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Synthesis of Sepharose Derivates Suited for the Affinity Chro-
matography of Enzymes of the Metabolism of myo-Inositolphos-
phates

In order to obtain an affinity gel for the affinity chro-
matography of enzymes acting on phosphorylated derivatives
of myo-inositols, aminohexylsepharose was coupled with myo-
inositol 2-phosphate with the help of dieyclohexylecarbodi-
imide. In the product the coneentration of ligand is 15 mmole/l.
The method seems to have wider applicability; phytic acid
could be coupled with aminohexylsepharose under similar
conditions.

Einleitung

Bei der Untersuchung der Phosphorylierung von myo-Inosit in einem
zellfrejen Extrakt aus Hithner-reticulozyten fanden wir ein Enzym, das
die Phosphorylierung von L-myo-Inosit-1-phosphat und myo-Inosit-2-
phosphat zu hoéheren myo-Inositphosphaten katalysiert (unveréffent-
licht). Dieses Enzym, das offensichtlich an der Biosynthese des 1,3,4,5,6-
myo-Inositpentakisphosphats der Hithnererythrozyten beteiligt ist,
konnte mit konventionellen Methoden der Proteinreinigung bisher nicht
wesentlich angereichert werden. Es akzeptiert myo-Inosit als Substrat
nicht und konnte an dem in diesem Institut kiirzlich hergestellten
Affinitatsgel, das iiber das C-Atom 4 gebundenen epi-Inosit als myo-
Inosit-analogen Liganden enthélt, nicht adsorbiert werden.
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Wir entschlossen uns daher, ein Affinitdtsgel zu synthetisieren, das
myo-Inosit-2-phosphat als Liganden enthilt, um dieses Enzym sowie
myo-Inositphosphatkinasen aus anderen Organismen, wie z. B. aus der
Wasserlinse Lemna gibba?, zu reinigen.

Material und Methoden

Synthese der Gele: 50 ml Sepharose 4 B* (Pharmacia) wurden nach
Porath® mit Epichlorhydrin quervernetzt und aktiviert. Die gewaschene
»epoxyaktivierte’* Sepharose wurde mit einer Lésung von 3,3 g 1,6-Di-
aminohexan in 50 ml 0,01N-NaOH versetzt, 2 Stdn. unter Rithren auf
60 °C gehalten und anschlieBend mit 31 Wasser gewaschen. 20 ml des so
erhaltenen Sepharosederivates (Aminohexylsepharose) wurden mit 36 ml
Wasser, 36 ml terf.-Butylalkohol und einer wéaBr. Losung (etwa 2 ml) von
myo-Inosit-2-phosphat (freie Saure; 1,5fache molare Menge, bez. auf die
durch Titration ermittelte Molaritdt der priméren Aminogruppen an der
Aminohexylsepharose) versetzt und mit NaOH auf pH = 6,1 gebracht **.
Nun wurde auf 70 °C erwirmt und unter vorsichtigem Rithren und weite-
rem Erwéarmen bis zum RiickfluB eine Lésung von Dieyclohexylearbodiimid
(DCC; 6,7fache molare Menge) in 54 ml fert.-Butylalkohol im Laufe einer
Stunde zugetropft. Nachdem eine weitere Stunde unter Riickflufl erhitzt
worden war, wurde das Produkt abgesaugt und mit je 500 ml n-Butanol,
Athanol, Wasser, n-Butanol, Athanol sowie mit 31 Wasser gewaschen.

Zur Kopplung von Phytinsdure wurde wie oben verfahren. An Stelle
von myo-Inosit-2-phosphat wurde Phytinsdure (freie Séure; 2fache molare
Menge, geldst in miglichst wenig Wasser) zugegeben und die Mischung mit
NaOH auf pH = 3,8 titriert **.

Titration der Aminohexylsepharose: 2 ml Aminohexylsepharose wurden
mit 2 Mol 1N-NaOH &quilibriert und danach mit 11 Wasser neutral ge-
waschen. Nun wurde in 100 m] Wasser suspendiert und mit 0,01N-HCl
titriert. Nach jeder Zugabe von Sdure wurde zur Gleichgewichtseinstellung
am Gel 2 Min. geriihrt und dann ohne Rihren der pH-Wert gemessen.
Die erhaltene Titrationskurve wurde zweimal numerisch differenziert; auf
diese Weise wurde der Aquxvalenzpunkt bestimmt. Die Titrationskurve
zeigte nur einen Wendepunkt, obwohl in jedem ,,spacer* an der Amino-
hexylsepharose sowohl eine primére als auch eine sekundare Aminogruppe
vorhanden ist (primédre und sekundére aliphatische Aminogruppen unter-
scheiden sich nicht wesentlich in ihrer Basizitét?). Aus diesem Grund wurde
die errechnete Molaritdt an basischen Gruppen durch 2 dividiert, um die
Molaritdt an priméren Aminogruppen zu erhalten.

