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1. Einleitung

Obwohl in biologischen Systemen eine Vielzahl von Reaktionen
heterogen an polymeren Oberflidchen ablaufen, sind wir es
gewohnt, die Reaktionen der isolierten Naturstoffe in ho-
mogener Phase zu untersuchen, Dies fiihrt zu unvollsténdigen
Modellvorstellungen iiber chemische Abl&ufe in der lebenden
Zelle.
Die Immobilisierung von Naturstoffen an kiinstlichen und
natiirlichen Polymeren kann der Verfeinerung der Modelle
dienen. Aber nicht nur diese theoretischen sonderm auch
anwendungstechnische Aspekte spielen bei der Synthese tria-
gergebundener Naturstoffe eine groBe Rolle. So filhrte die
Immobilisierung von Enzymen zu Polymeren mit katalytischer
Aktivitét1‘3, andererseits entwickelte sich mit der Merri-
field-Technik4’5 in der prédparativen organischen Chemie
ein Weg zur automatisierten Synthese von polymeren Natur-
stoffen, wie Peptiden und Polynucleotiden6’7.
Der Anwendungsbereich niedermolekularer, trdgergebundener
Naturstoffe liegt auBer in der Schaffung von Vergleichs-
moglichkeiten von Reaktionen in heterogener Phase mit
solchen in homogener Ldosung auf folgenden Gebieten:
a) Biologisch aktive, trdgergebundene Naturstoffe kinnen
in der analytischem Chemie zur Auftrennung komplizierter
hochmolekularer Stoffgemische (Proteine, Nucleinsduren)
eingesetzt werden (Affinitétschromatographie)8—1O.
b) Durch Einfilhrung reaktiver Gruppen in Naturstoffe,
speziell in Antibiotika, kann das modifizierte Antibioti-

kum spezifisch an das Protein, mit dem es in der Zelle



in Wechselwirkung tritt, angeheftet werden. Damit kann
der Wirkungsort des Antibiotikums nachgewiesen, und die
Kldrung seines Wirkungsmechanismus erlangt werden
(Affinitdtsmarkierung).

Trigergebundene Schiddlingsbekidmpfungsmittel (Herbicide
oder Pesticide) kOnnen bei langsamer Freisetzung der
Wirksubstanz vom Polymer die Verminderung ihres mengen-
maBigen Einsatzes in Land- und Forstwirtschaft bewirken,
was eine Entlastung fir Boden und Wasser mit sich bringt11.
V6llig neue Anwendungen erdffnen sich durch die Steuerung

der Pharmakokinetik mit trdgergebundenen Naturstoffen

in der Medizin (Retard—Medikamente)12.

Die Affinitdtschromatographie gehdrt seit einigen Jahren
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zu den wichtigsten Methoden in der analytischen Chemie ~.

Unter dem Begriff versteht man die Ausnutzung einer ultra-

spezifischen Wechselwirkung zweiler Reaktionspartner fiir

einen chromatographischen Prozess durch Immobilisierung

eines Reaktionspartners an einem inerten Polymer.

In der anorganischen Analytik wird ein empfindliches und

selektives Parbreagenz immobilisiert und am erhaltenen

Polymer eine Chromatographie eines Metallionengemisches

14

durchgefiihrt .

In der biospezifischen AffinitHAtschromatographie wird in

der Regel die hohe Selektivitidt einer enzymatischen Reaktion

ausgenutzt, indem der niedermolekulare Reaktionspartner

(Substrat, Produkt oder Inhibitor) immobilisiert wird.

Folgende Darstellung gibt Auskunft iiber die derzeit gilil-

tige Nomenklatur zur Beschreibung eines Affinitdtsgeles

15,



Ligand

Spacer

Connector

affiner Partner

Matrix

Schema 1

Folgende Faktoren beeinflussen die Qualitdt einer bio-
spezifischen Affinititschromatographie entscheidend:

Matrix, Spacerlinge und Spacerhydrophilie, ILigand, Liganden-
konzentration, Stulendimensionen, DurchfluBgeschwindigkeit

und Temperatur.



2. Problemstellung

In der vorliegenden Arbeit werden Purin- und Pyrimidin-
nucleoside, sowie ihre 5?-Monophosphate an Aminohexyl-
agaroge fixiert,und an diesen Polymeren Methoden der bio-
spezifischen Chromatographie fiir Adenosin Desaminase,
Orotidin-5’-monophosphat Decarboxylase und Guanin Amino-
hydrolase (Guanase) erarbeitet.

Das Ziel der Arbeit ist es fernerhin, an einem Beispiel
ein affinitdtschromatographisches System (Hier: Adenosin
Desaminase - polymergebundenes Inosin) durch Variation
chemischer und physikalischer Parameter zu optimieren

und durch Bestimmung thermodynamischer GroBen zu charak-
terisieren.

Zur Immobilisierung eines Nucleosides sind bereits mehrere
Wege beschritten worden, Die Pfeile in folgender Abbildung
geben die Stellen in einem Mononucleotid an, an denen eine

kovalente Fixierung an ein Polymer erfolgt 15410719,

Ja

R
2 N7
1 (..) —’{(ﬂ 4
—> HO-P-0 0. N"SNR €=
OH
HO OH
'5 R=OH,NH2

1: Phosphorylierung
2: Substitution

3: Alkylierung

L . "

Schema 2 5. Perjodat - Oxydation



Soll bei der Verkniipfung von Nucleosiden oder Nucleotiden

die biologische Funktion erhalten bleiben, so ist eine

Reihe von Bedingungen zu erfiillen. Die Verkniipfung des

Molekiils mit der polymeren Matrix muB an einer Stelle

erfolgen, die die biospezifische Wechselwirkung nicht stﬁrt20.
Bei der Immobilisierung des Nucleosidliganden

ist weiterhin sicherzustellen, daB er fiir einen hochmoleku-

laren Reaktionspartner (Enzym) frei zuginglich bleibt

und damit moglichst wenig von seiner Reaktivitdt einbiBt.

Letzteres wird dadurch gewihrleistet, daB man Polymere

mit hoher Porositdt wdhlt und den Liganden in einem gewis-

sen Abstand von der Polymeroberfléche hélt21-28.

Der Ort der chemischen Modifizierung am Naturstoff zum

Zwecke der Immobilisierung richtet sich mach der bio-

spezifischen Wechselwirkung, welche man fiir eine Affinjitdts~

chromatographie ausnutzen will, Bei der Chromatographie

von nucleobaseumwandelnden Enzymen ist eine Modifizierung

am glykonischen Rest des Nucleosides, mdglichst unter Er-

haltung des Kohlenhydratringes, vorteilhaft, da hier von

vornherein durch die groBe Entfernung zwischen Immobili-

sierungsort und der Angriffsstelle des Enzyms eine nur ge-

ringe Beeinflussung der Wechselwirkung zu erwarten ist, °



3. Darstellung von 0-2’,3’-cyclischen Purinnucleosid-

Acetalen und ihre Immobilisierung

3.1 Synthese und Eigenschaften von 0-2',3'-Ethylideninosin

und -adenosin~Acetalen mit variablem Alkylidenrest

In der Nucleosidchemie kommt dem Isopropylidenrest als
Schutzgruppe des cis-Diole der Ribonucleoside eine groBe
VBedeutung zu, da sie leicht abspaltbar ist. Die Gruppe
wird durch sdurekatalysierte Umsetzung des Nucleosides
mit Aceton in Gegenwart von Methanol eingefiithrt.

Der Versuch, Inosin (l) mit Ldvulinsdureethyl-
ester unter entsprechenden Bedingungen umzusetzen schlédgt
fehl, was auf den groBen Raumbedarf des Ethoxycarbonylethyl-
Restes zurlickgefilhrt werden kann. Setzt man jedoch -~
wie schon filir die Acetalisierung von Adenosin mit L#vulin-

29 _ der Reaktionsmischung

siureethylester beschrieben
Orthoameisensiduretriethylester zu, so 1dB8t sich bereits

nach zwei Stunden (Raumtemperatur) ein neues Reaktions-
produkt diinnschichtchromatographisch nachweisen, das mit

dem Orthoester-Derivat 4b identisch ist.

Setzt man Inosin nur mit Orthoameisensduretriethylester

um, so entsteht ausschlieBlich dieses Orthoester-Derivat.

