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Synthesis oJ Sepharose Derivates Suited for the A]]inity Chro- 
matog~aphy o/ Enzymes o/ the Metabolism o] myo-Inositolphos- 

])hates 

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 dieyelohexylcarbodi- 
imide. In the product the concentration of ligand is 15 mmole/1. 
The method seems to have wider applicability; phytie acid 
could be coupled with aminohexylsepharose under similar 
conditions. 

E i n l e i t u n g  

Bei der Untersuchung der Phosphorylierung yon myo-Inosit in einem 
zellfreien Ext ruk t  aus Hiihner-retieulozyten fanden wir ein Enzym, das 
die Phosphorylierung yon L-myo-Inosit-l-phosphat und myo-Inosit-2. 
phosphat  zu h6heren myo-Inositphosphatert katalysiert  (unver6flent- 
lieht). Dieses Enzym, das offensiehtlieh an der Biosynthese des 1,3,4,5,6- 
myo-Inositpentakisphosphat.s der t l i ihnererythrozyten beteiligt Jst, 
kom~te mit  konventionellen Methoden der Proteinreinigung bisher nieht 
wesentlieh angereichert werden. Es akzeptiert  myo-Inosit als Substrat  
nieht und konnte an dem in diesem Ins t i tu t  kiirzlieh hergestellten 
Affinit/itsgel 1, das tiber das C-Atom 4 geburldenen epi-Inosit sis myo- 
Inosit-analogen Liganden enth~ilt, nieht adsorbiert werden. 
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Wir  entsehlossen uns  daher, ein Affinitgtsgel zu synthetisieren,  das 
myo.Inosit-2-phosphat Ms Liganden  enth/~lt, u m  dieses E n z y m  sowie 
myo-Inos i tphosphatk inasen  aus anderen  Organismen, wi t  z. B. aus der 
W~sserlinse Lemna gibba 2, zu reinigen. 

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

Synthese der Gele: 50 ml Sepharose 4 B* (Pharmacia) wurden naeh 
Porath 8 mit Epiehlorhydrin quervernetzt und ~ktiviert. Die gewasehene 
,,epoxyaktivierto" Sepharose wurde mit  einer L6sung yon 3,3 g 1,6-Di- 
aminohcxan in 50 ml 0,01N-NaOI-I vcrsetzt, 2 Stdn. untcr  l~iihren auf 
60 ~ gehalten und  ansehlicl~end mit  3 1 Wasser gewasehen. 20 ml des so 
erhaltenen Sepharosederivatcs (Aminohexylsepharose) wurden mit  36 ml 
Wasser, 36 ml tert.-Butylalkohol und ciner w/H]r. L6sung (ctwa 2 ml) von 
myo-inosit-2-phosphat (freio S/~ure; 1,5faeho molare Mengo, bez. auf die 
dutch Titration ermittelte Molarit/it der prim/~ren Aminogruppen an der 
Aminohexylsepharose) versetzt und  mit  NaOI-I auf p i t  = 6,1 gebracht** 
Nun wurde auf 70 ~ erw/~rmt und  unter  vorsiehtigem l ~ h r e n  und weite- 
rem Erwgrmcn bis zum t~iiekflul3 eine L6sung yon I)icyelohexylearbodiimid 
(DCG; 6,7faehe molare Menge) in 54 ml tert.-ButylMkohol im Laufe einer 
Stunde zugetropft. Nachdem eine weitere Stunde unter  P~fickflul3 erhitzt 
worden war, wurde das Produkt  abgesaugt and  mit  je 500 ml n-Butanol,  
J~thanol, Wasser, n-Butanol,  )[thanol sowie mit  3 1 Wasser gewasehen. 

Zur Kopplung yon Phytins&ure wurde wie oben verfahrcn. An Stelle 
yon myo-Inosit-2-phosphat wurde Phytinsgure (freie S/~ure; 2faehe molare 
Mengc, gel6st in mSgliehst wenig Wasscr) zugcgeben und die Mischung mit 
NaOI-t auf pH = 3,8 titricrt **. 

Titrat ion der Aminohexylsepharose: 2 ml Aminohcxylsepharose wurden 
mit  2 Mol 1N-NaOH /~quilibriert und  danaeh mit  1 1 Wasser neutrM ge- 
wasehen. Nun wurde in 100 ml Wasser suspendiert und mit  0,01N-I-IC1 
titriert. Naeh jeder Zugabe yon Saute wurde zur Gleiehgewiehtseinstellung 
am Gel 2 Min. geriihrt und dann ohne t{fihren dcr p i t -Wef t  gemcssen. 
Die erhaltcne Titrationskurve wurde zweimal numerisch diffcrenziert; auf 
diese Weise wurde der Aquivalcnzpunkt bestimmt. Die Titrationskurve 
zeigte nu t  einen Wendepunkt,  obwohl in jedem ,,spacer" an der Amino- 
hexylsepharose sowohl eine prim/~re Ms aueh eine sekundgre Aminogruppe 
vorhanden ist (primate und  sekundgre Miphatisehe Aminogruppen unter- 
sehciden sieh nicht wescntlieh in ihrer Basizitgt4). Aus diescm Grund wurde 
die erreehnete Molaritgt an basischen Gruppen dureh 2 dividiert, um die 
Molarit/it an prim/~rcn Aminogruppen zu crhalten. 

