.99.1) aus Haler, an myo-Inosit- 
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1-phosphat-synthase (EC 5.5.1.4) aus Hi ihner-Ret icu lozyten  sowie 
an myo-Inosit-phosphorylierenden E n z y m e n  aus demselben Material 
gemacht.  

Experimenteller  Tci] 

4-C-[N(~4thylamino)aminomethyl]-DT.-epi-inosit. DL-2,3,4,6/5-Pentahydro- 
xyeyclohexanon wurde nach Posternak 1 durch kontrollierte Oxidation 
yon myo-Inosit mit Salpeters/~ure und darauffolgende Reinigung fiber 
des Phenylhydrazon und des Pentaacetat  dargestellt. 

Aus diesem Pentahydroxycyclohexanon wurde nunmehr,  ebenfMls im 
wesentliehen nach einer Vorschrift yon Poste~ak 2, DL-4,7-Anhydro-4- 
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epi-Inosit D- 2, 3,4, 6/5 -Pentahydroxyeyelohexanon 

i I 

CI-Ie 
L-4, 7-Anhydro-4-hydroxymethyl- 

epi-inosit 

i\l .I/ 
CH2NHCH2CK2NH2 

L-4-C[N(~thylamino)aminomethyl] - 
epi-inosit 

(Der Einfaehheit halber wird jeweils nur  eines der beiden Enantiomeren 
davgestellt.) 

bydroxymethyl-epi-inosit hergestellt; im Vergleich zur ursprfinglichen 
Methode wurde die eingesetzte Menge von Diazomethan etwas reduziert, 
ohne dal3 dadurch die Ausbeute geringer wurde. Diazomethan (aus 5 g 
N-Nitrosomethy]harnstoff) in etwa 50ml  DiS~thyl/ither ergab mit  0,7 g 
Penta~hydroxyeyelohexanon im Durehsehnitt  0,5 g I)L-4,%Anhydro-4- 
hydroxyn~ethyl-epidnosit. 

Zur t-Ierstellung yon I)L-4-C[N(fkthylamino)aminomethyl]-epi-inosit 
wurden nun  in Analogie zu einer Vorsehrift yon May und Mosettig 3 0,5 g des zu- 
letzt erhaltenen Produkts mit  0,3 ml fi_thylendiamin in 3 ml absol. Methanol 
3 Stdn. unter  Rfiekflul3 gekocht. Dann wurde die Base durah tropfenweise 
Zugabe yon l ml Petrol/tther (30--60 ~ und darauffolgendes 24stdg. 
Stehenlassen ausgef/~llt. ]:)as semikristalline Produkt wurde naeh Ab- 
dekantieren der fiberstehenden L6sung in Methanol aufgenommen und 
dureh Zugabe yon I-ICl-ges~ttt. Methanol gegen :Kongorot neutralisier*. 
Des so erhaltene rohe ttydroehlorid (etwa 380 rag) wurde dureh Umkristal- 
lisieren aus Wasser/Methanol gereinigt, wobei etwa 310 mg erhalten wur- 
den; das Produkt zersetzt sich ab 145 ~ in der Kapillare. Dureh Behand- 
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lung mit ammoniak-ges/~tt. Methanol oder mit methanol. NaOI-I kann 
das freie Amin wiedergewonnen werden (etwa 250 rag). Die angenommene 
Struktur konnte durch IR- und NMR-Spektroskopie best~tigb werden. 

Kopplung mit Sepharose. lOO ml Sepharose 4 B (Pharmaeia, Uppsala) 
wurden mit  Wasser azidfrei gewaschen, dann nach Cuatrecasas und An- 
]insen 4 mit 30 g BrCN bei 20 ~  pH 11 aktiviert  und sofort anschliel3end 
mit  10g ~-Arninoeaprons/~ure gekoppelt. Nach 15stdg. Rfihren wurde 
das Gel abfiltriert und mit  je 1 1 0,1~-NaHCOs-L6sung, 0,01M-I-IC1, 0,5M- 
NaC1-L6sung sowie Wasser und schlieglieh mit  800ml wM3r. Pyridin 
(80%, v/v) gewasehen. Naeh l)berf/ihren des Gels in einen 500 ml Erlen- 
meyer-Kolben gab man nun abwechselnd in kleinen Portionen insgesamt 
0,5 g DL-4-C[N(Athylamino)aminomethyl]-epi-inosit in 10 ml V~rasser und 
40 g N,N'-I)icyclohexylcarbodiimid in 100 ml Pyridin zu. Das verschlossene 
Gef/il3 wurde danach 10 Tage bei Zimmertemp. geschiittelt. Man filtrierte 
das Gel ab und wusch mit  je 1 1 Wasser, Athanol, 40 ~ warmem n-Butanol, 
Athanol, wiederum mit  Wasser und zuletzt mit  w/~Br. Pyridin (80~o , v/v). 
Danaeh wurde das Gel wiederum im ersten Fi l t rat  suspendiert und nach 
Zugabe yon weiteren 10g N,NqDieyclohexylcarbodiimid 1 Woche ge- 
schiittelt. Nach }Viederholen des oben beschriebenen Wasehvorganges 
(unter Weglassung des Pyridins) wurde noch ansehliel3end mit  l m ~ - ~ C l  
(30Min.), eiskalter 0,1M-NaHCOa (5Min.), 0,5~-NaCI-L6sung und zu- 
letzt mit  vie1 Wasser gewaschen. 

Das so erhaltene Gel ist, wenn es in etwa dem doppelten Volumen 
Wasser bei + 4 ~ aufbewahrt wird, weitgehend haltbar. 
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