Nach 24 Stunden ist 4b nicht mehr nachweisbar; dafiir ist

ein Produkt entstanden, das auf Kieselgel (LS B) langsamer
als Inosin wandert und nach alkalischer Hydrolyse ein ne-
gativ geladenes Reaktionsprodukt ergibt. Letzteres gibt

sich dadurch zu erkennen, daf es im Gegensatz zum Stammnucleo-
sid und zur Ausgangssubstanz in der Elektrophorese zur

Anode wandert?o.
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Die Acetalisierungsreaktion filhrt also offenbar in Anwesen-
heit von Orthoameisensduretriethylester zundchst zu einem
kinetisch kontrollierten Produkt, dem Ethoxymethyleninosin,
4b. Dies wandelt sich innerhalb von 24 Stunden zum thermo-
dynamisch kontrollierten Endprodukt um,

Die Isolierung dieses Endproduktes fihrt zu einer glasigen
Substanz, die aus methanolischer Idsung durch Zugabe von
Wasser kristallisiert werden kann., Sie zeigt dasgleiche
UV-Spektrum wie Inosin (245 nm). Eine Elementaranalyse
sowie ein 1H-NMR-Spektrum zeigen, daB es sich bei dem Pro-
dukt, wie erwartet, um ein cyclisches Acetalderivat des
Inosins handelt, wobei zunichst noch unklar bleibt, ob die
Acetalisierung an der 2’,3’-Position oder an der 3’,5°-
Position des Nucleosides erfolgt. Die Kldrung dieser Frage
gelang durch 13C—NMR-Spektroskopie. Das 13C—NMR-Spektrum
des Produktes zeigt fiir C-2'/C-3’ Verte, die gegeniiber

Inosin um ca. 10 ppm zu tieferem Feld verschoben sind31.

OH OH
NSy fN
HO- 0 N HE-CHICHPInCO,CoHg HO- .0 N
w W, HCIOC 7Hg)y w
HO  OH o0
Y H
1 H3C Y CHCHCO-CoH5
2g:n=1
2b:n=2
2¢c:n=3
[ on
NH; R
N N x|
&y &1y
HO~ 0. Y HO- 0
0)/0
&< HC? THyICH COH
4Q:R=R'= CHy 3q:n=1
4b:R=H,R'=0C,Hg b.n-2
n=

3b
3¢



Auch das Signal des 4-Keto-Kohlenstoffs des Ldvulinsdure-
ethylesters wird durch die Acetalisierung signifikant von
208 ppm nach 113,.7 ppm verschoben. Somit hat das Acetali-
slerungsprodukt die Struktur 2a.

Bei der Bildung des cyclischen Acetals wird ein neues
chirales Zentrum am Acetal-Kohlenstoff gebildet. Daher
8ollten sich zwel Diastereoisomere ergeben. Tatsdchlich
zeigtbz.B. Isopropylideninosin im 13C-—NMR-Spektrum zwei
Signale fiir die Acetal-Methylgruppen bei 25.126 ppm und
27.007 ppm. Das Spektrum des Esters 2a zeigt hingegen nur
ein solches Signal bei 23,443 ppm. Dies deutet darauf hin,
daB im wesentlichen nur ein Isomer gebildet wird. Auch das
1H—NMR-Spektrum von 2a zeigt nur ein Methylsignal bei 1.35
ppm, wéhrend Isopropylideninosin, 4a, zwel Methylsignale

bei 1.35 ppm und 1.65 ppm aufweist. Im hochaufgeldsten
13C—NMR-Spektrum lassen sich jedoch fiir C-2’, C-3’, Acetal-C
sowie Acetal—CH3 und Acétal-CH2 zusdtzliche Signale mit ca.
5% der Intensitidt der Hauptsignale erkennen, die andeuten,
daB8 zu einem geringen Prozentsatz auch das andere Diastereo-
isomer entsteht. Der Anteil dieses anderen Isomers steigt
bei den Verbindungen mit verléngerter Alkylidenkette (s.u.)
geringfiligig an.

Eine genaue Kldrung, ob die Acetal-Methylgruppe exo- oder
endo-stdndig ist, also eine Bestimmung der Konfiguration
des Acetal-Kohlenstoffs, ist jedoch durch Kernresonanz-
spektroskopie nicht méglich, da keine Vergleichsverbindungen

zur Verfligung stehen, deren Acetalreste bereits zugeord-

net sind.



Dies Problem kann erst durch die Darstellung von 0-2°,3°-
[1-(2-Carboxyethy1)ethyliden]—inosin, 3a, geltst werden.
Dazu wird der Ester 2a in ethanolischer Natronlauge

gelost und 30 Minuten bei Raumtemperatur verseift, Der
Fortgang der Reaktion kann diinnschichtchromatographisch
verfolgt werden., Die basische Ltsung wird an der Glas-
elektrode durch Zugabe von saurem Ionenaustauscher neu-
tralisiert, Nach Filtration kann die Sidure 3a aus widssriger
Losung durch Zugabe einiger Tropfen Eisessig kristallisiert
werden,

Das 13-C-NMR-Spektrum'dieser Verbindung zeigt ebenfalls nur
ein Signal bel 2%.441 ppm fiir die Acetal-Methylgruppe,

was ein Diastereoisomerengemisch ausschlieBt.

Von einer Vergleichssubstanz, dem 0-2’,3'-[1-(2~Carboxy-
ethyl)ethyliden]-adenosin, 6a, wurde eine Rontgenstruktur-
analyse durchgefﬁhrt32. Die SHure 62 kristallisiert aus

widssriger Losung bei pH 5 in tetragonalen Bipyramiden.

Abb. 1: Rontgenstrukturanalyse von 6a
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Aus der Rontgenstrukturanalyse ist zu entnehmen, daB die
Methylgruppe am Acetal-Kohlenstoff exo-stdndig ist. Die
Nucleobase nimmt die syn~Konformation ein, Diese Ergebnisse
sind in sofern iliberraschend, da erwartet wurde, daf3 der
raumerfiillende Alkylidenrest die exo-Stellung einnimmt.
Offensichtlich dirigieren die 2',3'-H-Atome den Substituen-
ten in die endo-Position.

Da im Adenosin die Nucleobase sowohl im Kristall als auch
in wissriger Losung die anti-Konformation einnimmt, weicht
die Struktur von 6a auch in diesem Punkt von der des Stamm-
nucleosides ab.

Eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Carboxylgruppe
der Verbindung 6a und der Nucleobase kann nicht nachgewiesen
werden, wohl aber existieren intermolekulare Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen der Carboxylgruppe des einen
Molekiils zu N-1 und N-6 des benachbarten Molekiils,

Da im 1H—NMR-Spektrum die chemische Verschie-
bung der Acetal-Methylgruppe von 6a mit der des dargestellten
3a iibereinstimmt, ist auch hier diese Gruppe exo-sténdig,
und die absolute Konfiguration des Acetal-Kohlenstoffs
ist R.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, daB bei allen
dargestellten Verbindungen durch Vergleich der chemischen
Verschiebungen im 1H-NMR—Spektrum der Acetal-Methylgruppe

eine exo-Konfiguration nachgewiesen werden kann.

Wie die Rontgenstrukturamnalyse von Ribonucleosiden zeigt33,
liegt der Riboserest normalerweise in einer der beiden
"twist-Konformationen" (2 oder 2) vor. Bei substituierten
Nucleosiden kann jedoch eine bestimmte Konformation beglinstigt

werden, oder es wird eine neue, die "envelope-Konformation"



1

eingenommen. Den {ibergang von der "twist-Konformation &

zur Konformation b bezeichnet man als Pseudorotation:

' 5
4-——%——\1 - 4,—\-S\—-1
N /
3
2 i

Die Atomgruppierung C~1/0/C-4 ist hier annihernd coplanar.
Die Inergiebarriere der Pseudorotation liegt bei 2C kdJ x H—1.
Im Vergleich besitzt die Rotation um die N-glykosidische
Bindung eine Energiebarriere von 26 kJ x n-! 35,

Wie die Rontgenstrukturanalyse von 6a zeigt, wird bei der
2?,3'-Acetalbildung die "envelope-Konformation" eingenommen,

in der C-1'/C-2'/C-4'/0-5' anntihernd coplanar sind,

Eine konformative Abweichung der 0-2’,3’-cyclischen Acetale
2a und 3a betrifft die Konformation um die C-4'/C-5'-Bin-
dungsachse, Hier ktnnen folgende Konformationmen unterschie-

den werden:

Hsll
Cy
He,
H,.
gauche, gauche gauche, trans trans, gauche

(g,g) : (g,t) (t,g)
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Eine Analyse des 1H-NMR—Spektrums des Inosins nach:34

%g,g = 10 (13 - J(4°,5°) + J(47,5'"))
ergibt eine hohe g,g-Population {(ca. 100%), sodaB sich
zwischen der 5'-OH-Gruppe und N-3 der syn-stdndigen Nu-
cleobase eine Wasserstoffbriickenbildung ausbilden kann.
Dengleichen Befund zeigt eine Rontgenstrukturanalyse des
6-Thioinosins§3.
Bei den Acetalen 2a und 3a berechnet sich der g,g-Anteil
nur zu ca. 30%, Da sich die einzelnen Populationsanteile
additiv verhalten (%g,g + %t,g + %g,t = 100), kann ge-
schlossen werden, daB hier die Konformation um die C-4'/
C-5' - Achse iiberwiegend t,g bzw. g,t ist,und somit
die 5'-0H-Gruppe kaum noch fir eine Wasserstoffbriicken-

bindung in Frage kommt.