Bestimmung des gelgebundenen Phosphors: 1 ml Gel wurde mit  
I-INOs/J-I2SO4 (2/i, V/V) vorsiehtig bis zu einem l~cstvolumen yon etwa 
0,5 ml abgeraueht. Der l~/ickstand wurde in Wasser aufgenommen und  
das anorganisehe Phosphat naeh Chen et al. 5 spektralphotometriseh be- 
stimmt. 

* Die Volumsangaben beziehen sieh auf gequollenes Gel. 
** Bei pI-I ~ 3,8 war die Ausbeuge an Gel in diescm Sehritt nu t  etwa 

10~ bei pI-I = 6,1 betrug sic 60~o. 
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E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Es wurde aaeh einer Methode gesueht, um aus Phosphorsauremono- 
estern und lorimaren Aminen Phosphorss unter 
Bedingungen herzustellen, unter denen Sepharose stabil ist. Eine solche 
Kondensation kann nach unserer Erfahrung nieht in w~griger L6sung 
mit Hilfe yon 1-Athyl-3-(3-dimethylami~owopyl)-carbodiimid (EDC) 
durchgeftihrt werden; dies ist die iibliche Kopptungsmethode fiir Car- 
bons/iuren an Aminohexylsepharose. Mo//at und Khorana ~ besehrieben 
ein Verfahren zur Kondensation yon ungesehiitzten Nukleosidmono- 
phosphaten mit primgren nnd sekund&ren Aminen mit Hilfe yon Di- 
cyelohexylearbodiimid in tert.-Butylalkohol/H20 (2:1),  wobei prim/ire 
Amine sieh als reaktiver erwiesen. StSrende Nebenreaktionen, wie etwa 
die Selbstkondensation yon AMP dutch Bildung von Phosphorss 
diesterbindungen mit den OH-Gruppen der l~ibose oder mit der aro- 
matisehen Aminogruppe des Adenins, t raten unter den gew/ihlten Be- 
dingungen nicht auf. Geringe Mengen yon Guanidinderivag, das dureh 
Addition des Amins direkt an Dieyelohexylearbodiimid entsteht, wur- 
den Mlerdings gefunden. 

Vorversuehe zeigten uns: 

1. Unter den geaktionsbedingungen naeh Mo//att 6 geht Amino- 
hexylsepharose, die naeh Bromcyanaktivierung hergest.ellt is~ 7, voll- 
s g/indig in L6sung. Andererseits war Aminohexylsepharose, die naeh 
Npiehlorhydrinaktivierung hergestellg worden war s, stabil. Ans diesem 
Grund wurde fiir Mle weiteren Versuehe die ?r der Aktivierung 
mit Epichlorhydrin verwendet. 

2. myo-Inosit-2-phosphat und Phytins/inre konnten mit Itexylamin 
unter den yon MoMatt s besehriebenen Bedingnngen vollstgndig amidiert 
werden. 

Es waren also die Voranssetzungen gegeben, um unter eberl den- 
selben Bedingungen mit myo-Inosit-2-phosphag zu ei~lem ehemiseh defi- 
nierten Affinit/itsgel zu koppeln. Eine Mehrfaehreaktion an der Phosphor- 
s/iure ist in diesem _Fall nieht mSglich, weil die prim/iren Aminogruppen 
der Aminohexylsepharose an dem rigiden Gel relativ welt voneinander 
entfernt sind; die Konzentration an Aminogruppen betr&gC 20 mMol/1, 
was einer mittleren Entfernung yon ca. 43 A entsprieht. Es sollte unter 
denselben Bedingungen aber aneh mSglieh sein, Phytins/inre an Amino- 
hexylsepharose zu koppeln. Verwendnngszweeke ftir ein sotehes Gel 
w/~ren: Affini~g~schromagographie vorl Phytase (E.C.3.1.3.8. ; ebenfMls 
ein Enzym des myo-Inositphosphatstoffweehsels, dessert Isolierung aus 
versehiedenen Quellen Gegenstand groBen Interesses ist) und yon Hs 
globinen, die Phytinsgure nnter bestimmben Bedingungen mit gro6er 
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Affinits binden k6nnea s. Bei der Kopplung yon Phytins&ure konnten 
wit allerdings nieht bestimmen, welehe der seehs im Molekiil vorhandenen 
Phosphatgruppen reagiert hat. 3/[ehrfaehreaktionea sind aus demselben 
Grund wie oben ausgesehlossen. 