Bestimmung des gelgebundenen Phosphors: 1 ml Gel wurde mit
HNO3/H2804 (2/1, V/V) vorsichtig bis zu einem Restvolumen von etwa
0,5 ml abgeraucht. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und
das anorganische Phosphat nach Chen et al.? spektralphotometrisch be-
stimmt.

* Die Volumsangaben beziehen sich auf gequollenes Gel.
** Bei pH = 3,8 war die Ausbeute an Gel in diesem Schritt nur etwa
109,; bei pH = 6,1 betrug sie 609,.
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Ergebnisse und Diskussion

Es wurde nach einer Methode gesucht, um aus Phosphorsduremono-
estern und priméren Aminen Phosphorsduremonoestermonoamine unter
Bedingungen herzustellen, unter denen Sepharose stabil ist. Eine solche
Kondensation kann nach unserer Erfahrung nicht in wéfriger Losung
mit Hilfe von 1-Athyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (ZDC)
durchgefithrt werden; dies ist die tibliche Kopplungsmethode fiir Car-
bonsduren an Aminohexylsepharose. Moffat und Khorana® beschrieben
ein Verfahren zur Kondensation von ungeschiitzten Nukleosidmono-
phosphaten mit priméren und sekundidren Aminen mit Hilfe von Di-
cyclohexylcarbodiimid in fert.-Butylalkohol/H»0 (2: 1}, wobei primére
Amine sich als reaktiver erwiesen. Stérende Nebenreaktionen, wie etwa
die Selbstkondensation von AMP durch Bildung von Phosphorsiure-
diesterbindungen mit den OH-Gruppen der Ribose oder mit der aro-
matischen Aminogruppe des Adenins, traten unter den gewéhiten Be-
dingungen nicht auf. Geringe Mengen von Guanidinderivat, das durch
Addition des Amins direkt an Dicyclohexylearbodiimid entsteht, wur-
den allerdings gefunden.

Vorversuche zeigten uns:

1. Unter den Reaktionsbedingungen nach Moffatt® geht Amino-
hexylsepharose, die nach Bromcyanaktivierung hergestellt ist?, wvoll-
stdndig in Losung. Andererseits war Aminohexylsepharose, die nach
Epichlorhydrinaktivierung hergestellt worden war3, stabil. Aus diesem
Grund wurde fiir alle weiteren Versuche die Methode der Aktivierung
mit Epichlorhydrin verwendet.

2. myo-Inosit-2-phosphat und Phytinsiure konnten mit Hexylamin
unter den von Moffatt® beschriebenen Bedingungen vollstindig amidiert
werden.

Es waren also die Voraussetzungen gegeben, um unter eben den-
selben Bedingungen mit myo-Inosit-2-phosphat zu einem chemisch defi-
nierten Affinititsgel zu koppeln. Eine Mehrfachreaktion an der Phosphor-
sdure ist in diesem Fall nicht méglich, weil die priméren Aminogruppen
der Aminohexylsepharose an dem rigiden Gel relativ weit voneinander
entfernt sind; die Konzentration an Aminogruppen betrigt 20 mMol/l,
was einer mittleren Entfernung von ca. 43 A entspricht. Es sollte unter
denselben Bedingungen aber auch méglich sein, Phytinsdure an Amino-
hexylsepharose zu koppeln. Verwendungszwecke fiir ein solches Gel
wéren: Affinitdtschromatographie von Phytase (E.C.3.1.3.8.; ebenfalls
ein Enzym des myo-Inositphosphatstoffwechsels, dessen Isolierung aus
verschiedenen Quellen Gegenstand groBen Interesses ist) und von Hémo-
globinen, die Phytinsiure unter bestimmten Bedingungen mit groBer



584 0. Scheiner und M. Breitenbach:

Affinitdt binden konnen®. Bei der Kopplung von Phytinsdure konnten
wir allerdings nicht bestimmen, welche der sechs im Molekiil vorhandenen
Phosphatgruppen reagiert hat. Mehrfachreaktionen sind aus demselben
Grund wie oben ausgeschlossen.