Vollig analog im Hinblick auf Struktur und Konformation
verhalten sich die dargestellten Acetale mit verlingerter
Alkylidenkettenlénge 2b,c sowie 3b,c. Die Rolle dieser
Verbindungen wird spdter unter dem Aspekt der Spacerver-
ldngerung diskutiert.

Der zur Synthese von 2b und 3b bendtigte 5-OxohexansBure-
ethylester wird aus 5-Oxohexansiure (4-Acetylbuttersiure)
und Ethanol und Chlorwasserstoffgas als Katalysator dar-
gestellt. Nach Fraktionierung im Hochvakuum erh#lt man
in 69 proz. Ausbeute 4-Acetylbuttersiureethylester.

Die Acetalisierung von Inosin mit dem Ester
erfolgt unter dengleichen Bedingungen wie oben beschrieben
und fihrt zu 2b. Durch alkalische Hydrolyse ist die S#ure

2b erhdltlich.
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Zur Synthese der Acetale 2¢ und 3c geht man von 2-Acetyl-
cyclopentanon aus. Dieses wird einer Ssurespaltung unter-
woffen, indem man es in 5 proz. Natronlauge kocht. Nach
Neutralisation wird die unumgesetzte Ausgangsverhindung
mit Ether extrahiert. Die wissrige Phase wird mit Salu-
sfure stark angesiiuert und mit Chloroform extrahkiert.
Nach Vertreibung des Losungsmittels wird der Riickstand

im Olpumpenvakuum fraktioniert. Man erh#lt in 55 proz.
Ausbeute 6-Oxohexansture (6-Ketodnanthsiure) als farb-
lose Substanz vom Schmp. 3500 37.

Diese wird mit Ethanol verestert. 6-Oxohexansiureethyl-
ester erhd#lt man nach Fraktionierung im Olpumpenvakuum

in 75 proz. Ausbeute.

Die Umsetzung von Inosin mit diesem Ester filihrt zum Acetal

2¢,. Alkalische Hydrolyse von 2c ergibt die SHure 3c 36.

Auf Grund ihrer groferen Lipophilie laufen
die Acetale mit verlidngerter Alkylidenkette im Diinn-
schichtchromatogramm (Kieselgel, LS C) langsamer als

die Inosin-Derivate 3a und 3b.

Die Darstellung der entsprechenden Adenosin-Derivate mit

verlingerter Alkyliden Kettenlinge am Acetalrest erfolgt

v5llig analog den bereits beschriebenen Vorschriften36.

NH> NH»>
N~ N N~
éﬁ I 51 <N:Ef:y
HO o N HO4 _o N
0. 0O A o_ 0
CHg "TH,(CH,InCOLC s CHY "CHy(CH,)n COH
5a: n=1 6a:n=1
Sb: n=2 6b:n=2
§_C"' n=3 GCI n=3
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3.1.1. Synthese der 0-2’,3’-Ethylideninosin-Derivate 2a

und 2b durch Umacetalisierung

Da sdurelabile Nucleoside unter den stark sauren Bedingun-
gen der Acetalisierung (Ldsung: ca. 1M HCl) N-Glykosidhydro-
lyse erfahren, ist es wiinschenswert, daB die Umsetzung unter
weniger sauren Bedingungen durchgefiihrt wird, Zu diesem
Zweck wird statt Lavulinsdureethylester sein offenes Acetal
4 ,4-Diethoxypentansédureethylester eingesetzt., Da cyclische
Acetale eine grioBere Stabilitdt besitzen als offene, ge-
lingt es, ein offenes Acetal mit einem cis-Diol in ein ge-
schlossenes zu iiberfithren. Dazu sind nur geringe Siuremengen
erforderlich, und das Gleichgewicht 1HBt sich durch Abdestil-
lieren des aus dem offenen Acetal abgespaltenen Alkohols

noch in die gewiinschte Richtung Verschiebent.

0 .
H', EtOH
CH3CCH,(CHo)nCO,CoHg : CH4CIOC 2 Hg)CH(CH,I, CO5C 5 H
3v2 2 HCIOC ;s )5 3
H [ -EtOH
OCoHg

CH3C =CHICH,InCO2CHs

Die Darstellung von 4,4-Diethoxypentansidureethylester er-
folgt durch Umsetzung von Livulinsdureethylester/Ethanol
unter Sdurekatalyse. Nach zwdlfstindiger Reaktionszeit

wird durch Zugabe von Triethanolamin neutralisiert.
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Ameisensiureethylester sowie iiberschiissiges Ethanol wird
ahgedampft und der Riickstand im Olpumpenvakuum fraktioniert.
Man erh#lt 4,4-Diethoxypentansiureethylester in 83 proz.
Ausbeute als farblose, aromatisch riechende Flﬁssigkeitdo.

Im 13C—NMT{—Spektrum erscheint das Signal des
Acetalkohlenstoffs nicht bei 113 ppm wie bei den Inosin-
oder Adenosin-Acetalen, sondern bei 100.7 ppm, da das C-Atow
nicht in einem gespannten, cyclischen Acetal eingebaut ist.

Bei Zugabhe geringer Mengen SHure, bzw. unvollstén-
diger Neutralisation mit Triethanolamin bei der Darstellung,

entsteht aus dem offenen Acetal rasch der entsprechende

Isopentenylether durch Abspaltung eines Moleklils Ethanol.

Bei der Synthese von 3%,3-Diethoxybutansiureethylester
(Ausgangssubstanz: Acetessigsiureethylester) entsteht
selbst bei sorgfidltiger Neutralisation stets gleichzeitig
neben dem Acetal 3-Ethoxymethacrylsdureethylester. Das
Verh#iltnis der beiden Produkte zueinander 188t sich durch
analytische Gaschromatographie zu ca. 1:1 bestimmen. Die
Bildung der ungesittigten Verbindung ist hier durch die
Ausbildung konjugierter Doppelbindungen gegeniiber dem of-

fenen Acetal bevorzugt (Abb. 2).

Die Darstellung von 5,5-Diethoxyhexansiureethylester aus
5-0xohexansfiureethylester, Orthoameisensiuretriethylester
und Ethanol verlduft unter den oben beschriebenen Bedingun-
gen glatt. Das Signal des Acetalkohlenstoffs im | C-NMR-

Spektrum liegt hier bei 101.2 ppm.
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EtOH

_)Lju . JL*

—
Retentionszeit

Abb, 2: Gaschromatogramm der Produkte aus der Acetalisierungs-
reaktion Acetessigsiureethylester/Ethanol;
1: 3-Ethoxymethacrylsédureethylester, 2: 3,3-Diethoxy-
butansiureethylester. a: nach Siurebehandlung, b: ohne
Sdurebehandlung.

Die Umsetzung von Inosin mit einem UberschuB von 4,4-

Diethoxypentanséureethylester unter Zugabe geringer Mengen

Chlorwasserstoff in Dioxan (LSsung: ca. 0.1M HC1l) fiihrt

nach 2 h zum Dinnschichtchromatogramm g der Abb. 3.

Daneben ist in Abb. 3 ein entsprechendes Chromatogramm

der Reaktionsmischung nach 24 h abgebildet (h). Nach 2 h

ist noch nicht alles Inosin umgesetzt. Neben dem gewlinschten

Endprodukt 2a ist noch ein Nebenprodukt erkennbar, das

nach einer Reaktionszeit von 24 h nicht mehr vorhanden ist.
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Abb, 3: Dinnschichtchromatogramme der Umsetzung von Inosin(1)
mit 4,4-Diethoxypentansiureethylester zu 2a nach 2 ¥
(a2) und 24 n Egi, sowie der alkalischen Hydrolyse
von 2a zu 3a .

c
Bei diesem Produkt kann es sich nicht um Ethoxymethylen-
inosin, 4b, handeln, da sich dieses nur in Gegenwart von
Orthoameisensduretriethylester bilden kann., Bei dieser Ver-
bindung handelt es sich entweder um ein Zwischenprodukt der
Umacetalisierung, z.B, um ein Halbacetal, oder um ein ki;
netisch kontrolliertes Produkt, z.B. um das 3’,5’-Acetal-
Derivat des Inosins, welches sich langsam in das thermo-
dynamisch kontrollierte Endprodukt 2a umwandelt.