Wit haben somit eine yon zwei m6gliehen Str~tegien bei der Sya- 
these yon Sepharosederivaten fiir Affinits verwendet, 
n/~mlieh die Kopplung des ,,spacer" art das Gel im ersten Sehritt und 
Kopplurtg des Liganden an den ,,spacer" im zweiten. Der Vorteil dieser 
Methode liegt in ihrer ehemisehen Einfaehheit und in der Tatsaehe 
begriindet, dab polyfunktionelle Liganden ohne Gefahr einer Mehrfaeh- 
reaktion verwendet werden k6nnen. Ein st6render Effekt, der dureh 
unvollst/~ndige Reaktion im zweiten Sehritt entsteht, konnte in unserem 
:F~II dureh Wahl geeigneter Elutionsbeding~mgen ausgesehaltet werden. 

Die zweite m6gliche Strategie besteht darin, zuerst Ligand und 
,,spacer" zu verkniipfen. Dazu ist in unserem Fall das Arbeiten mit 
Sehutzgruppen in einer mehrstufigen ehemisehen Synthese notwendig. 
Die Kopplung art BrCN-aktivierte Sepharose kann dann unter milden 
Bedingungea urtd ohne Einfiihrert unerwiinsehter hydrophober oder 
ionenaustausehaktiver Gruppen durehgeftihrt werden. Versuehe in die- 
set t~ichtung sind in unserem Laboratorium im Gange. 

I o OH 
C H-OCH~CH-C H;N-(C H,)F NH-F~-O . ) - - -~.  OH 

OH H HO 

OH 

Abb. 1. Struktur yon myo-Inosit-2-phosphat-Sepharose 

Bei der bier beschriebenen Synthese yon Sepharosederivaten blieb 
die Quellf~higkeit und damit die mal~ropor6se Gelstruktur sowie die 
Perlform der Sepharose erhalten. Das Gewiehtsverhgltnis yon gequol- 
lenem Gel zur Troekenmasse (Trockrtung 2 Stdm bei 120 ~ betrug 
22:1: 1. Es ergaben sieh keine signifikanter~ Untersehiede zwisehen 
Sepharose 4B, Aminohexylsepharose und phosphorhaltigen Sepharose- 
derivaten. Diese Beobaehtung beruht vermutlich auf folgender T~t- 
saehe: Die Quervernetzungen werden nur innerhMb einer Superhelix 
der Sepharose, nieht zwisehen versehiedenen Superheliees, hergestellt 
und fiihren daher zu keiner Xnderung der makropor6sen Gelstruktur 
der Sepharose 9, was Voraussetzung iiir Affinit&tsehromatographie yon 
Proteinen ist. 

Die Konzentrat ioa der prims Aminogruppen der Aminohexyl- 
sepharose betrug 20 mMol/1, die Konzentration des Phosphors an der 
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myo-~nosit-2-phosphat-Sepharose 15m~[ol/1; es hatten Mso 75% der 
Aminogruppen reagiert. Die Konzentration des Phosphors in dem be- 
schriebenen Phytinsiiure-Affinit~tsgel betrug 6 mMol/1 (entsprieht 
1 mMol/1 Phytins~ure); 5% der Aminogruppen hatten reagiert. Zum 
Vergleich sei erwiihnt, dal] beider  Kopplung von Liganden mit Carboxyl- 

1 0 
C ~ FI�9 H-P-O ~ (:]}~ 
I I ) I v ~ . . ~ x 1  

OH H HO 'X~_(~.) u , ~  

0-@ 
H, Po, 

Abb. 2. Strukbur yon Phytins~ure-Sepharose. Die Bindung erfolg~ wahr- 
scheinlich statistisch an jeweils einer der Phosphatgruppen, ]:)as erste C-Atom 

gehSrt zu einer Galktoseeinheit der Sepharose 

gruppen an Aminohexylseph~rose mit Dicyclohexylc~rbodiimid in 
80proz. Pyridin ebenfalls restliche freie Aminogruppen nachgewiesen 
werden k6nnen. B e i d e r  ~na]ogen Herstellung yon Carbonsiiureamiden 
mittels E D C  in w~Briger L6sung tr i t t  dieser Effekt nicht auf (eigene 
unverSffentlichte Versuche). 

Bei den hier beschriebenen Sepharosederiv~ten wirken die restlichen 
Aminogruppen bei Affinithtschromatographie zuss als schwach 
basische Anionen~ustauscher, was zu einer unspezifischen Adsorption 
yon Proteinen bei niedriger Ionenst/irke ffihrt. Eigene Versuche mit 
myo-Inosi tphosphat-Kinase aus Hiihnerreticulozyten zeigen aber, dab 
hochspezifische Adsorption des Enzyms an myo-Inosit-2-phosphat.  

Sepharoso durch geeignete Elutionsbedingungen nachgewiesen werden 
kann (Publikation in Vorbereitung). 
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