Wir haben somit eine von zwei moglichen Strategien bei der Syn-
these von Sepharosederivaten fiir Affinitatschromatographie verwendet,
namlich die Kopplung des ,,spacer’ an das Gel im ersten Schritt und
Kopplung des Liganden an den ,,spacer” im zweiten. Der Vorteil dieser
Methode liegt in ihrer chemischen Kinfachheit und in der Tatsache
begriindet, dall polyfunktionelle Liganden ohne Gefahr einer Mehrfach-
reaktion verwendet werden konnen. Ein stoérender Effekt, der durch
unvollstdndige Reaktion im zweiten Schritt entsteht, konnte in unserem
Fall durch Wah! geeigneter Elutionsbedingungen ausgeschaltet werden.

Die zweite mogliche Strategie besteht darin, zuerst Ligand und
»Spacer” zu verkniipfen. Dazu ist in unserem Fall das Arbeiten mit
Schutzgruppen in einer mehrstufigen chemischen Synthese notwendig.
Die Kopplung an BrCN-aktivierte Sepharose kann dann unter milden
Bedingungen und ohne Einfithren unerwiinschter hydrophober oder
ionenaustauschaktiver Gruppen durchgefithrt werden. Versuche in die-
ser Richtung sind in unserem Laboratorium im Gange.
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Abb. 1. Struktur von myo-Inosit-2-phosphat-Sepharose

Bei der hier beschriebenen Synthese von Sepharosederivaten blieb
die Quellfahigkeit und damit die makropordse Gelstruktur sowie die
Perlform der Sepharose erhalten. Das Gewichtsverhéltnis von gequol-
lenem Gel zur Trockenmasse (Trocknung 2 Stdn. bei 120 °C) betrug
22 L 1. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Sepharose 4B, Aminohexylsepharose und phosphorhaltigen Sepharose-
derivaten. Diese Becbachtung beruht vermutlich auf folgender Tat-
sache: Die Quervernetzungen werden nur innerhalb einer Superhelix
der Sepharose, nicht zwischen verschiedenen Superhelices, hergestellt
und fithren daher zu keiner Anderung der makropordsen Gelstruktur
der Sepharose?, was Voraussetzung fiir Affinitatschromatographie von
Proteinen ist.

Die Konzentration der primiren Aminogruppen der Aminohexyl-
sepharose betrug 20 mMol/l, die Konzentration des Phosphors an der
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myo-Inosit-2-phosphat-Sepharose 15 mMol/l; es hatten also 75%, der
Aminogruppen reagiert. Die Konzentration des Phosphors in dem be-
schriebenen Phytinsdure-Affinitatsgel betrug 6 mMol/l (entspricht
1 mMol/l Phytinsdure); 5% der Aminogruppen hatten reagiert. Zum
Vergleich sei erwahnt, dal bei der Kopplung von Liganden mit Carboxyl-
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Abb. 2. Struktur von Phytinsiure-Sepharose. Die Bindung erfolgt wahr-
scheinlich statistisch an jeweils einer der Phosphatgruppen. Das erste C-Atom
gehort zu einer Galktoseeinheit der Sepharose

gruppen an Aminohexylsepharose mit Dicyclohexylcarbodiimid in
80proz. Pyridin ebenfalls restliche freie Aminogruppen nachgewiesen
werden kénnen. Bei der analogen Herstellung von Carbonsiureamiden
mittels DO in wiBriger Losung tritt dieser Effekt nicht auf (eigene
unverdffentlichte Versuche).

Bei den hier beschriebenen Sepharosederivaten wirken die restlichen
Aminogruppen bei Affinitdtschromatographie zusétzlich als schwach
basische Anionenaustauscher, was zu einer unspezifischen Adsorption
von Proteinen bei niedriger Lonenstdrke fiihrt. Eigene Versuche mit
myo-Inositphosphat-Kinase aus Hiihnerreticulozyten zeigen aber, daB
hochspezifische Adsorption des Enzyms an myo-Inosit-2-phosphat-
Sepharose durch geeignete Elutionsbedingungen nachgewiesen werden
kann (Publikation in Vorbereitung).
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