Wird die Reaktionsmischung nach 24 h einer alkalischen
Hydrolyse unterworfen, so entsteht die entsprechende Séure.

3a (Abb. 3c).
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Nach der Methode der Umacetalisierung léBt‘sich nach der
Aufarbeitung 2a in 60 proz. Ausbeute erhalten.

Bei der Umacetalisierung von Inosin mit 5,5-Diethoxyhexan-
sdureethylester entsteht, wie erwartet, das Acetal 2b in

ebenfalls 60 proz. Ausbeute,

Der Vorteil der Umacetalisierungsreaktion liegt in der
wesentlich geringeren SHuremenge, die zur Katalyse bei

der Darstellung der gewlinschten Nucleosid-Acetale erfor-
derlich ist. Die Chlorwasserstoff-Molaritdt der Reaktions-
15sung ist hier um den Faktor 10 geringer (0.1 M) als bei
der zuerst beschriebenen Methode (Kap. 3.%1.). Moglicher-
weise hat auch dort Orthoameisensduretriethylester in Ver-
bindung mit der starken SHure die Aufgabe, das offene
Acetal des Ketosiureesters zu bilden, welches dann in einer
Umacetalisierungsreaktion weiterreagiert. Die kinetisch
kontrollierte Bildung vcn Ethoxymethylen-Nucleosid-Deri-

vaten widre somit das Ergebnis einer Nebenreaktion?g.

3.1.2. 0-2’,3’-[1-(2-Carboxyethy1)ethyliden]-inosin-

0-5’-monophosphat

Die Acetalisierung von Inosin-5’-monophosphat (IMP) mit
lavulins#ureethylester unter 2a-Bedingungen filihrt, wie

die Chromatographie des Reaktionsansatzes (Kieselgel, LS c)
zeigt, nicht zum Acetal TJa.Auch bei der Umacetalisierung
mit 4,4-Diethoxypentansdureethylester entsteht 7a nicht.

Die Ursache fiir dieses Ausbleiben ist nicht bekannt,
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Bei Anderung der Reaktionsfolge, also Acetalisierung von
Inosin und anschlieBende Phosphorylierung von 2a in Tri-
ethylphosphat mit Phosphoroxytrichlorid, entsteht der
phosphorylierte Ester 7a, der ohne Isolierung mit 0.5 N
Natronlauge zu 7b hydrolysiert und nach Neutralisation

an DE-52-Cellulose chromatographiert wird., Wasser eluiert
unphosphoryliertes 3a. Elution mit einem linearen Gradienten
aus 0.5 M Triethylammoniumbicarbonat-Puffer/Wasser (11)

fiihrt beil einer 0.3 M Pufferkonzentration zum Auswaschen

des 5’-Monophosphates 7b. Nach Abdampfen fdllt es in 42 proz.
Ausbeute (optisch bestimmt mit e = 10500) als farblose,
glasige Substanz an.

Durch enzymatischen Abbau von 7b mit alkalischer Phosphatase
entsteht ausschlieBlich 0-2',3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden] -
in;sin, 3a, als Reaktiomsprodukt, was zeigt, daB es sich um
ein 5’-Monophosphat handelt.

Die quantitative Phosphatbestimmung nach der Molybdinblau-

Methode41 ergibt 1 mol Phosphat/mol Nucleosid.3o
R
N N '
f) s 0 <’Nf/)
HOCH 23 HO-P-0-CH, N
2 OH | 0
L . OH
0 0 0 0
>< >< .
H  CHACH,00,CoHg HC  CH,CH,CO,R
: R= OH ‘R= ‘=
2_0' : 2] 7a: R=0H,R'=C4Hg
5a:R=NH; 7b:R=0H,R'=H
76:R=NHp,R'= Colts “2)
7d :R=NH,,R's H’~2
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3,2, 0-2',3'-Ethyliden-Derivate des Tubercidins, 6-Thio-

inosins und Nebularins43

Die Umsetzung von 7-Desazaadenosin (Tubercidin)44’45, 8, mit
Lavulinsdureethylester und Orthoameisensduretriethylester
unter 2a-Bedingungen fithrt in 82 proz. Ausbeute zu 0-2°',3’-
[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden] —tubercidin, 11a.
Alkalische Verseifung dieses Esters ergibt nach Chromato-
graphie an einem Anionenaustauscher (Acetatform) analysen-
reines 0-2',3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-tubercidin, 11b.

Die Umsetzung von Nebularin in derselben Weise miBlingt
auf Grund der SHurelabilitidt der N-glykosidischen Bindung46’47,
sodaB auch eine Acetalbildung durch Umacetalisierung nicht

zum gewinschten Erfolg fihren kann,

Die saure Hydrolyse des Nebularins verlduft wahrscheinlich

nach folgendem Mechanismus48:

NZ N\>
SR

H
HO- -0

HO OH | RO ow HO OH

Schema 3
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Eine Protonierung in Positlion N-3 des Purinringes im
Nebularin ermdglicht bei Rotation der Nucleobase um die
nglykosidische Bindung einen Protonentransfer zum Ribo-
sylsauerstoff, Dadurch wird der Zerfall des Nucleosidmolekiils

zu Ribose und protoniertem Purin eingeleitet.

Die Hydroiyseempfindlichkeit von Nebularin erfordert, dal
dessen Acetale iiber die 6-Mercaptoverbindung, 9, darge-
stellt werden, die nicht s#urelabil ist, Aus 6-Thiolnosin
erhdlt man so 0-2’,3’-[1-(2—Ethoxycarbony1ethy1)ethyliden]-
6-thioinosin, 12a, glatt und in hoher Ausbeute (82%).

Auch die Verseifung von 12a zur Sdure 12b erfolgt in

83 proz. Ausbeute. 122 und 12b zeigen ein UV-Spektirum mit

jeweils einem Maximum bei 325 nm.

R
HOq 0 (’:jf:j' HO~_0O Q):'f'?jl
e o

HO OH 0 O
R'05CCH,CHo CH
8 X=CH,R=NHj 2 2H2 3
9: X=N, R=SH 119 X=CH,R=NHp,R'= CoHg
10: X= N, R=H H_b_iX:CH.R:NH;,R':H
m:x:N,R:s&R‘:C;Hs
12b:X=N,R=SH,R=H
i
N-SN7
HO 0

o_0
RO,CCH,CHy CHj

13a:R=CyHg
13b:R=H
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Die Reduktion von 0-2',37-[1-(2-Bthoxycarbonylethyl)ethyli-
den]-6-thioinosin mit Raney-Nickel in einer Zweiphasen-
reaktion (n-Butanol/Wasser, 2 h, 90°C) fihrt in 65 proz.
Ausbeute zu farblosem, amorphem 0-2',3?-{1-(2-Ethoxycar-
bonylethyl)ethyliden]-nebularin, 13a.

Zur Darstellung von 0-2°,3%'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-
nebularin, 13b, wird 0-27,3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden] -
6-thioinosin, 12b, mit Raney-Nickel reduziert. Da sowohl
die Ausgangsverbindung, als auch das Produkt wasserlidslich
sind, kann die Reaktion in homogener Phase durchgefiihrt
werden, Das Rohprodukt enthdlt jedoch mnoch kolloidales
Nickelsulfid und wird deshalb an einem Kationenaustauscher
(Lewatit, CP 3050, H'-Form) chromatogrephiert. Wasser
eluiert 13b, das nach Kristallisation analysenrein und

in 39 proz. Ausbeute erhalten wird.
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3.3,  OSubstrat- und Inhibitoreigenschaften modifizierter

Purinnucleoside gegeniiber Adenosin Desaminase

Adenosin Desamirase (ADA), ein ¥nzym mit einem Molekular-

gewicht von 35000 Dalton®?7¢

, katalysiert in einem pH-
Bereich von 5.5 bis 9.6 die Hydrolyse von Adenosin zu Ino-
sin. Um pH 9 katalysiert das Enzym in Gegenwart von Ammo-
niak auch die Rﬁckreaktion51.

Zahlreiche Untersuchungen zeigen eine auffillig geringe

Spezifitdt des Enzyms gegeniiber C-6 - Derivaten des Adenosins,

So sind NG-Methyladenosin, 6-Chloroadenosin und 6-Thioinosin

52-54

noch Substrate . Wird jedoch ein volumintser Sub-

stituent in C-6 eingefiihrt, so werden die Substrateigen-

schaften signifikant schlechter. So wirkt N°,N®-Dimethyl-

agenosin bereits als Inhibitor. Isopentenyladenosin wird
weder als Inhibitor noch als Substrat in das aktive Zentrum
des Enzyms gebunden.ss’53
Dagegen fiihrt die Ringaufweitung des Purinringes zu einem
siebengliedrigen Ring (Coformycin) zu einer verstirkten
Bindung von ADA. Pies wird durch den KI—Wert des Antibioti-

kums Coformycin (s. Tab., 1) belegt.56’57

H%OH

HO H

Coformycin
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Wolfenden postuliert fiir den enzymatischen Reaktions-
mechanismus einen tetraedrischen.Ubergangszustand an C-6,
in den das Enzym bzw. enzymgebundenes Wasser involviert
ist; die Bildung dieses Ubergahgszustandes so0ll der ge-

schwindigkeitbestimmende Reaktionsschritt sein.58’59

F— HoN OH-ADA ]
éN I NH
N N4J
HO 0
o 0O
N H3C R )

R =variabler Rest

Pir dieses dieses Modell spricht vor allem die folgende
Tatsache: Modellsubstanzen fir den Ubergangszustand, wie
lda,sind starke Inhibitoren; 14a wird mit einem KI-Wert
von 0.76 x 107N etwa vierzig Mal stdrker als Adenosin
gebunden, Da aus dem C-6 des Purins bei 148 ein chirales

C-Atom geworden ist,wurde auch das Diastereomer 14b isoliert
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und dessen Bindung zu Adenosin Desaminase untersucht; 14b
wird deutlich schwicher an das Enzym gebunden (KI—Wert:
12.5 x 10'6M), was auf einen stereospezifischen Angriff

des enzymgebundenen Wassers auf das Nucleosid hinweist, 20

Essentiell fiir die Desaminierung von Purinnucleosiden durch
Adenosin Desaminase ist ein freies Stickstoffatom in Posi-
tion 7 - Nucleoside wie Tubercidin (7-Desazaadenosin) oder
N7—B—D—Ribofuranosyladenin zeigen weder Inhibitor- noch
Substrateigenschaften gegeniiber dem Enzym. Auch die dar-
gestellten Tubercidin-Acetale 11a und 11b werden nicht in
das aktive Zentrum gebunden.54
Weiterhin ist fir die Bindung eine freie 5’-Hydroxylgruppe
wichtig. Dies wird erkennbar aus der Tatsache, daB8 filir die
Deééminierung von AMP ein besonderes Enzym, die Schmidts
Desaminase, existiert. Auch das dargestellte 5°’-Monophosphat
7d wird von Adenosin Desaminase nicht, sondern nur von Schmidts
Desaminase als Substrat akzeptiert. Oligo- und Polynucleo-
tide werden ebenfalls nicht durch ADA desaminiert.54’60

Der EinfluB der Pseudorotation des
Furanoseringes, sowie der Substituenten in der C-2? bzw.
C-3'-Position des Kohlenhydratrestes auf eine Desaminierung
durch ADA ist ebenfalls intensiv untersucht worden61.
Dabei gelangte man zu folgenden Ergebnissen: a) das Enzym
benstigt ein Substrat in der C-2' endo und/oder C-3' endo
Konformation; b) eine C-4’ exo oder C-1' exo Konformation
des Kohlenhydratrestes hat ein vdlliges Verschwinden der
Substrataktivitdt zur Folge; c¢) volumindse Halogensubsti-
tuenten (Br, J) an C-2'/C-3’ verschlechtern die Substrat-

eigenschaften signifikant.
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Substrate : Ky (4 Mo1) Vmax
Adenosin 31 100
2’-Desoxyadenosin 34 185
3?-Desoxyadenosin 4% 120
8,2’~Thiocanhydroadenosin (anti) 200 7
8-Thioadenosin - -
N6—Methy1adenosin 11 0.16
N6-Ethyladenosin 120 0.14
6-Chloroadenosin 710 23
2?-0~Methyladenosin 22 53
2’ ,3'-Isopropylidenadenosin 48 49
8,2’ ~Anhydro~-8-hydroxy~9~3-D-

180 1.7
Arabinofuranosyladenin
Inhibitoren KI (pMol)
6-Methoxyl-9~B-D~-ribo
furanosylpurin 22
9-(n-Hexyl)adenin 1924
Nebularin 8.8
Inosin 160
Coformycin 9.3
14a 0.76
141 12.5

Tab, 1: Substrate und Inhibitoren fiir Adenosin Desaminase

In Widerspruch hierzu steht die Tatsache, daB die Ausbil-

dung eines cyclischen Acetals in der Position C-2°/C-3%?,

62-66

wie im Isopropylidenadenosin, keinen bemerkenswerten Einfluf

auf die Desaminierung ausiibt (s. Kap. 3.3.1.).
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3.3.1. Substrateigenschaften der 0-2’',3’-Ethylidenadenosin-

Derivate

Der KM—Wert fiir Isopropylidenadenosin legt die Vermutung
nahe, daB auch die 0—2’,3’—Ethylidenadenosin—DeriV&te29’BR’36
noch Substrate filir Adenosin Desaminase sind,

Um qualitativ zu testen, ob die 0-2',3’-cyclischen Adeno-
sin-Acetale sich als Substrate fiir ADA eignen, werden zu
Losungen von 5a-c und ba-c in Strensen-Phosphatpuffer

(pH 7.6) jeweill 5 units in 5 pyl Glycerin gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 60 min bei 37°C vergleicht man die L&~
sungen diinnschichtchromatographisch (Kieselgel, LS C); alle
Adenosin-Acetale haben sich zu den entsprechenden Inosin-
Verbindungen umgesetzt. Dies zeigt. daB die 0-2',3’-Ethyliden-
ad;nosin-Derivate in das aktive Zentrum von Adenosin Des-
aminase gebunden werden.(Tab, 2),

Eine quantitative Untersuchung36’38 tiber den EinfluB der
Alxylidenkettenlénge der Acetale auf die Substratwirksam-
keit zeigt, daB insbesondere bei den SHuren fa-c die Des-
aminierungsgeschwindigkeit mit wachsender Alkylidenketten-—
ldnge steigt, wenn auch die Geschwindigkeit wie heim Ade-
nosin nicht erreicht wird. .
Ferner ist bemerkenswert, daB die Ester Sa-c wesentlich
schneller desaminiert werden, als die entsprechenden SHuren.
Dies 148t vermuten, daB im oder am aktiven Zentrum von Ade-
nosin Desaminase eine Hiufung hydrophober Gruppen auftritt.
Diese Beobachtung deckt sich mit dem Befund, daB Adenin-
Derivate, die in Position 9 einen hydrophoben Alkylrest

tragen, als Inhibitoren in das aktive Zentrum gebunden werden,
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So betrdgt der K;-Wert von 9—(n—Hexy1)—adenin 19 pmwol,

wihrend der KM—Wert von Adenin 150 pmol betrdgt.
Moglicherweise wird eine Schwéchung

der Bindung zwischen Nucleosid und Enzym - hervorgerufen

durch eine Acetalisierung in der 2’,3’-Position - durch

nunmehr wirksam werdende hydrophobe Wechselwirkungen

zwischen der Acetal-Alkylidenkette und Adenosin Desaminase

kompensiert.

Komponente ATF/min x 1072
5a 69
5b 108
5c¢ 114
6a 4
6b 23
6c 71
16a 0
16b 3
16¢c 5

Tab, 2: Extinktionsdifferenzen (260 nm) der Anfangsge-~
schwindigkeiten (linearer Bereich) der enzymatischen
Desaminierung von 5a-c, ba-c und 16a-c bei kon-_
stanter Menge von Adenosin Desaminase (2,5 x 10" “units)
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3,3.2., Inhibitoreigenschaften der Nucleosid-Derivate
3a—-c und 11b bis 13b

Zur Bestimmung der Inhibitorwirkung der Verbindungen 3a-c,
11b, 12b und 13b, sowie deren Stammnucleoside, werden jeweils
100 p1 einer Adenosin-Stamml®sung, die 0.1 pmol Adenosin
enthélt,\entweder direkt mit Sorensen-Phosphatpuffer

(pH 7.6) oder nach Zusatz von 100 pl einer Inhibitor-
Stammlosung, die zwischen 0.1 und 1 pmol des betreffenden
Inhibitors enthdlt, auf 1 ml verdiinnt. Man versetzt mit

2.5 x 10'2 units Adenoéin Desaminase und bestimmt die re-
lativen Anfangsgeschwindigkeiten der Desaminierungsreaktion

UV-spektroskopisch bei 260 nm mit und ohne Inhibitor.

Kodiponente "~ Mol. Verhdltnis Vel
A : Inhibitor
Adenosin - 100
0-2?,3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]- 1:10 100
tubercidin,i1b ¢
0-2',3’-{1-(2~Carboxyethyl)ethyliden]- 1:10 42
6-thioinosin, 12b *
0-27,3’-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]- 111 , 55
nebularin, 13b * ‘
0-27,3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]- 1:10 71
inosin, 3a )
0-2',3?-[1-(3-Carboxypropyl)ethyliden]- 1:10 58
inosin, 3b ¢
0-2’,3’-[1-(4-Carboxybuty1)ethyliden]- 1:10 60
inosin, Jc : ’
Inosin o 1:10 79
6-Thioinosin o 1:8 47
Nebularin 1:1 ' 34

Tab, 3: Relative Anfangsgeschwindigkeiten der Desaminierungs-~
reaktion von Adencsin durch Adenosin Desaminase in '
Anwesenheit verschiedener Inhibltoren
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Die negative Steigung des: linearen Bereicheé (1. pis 2,
Minute) der Messung ohne Inhibitor wird gleich 100% ge~
setzt und mit den entsprechenden Werten der Inhibitoren
verglichen (Tab. 3).

Die Derivate 12b, 13b und 3a-c zeigen alle eine deutliche
Inhibitionswirkung auf die Desaminierungsgeschwindigkeit

von Adenosin durch ADA, die sich nur gering von der der
Stammnucleoside unterscheidet.

Wie zu erwarten war, wird 0-2’,3’-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden}
tubercidin, wie auch Tubercidin selbst, nicht in das aktive
Zentrum des Enzyms gebunden.

Beim Vergleich der Inhibitionen durch die 0-2',3’-Fthyliden-
Inosin-Derivate 3a-~c untereinander ist eine Zunahme mit
steigender Alkylidenkettenlinge zu beobachten. Dies steht

im Einklang mit den Messungen der Substrateigenschaften

der 0-2',3’-Ethylidenadenosin-Verbindungen (Tab. 2).

Die bisherigen Untersuchungen iiber Substrat- bzw. Inhibitor-
eigenschaften der dargestellten 0-2’,3’-Ethylidennucleosid-
Derivate lassen den Schluf zu, daf bei Immobilisierung
dieser Acetale liber die endstdndigen Carboxylgruppen in

der Alkylkette, Polymere erhalten werden, die - zumindest

zu einem Teil - eine biospezifische Wechselwirkung mit
Adenosin Desaminase eingehen konnen, Die Alkylkette stellt
dabel einen Connector dar, sodafB die dargestellten Acetal-
Perivate bereits Strukturelemente eines spidteren Spacers

enthalten.
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3.4, Agarosegebundene Purinnucleoside

3.4.1, Agarose - Struktur und Umsetzung zu kupplungs-

féhigen Polymeren

Ein flir die Immobilisierung von Nucleosiden zum Zweck
einer biospezifischen Affinitdtschromatographie brauch- )
bares Polymer mu8 verschiedenen chemischen und mechanischen
Anforderungen genilgen. Der Tréger selbst sollte mdglichst
keine oder doch nur minimale Wechselwirkung mit dem affi-

nen Partner eingehen. Ferner sollte er auch bei extremen
pH-Werten nicht seine Struktur #ndern., Gute DurchfluB-
eigenschaften, die auch nach der Fixierung der Liganden
erhalten bleiben, stellen eine weitere Anforderung dar,

Der polymere Tréger soll ein pordses, dreidimensionales
Netzwerk‘bilden, das die Diffusion selbst groBer Teilchen

nur unwesentlich behindert.66
Das aus Rhodophyceae gewonnene Polysaccharid Agarose ver-

einigt diese Eigenschaften in idealer Weise.

Agarose ist ein alternierendes Copolymer aus 1,3-verkniipften
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B-D~Galaktose Einheiten und 1,4-verkniipften %,6-Anhydro-
a-L-Galaktose Einheiten,

Agarose bildet parallele Doppelhelices mit einer axialen
Periodizitd#t von 0,95 nm. Jede Kette der Doppelhelix ist
eine dreizihlige, linksgingige Helix mit einer Ausdehnung
von 1.9C nm. 10 bis 10000 dieser Helices sind in paralle-
len Stringen von ca. 20 bis 300 R Durchmesser zusammen-
gefalt und vernetzen jeweils an dergleichen Stelle. So
entsteht ein dreidimensionales Netzwerk mit groflen Hohl-

raumen, die auch den Durchtritt groB3er Molekiile gestatten67'69

Agarose wird kommerziell unter gleichzeitiger Einfiihrung
eines Spacers in ein kupplungsfihiges Derivat mit pri-

médren Aminogruppen iberfilhrt.

NH

O/C=NH 0——c=NH 0"c-,>c=NH

=
Hn?

Schema 4: Hypothetische Struktur bromcyan-aktivierter Agarose

Hierzu wird das Polysaccharid zundchst mit Bromcyan umge-
setzt, wobel sich vermutlich intra— und intermolekulare
Imidocarbonatgruppen bilden (Schema 4), die mit einem Uber-

schu3 von 1,6-=Diaminohexan zu einem N-substituierten
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Harnstoff abreagiert werden k&dnnen. Diese 6-Aminohexyl-
agarose (AH-Agarose) enthdlt nun im Abstand von sechs
Methylengruppen primire Aminogruppen, die z.B, mit akti-

vierten Carbonsdure~Derivaten umgesetzt werden k'o'nnen.70’71

NH

1
gjo—i:—u HR
H
0 / 0

C=NH + HyNR I
N OH
AN

0-C—NHR

.

Schema 5: Umsetzung bromcyanaktivierter Agarose mit einem
primdren Amin

Obgleich durch eine Bromcyan-Aktivierung eine Querver-
netzung der Agarosestringe erfolgt, was durch eine Erhdhung
des Schmelzpunktes erkennbar wird (Agarose: Schmp. ca. 60°C;
All-Agarose: Schmp. ab 150°C unter Zersetzung), bleibt
dennoch eine grobe, schwammartige Struktur erhalten,

Dies wird in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
(Abb. 4,5) deutlich.Die Abb. 4 zeigt ein kompaktes AH-
Agarose~Teilchen mit Poren von einer GroBe zwischen 20

und 50 pm, Abb, 5 zeigt den Blick in das Innere einer

dieser Poren.
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Vor einer Kupplungsreaktion von AH-Agarose mit einem
Carbonsdure-Derivat wird eine quantitative Bestimmung

der primdren Aminogruppen durchgefiihrt. Hierzu wird eine
eingewogene Menge gequollener AH-Agarose in gesittigter
Natriumtetraborat-Losung mit TrinitrobenzolsulfonsZure
umgesetzt. Die stark positivierende Wirkung der vier Sub-
stituenten im Reagenz ermdglicht einen nucleophilen Angriff

der Aminogruppe am Aromaten. Das entstehende Agarose-

Derivat 15 ist orange geférbt72

_— g ---" NH N02

Dieses wird in 2N Salzsiure bei 100°C gel®st und die Ex-
tinktion bei 415 nm bestimmt. Bei dieser Wellenlinge besitzt
hydrolysierte Agarose keine nennenswerte Eigenabsorption73
mehr. Mittels einer Eichkurve, die durch Reaktion variierter
Mengen n-Hexylamin mit Trinitrobenzolsulfonsiure erhalten
wird,ist die Zahl der primiren Aminogruppen bestimmbar.

Kommerzielle AH-Agarose enthdlt

6 bis 10 pmol WH,/g Gel.
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Abb, 4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von
All~Agarose, Kalebrierung: 500 s

P sterelektronemnikroskopische Aufnarme von
All-Agarose. Yalebrierung: 5/um
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Eurs
04 F
03¢+
0.2}
01}
T2 3t 5 pam
Abb. 5: Hicrlurve zur 3estimmung primidrer Aminogruppen

an Aminohexylagarose durch Reaktion mit Trinitro-
benzolsulfons~ure

4,0 wupplung der Tucleosid-Terivate an 6-Aminohexyl-

agarose

Zur Immovilisierung der 0-2',%’-Ethylidennucleosid-Derivate
wird kommerziell erhdltliche, gefriergetrocknete 6-Amino-
hexylagarose verwendet. Durchn Quellen in 0.5M Natriumchlorid-
Lésung und anschlielendem Auswaschen mit Wasser wird sie

von Stabilisierungshilfsstoffen befreit. Das Gel wird
abgesaugt, bis die Obterfliche bricht und in der Kilte
aufbewahrt. In diecem Zustand enthdlt AH-Agarose 96 Ge-
wichtsprozent Wasser,

Zur Kupplung der SHuren da-c, 3a-c¢ sowie 11b bis 13b

werden diese jeweils in VWasser/p-Dioxan (7:3) geldst

und die vorbereitete AlH-Agarose in die Losung eingetragen,



Bis zu einem L&sungsmittelverhiéltnis 1:1 bleibt die Struktur

der AH-Agarose weitgehend unveréndert. Die Sturen werden

‘mittels N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydro-

chlorid (EDC) innerhalb von 12 h bei Raumtemperatur an

die freien Aminogruppen der 6-Aminohexylagarose gekuppelt.

D E0c . £
Agarosa- - ~(CHylg~NH, + RCOZH ———“—  Rgarosq---(CHolgNHCOR
% Z

R = 0-2.3-Ethylidennucleosid - Rest

Die dargestellten Gele l16a-c, 17a-c und 18 bis 20 werden

sorgféltig gewaschen und kdnnen in der Kélte mehrere Jahre

aufbewahrt werden,

.

7
1

o

6a
16b
l6c

-—
~3
[]

—
N
o

—
|
(¢}

IS I |

R

HO+ O

Agarosef - - NH(CHZ)BNHCO(CHz)n(;HZ.X CHj

:n=1, X=N, R=NH,
:n=2, X=N, R= NH,
:n=3, X=N, R= NH,

:n=1, X=N,R=0H
:n=2,X=N, R=0H
:n=3,X=N,R=0H

:n=1,X=CH, R=NH,
:n=1,X=N, R=SH
:n=1, X=N, R=H



Um die Konzentration des kovalent gebundenen Nucleosid-
Liganden zu bestimmen, werden 500 mg der feuchten Gele
sowle feuchte AH-Agarose bei 95°C im Vakuum bis zur
Gewlchtskonstanz getrocknet, wobei ein Gewichtsverlust
von 96% eintritt. Von den getrockneten Gelproben werden
jewells gleiche Mengen sowie eine definierte Menge der
entsprechenden Liganden in je 50 ml 1N Salzsdure genau
30 min bei 100°C hydrolysiert. AnschlieBend werden die

Extinktionen beilm zugehOrigen xm x des Nucleosidliganden

a

bestimmt. Durch Differenzbildung aus EGel - EAH—Agarose
und Vergleich mit der Extinktion des jeweiligen Liganden-

hydrolysates ist die Ligandenkonzentration zu berechnen.

Die Kupplung der 5°’-Monophosphate 7b und 7d an AH-Agarose
zu den Gelen 164 und 17d erfolgt in der beschriebenen
Weise, jedoch ist hier die Ligandenkonzentration einfacher
durch eine quantitative Phosphatbestimmung nach der Molyb-

danblau-Methode hestimmbar,

R
N N

<ﬂ lNJ

—=NHI(CH,) GNHCOCHZCHZ"'\< CH3

—

17d: R=0H

6d:R=NH2



In der Regel betragen die Konzentrationen der polymer-
gebundenen Liganden um 200 pmol/g trocknes Gel. Dies ent-
‘spricht ca. 8 pmol/g feuchtes Gel. Da kommerzielle AH-
Agarose zwischen 6 und 10 ymol primire Aminogruppen pro g

enthélt, ist somit die Hochstgrenze der Beladung erreicht.

Um auszuschlieBen, daf die 5'-Monophosphate 7b,d iiber den
Phosphatrest mit AH-Agarose gekuppelt werden, wird AMP

mit dem Gel in Anwesenheit von EDC in der beschriebenen
Weise umgesetzt. Eine anschliefende quantitative Phosphat-
bestimmung ergibt einen Gehalt von weniger als 0.5 pymol/g
feuchtes Gel., Hieraus ist ersichtlich, daB auch bei den
Polymeren 164 und 17d der Ligand {iber die Carboxylgruppe

gebunden ist.

3.4.3. Kinetische Untersuchungen zur enzymatischen Umwand-

lung polymergebundenen Adenosins

Der einfachste und zugleich sicherste Weg zum Nachweis der
biospezifischen Wechselwirkung zwischen einem Enzym und
seinem polymergebundenen Substrat ist die enzymatische

Umwandlung des Substratgeles in das entsprechende Produktgel.

NHp on
Aw I#N
¢
s ¢
no];og HO-I(O?
(] Q
Adenosin - \<
- g ~Adenosins - g
@ NHICH,) GNHCOICH, 1, C Hy \<cn3 TreTrYy @» NH(CH, ] gNHCOICH I CH, ™ WCHy

n=1-3 . n=1-3



Inkubiert man ca. 250 mg der Adenosingele l16a-c mit
Adenosin Desaminase (1 unit) in 1/15 M Sorensen-Phosphat-
puffer (pH 7.6, 3 4, 3700), 80 1#Bt sich nach Hydrolyse

der Gele mit 0.5N Salzsiure bei 100°C Adenosin, Inosin

und Hypoxanthin diinnschichtelektrophoretisch (Kieselgel,

LS H, I ) nachweisen. Ein Blindversuch mit 16a ergibt

nach der Hydrolyse lediglich Ademnosin.

Dieser qualitative Test beweist eine biospezifische Wechsel-
wirkung der Adenosin Desaminase mit dem {iber die 2°’,3’-~
Position des Ribofuranosyl-Restes polymergebundenen Ade-
nosin, Auch die spezifischen Inhibitoreigenschaften des
Inosins, 6-Thioinosins und Nebularins sollten bei der
Fixierung an Polymere - wenigstens zu einem Teil - erhalten
bleiben. Die Gele 16a-c, 17a-c und 18 bis 20 stellen also -
entsprechend der Definition - brauchbare Gele fur eine

biospezifische Affinitdtschromatographie dar.

Aus einer Reihe von Untersuchungen ist bekannt, daB die
Ldnge eines Spacers einen starken Einfluff auf die Bindungs-
stdrke zwischen einem immobilisierten Liganden und seinem
affinen Partner ausiibt. Bei Polymer-Derivaten, die den
Spacerarm enthalten und erst dann mit dem Liganden gekuppelt
werden, konnen zwar Reaktionen an biospezifischen Polymeren
untersucht werden, unklar bleibt jedoch, inwieweit schon
der Spacer die Reaktivitdt der Liganden verdndert. Aus
diesem Grund kann die Untersuchung derartig modifizierter
Liganden, die bereits Strukturelemente des spdteren Spacers

enthalten, bessere Aufschliisse liber die zu erwartende



Biospezifitdt eines Affinitétsharzes als der unmodifizierte
Ligand geben, In Kap. 3.3.71. wurde bereits unter diesem
Aspekt die Rolle der Alkylidenkette der 0-2°',3'-Ethyliden-
adenosin~Derivate diskutiert,

Umn nun den TinfluB der Spacer-Alkylidenkettenlénge auf die
Desaminierungsgeschvwindigkeit der polymergebundenen Ade-
nosin-Acetale zu untersuchen, werden O.5-mm-Kiivetten mit

den Polymeren 16a-c in dichter Kugelpackung gefiillt und

mit 5 pl (2.5 x 10'2 units) Adenosin Desaminase versetzt.
Wahrend beil 16a, dem Adenosingel mit der kiirzesten Spacer-
linge, innerhalb von einer Stunde keine Umsetzung (Ex-
tinktionsabfall bei 260 nm) zu beobachten ist, setzen sich
die Gele 16b und 16c zu den Inosingelen 17b und 17c¢c um
(Extinktionsabfall ca. 50%). Die negativen Anfangsstei-
gungen der Desaminierungsgeschwindigkeiten verhalten sich
von 16b zu l16c wie 3 zu 5 (Tab. 2).

Das <zeigt, daB eine Verlédngerung der hydrophoben Alkyliden~
kette einen positiven EinfluB auf die Wechselwirkung zwischen
ADA und polymergebundenem Adenosin besitzt., Dies entspricht
den Befunden an den Monomeren und unterstiitzt die An-

nahme hydrophober Gruppen in der N8he des aktiven Zentrums
des Enzyms. .
Bei der Desaminierung von polymergebundenem Adenosin-Acetal
16b und 0-2’,3’-[1-(3-Carboxypropyl)ethyliden]-adenosin, 6b,
sind folgende UmsHitze zu beobachten: flir das Polymer

AE/30 min = 0.14 (Start bis 30, Minute). Fiir den vorlie-

genden Fall einer maximalen Umsetzungsgeschwindigkeit (v

)

max
148t sich eine Zeitnormierung der Werte durchfiihren, woraus

sich ein Umsatz von AE/30 min = 1.2 (A max = 260 nm) ergibt,
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Somit ist der Umsatz der Desaminierungsreaktion des Ade-
nosin-Acetals 6b ca. 8 mal so groB wie bei der enzymatischen
Desaminierung des Polymers 16b.

Eine Berechnung der jeweiligen Molverh#ltnisse von Substrat,
bzw. polymergebundenem Substrat, und Enzym fiihrt zu folgen-
den Werten:

a) Polymer: 3 x 1072 units ADA/100 u1 16b entaprechen 300
units ADA/1 16b. Bei einer Aktivitst von 200 units/mg ADA
und einem Molekulargewicht des Enzyms von 35000 Dalton
ergibt sich eine Aktivitdt von 6 x 109 units/mol ADA.

300 Units ADA entsprechen somit 1.67 x 108 mol. Da aie
Ligandenkonzentration des Geles 16b 4 pmol/ml feuchtes 16b
(= 4 mmol Acetal/l 16b) betridgt, belduft sich das molare
Verhdltnis Adenosin Desaminase zu polymergebundenem Ade-

6

nosin-Acetal,16b, auf 4.2 x 107" mol : 1 mol.

b) Bei der Desaminierung des Acetals 6b ergibt sich nach

einer entsprechenden Berechnung (3 x 10"2

units/1.18 Eogom
Einheiten 6b) ein molares Verh#ltnis von 6.25 x 102 mol

ADA : 1 mol 6b.

Beim Vergleich beider molaren Verhdltnisse (1:80) und unter
Berilicksichtigung der oben berechneten Umsdtze zeigt sich,

daB in gleicher Zeit fiir die in heterogener Phase ablaufende
Reaktion ca. 10 mal weniger Adenosin Desaminase benstigt

wird, als fiir die Reaktion in homogener ILdsung, da das

Enzym in der die Gelmatrix umgebenden Solvathiille angereichert
werden kann,

Zu analogen Schliissen gelangen Jakubke et.al. bei der Unter-

suchung der heterogenen enzymatischen Reaktion zwischen
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a-Chymotrypsin und agarosegebundenem L-Phenylalanin-4-
nitroanilid.74

Moglicherweise laufen viele enzymatische Reaktionen an
polymergebundenen Substraten schneller ab als in homogener
Phase. Diese Resultate k&nnen Bedeutung fiir Modellvor-
stellungen iber heterogen ablaufende enzymatische Reaktionen

in vivo besitzen.

Direkte Messungen kinetischer Parameter von enzymatischen
Reaktionen an polymeren Oberflichen sind technisch nur
schwer durchzufiihren, Hier bringt vielleicht die Anwendung
der photoakustischen Spektroskopie (PAS) Fortschritte, da
mit ihrer Hilfe auch Elektronenanregungsspektren von un-
durchsichtigen Gelen und Membranen erhalten werden konnen.

Eigene Untersuchungen hierzu sind in Vorbereitung.
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3.5. Affinitdtschromatographie von Adenosin Desaminase

an polymergebundenen Purinnucleosiden

Zur Aktivitdtsbestimmung von Adenosin Desaminase vor und
nach einer Affinitdtschromatographie wurde - anlehnend an
Arbeiten von Kalkar - eine quantitative Bestimmungsmethode
filr das Enzym erarbeitet?s.

Die Methode beruht auf der Messung der Anfangsgeschwindig-
keit der Desaminierung einer definierten Substratmenge

durch steigende Enzymmengen, Zur Aufnahme einer Eichkurve

wird 0.1 pmol Adenosin in 1 ml Sdrensen Phosphatpuffer,

pH 7.6, mit 3 bis 15 x 10™° units Adenosin Desaminase
versetzt, Die Desaminierung wird durch Verfolgung des
E262-Wertes beobachtet. Aus den Auftragungen E262 gegen

die Zeit werden die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion
bestimmt (Steigung zwischen der 1. und 3. Minute).

Eine Auftragung der negativen Steigungen gegen die Enzym-
konzentration ergibt innerhalb des vermessenen Konzentrations-

bereiches eine Gerade.

vrel [min=1.1072]

. e N A , N
2 B 3 8 o 17w
[ units 10"/t 1

€ADA

Abb. 7: Eichgerade zur Bestimmung von ADA



Zur Aktivitdtsbestimmung ist neben einer quantitativen
ADA-Bestimmung noch eine Messung des Gesamtproteingehaltes
erforderlich, Sie wird nach der Methode von Lowry durch-
gefihrt,

Der Quotient aus ADA-Gehalt und Gesamtproteingehalt gibt
die spezifische ADA-Aktivitédt einer Ldsung an.

3.5.1. Affinitdatschromatographie von Adenosin Desaminase

an polymergebundenem Inosin und Adenosin

Alle affinitétschromatégraphischen Experimente werden in
einer thermostatierten Glassdule durchgefithrt. Die Charak-
terisierung des Effluens erfolgt durch Leitféhigkeits-
messung und Extinktionsmessung bei 260 nm und 280 nm.

Schema 6 zeigt die verwendete Apparatur.

1: Puffervorrat bzw, Elutionslasung

2 : 2: Affinitdtssdule

l 3: LeitfdhigkeitsmeBgerht

4: DurchfluBphotometer (gleich-.

zeltige Messung von Eogo und

14 Epgo)
| 5: peristaltische Pumpe
5 6: Fraktionssammler
6

Schema 6: Apparatur zur Affinitdtschromatographie



0.5 mg Adenosin Desaminase (100 units, 100 ﬁl Glycerin)
werden durch ein T-Stilick mit Septum auf eine SHule mit
immobilisiertem Inosin, 17a, (0.9 x 20 cm, 25°¢) das zuvor
mit zwei bis drei Totvolumina SSrensen Phosphatpuffer
(1/15 M, pH 7.6) #guilibriert wurde, aufgegeben. Eine
kontinuierliche Messung der Extinktionen bei 260 und 280 nm
zeigt, daB das Enzym vollstindig vom Gel retardiert wird.
Auch durch Waschen der Sdule mit ca. 30 Totvolumina des
Puffers wird Adenosin Desaminase nicht merklich eluiert.
Zur Elution des Enzyms wird eine 0.5M
Natriumchlorid-Losung mit einer DurchfluBgeschwindigkeit
von 20 ml/h durch die Siule gepumpt. Nach Durchtritt eines
Sdulentotvolumens wird Adenosin Desaminase quantitativ
eluiert, wobei kein Aktivitdtsverlust auftritt.
Elutionsversuche mit NaCl-Lisungen, deren Konzentrationen
stufenweise steigen, zeigen, daBl eine minimale Desorptions-
konzentration existiert, unterhalb der auch durch Waschen
mit ca. 30 Sdulentotvolumina das Enzym nicht eluiert werden
kann, Oberhalb dieser kritischen Salzkonzentration wird
das Protein in jedem Fall bereits nach einem Totvolumen
von der Sdule gewaschen, Das gleichzeitige Austreten von
NaCl kann durch eine kontinuierliche Leitfdhigkeitsmessung
gezeigt werden. Die minimale NaCl-Desorptions~Konzentration
liegt fiir die Elution von Adenosin Desaminase von immobi-
lisiertem Inosin bei 0.3M.
Diese Salzkonzentration (entsprechend einer Ionenstirke
von 0.3) ist einer bestimmten Bindungsstédrke zwischen
Enzym und Ligand #quivalent, die sich aus einem biospezi-

fischen und einem unspezifischen Anteil zusammensetzt.
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Sie kann sich aus Wasserstoffbriickenbindungen, ionischen
und hydrophoben Wechselwirkungen addieren. Nur bei einem
hohen, durch sterische Faktoren bedingten biospezifischen
Bindungsanteil kann man von einer "biospezifischen Affi-
nitdtschromatographie" sprechen.
Bei einer Elution - gleich welcher Art - miissen solche
Bedingungen gewdhlt werden, daB die Freisetzung s@mtlicher
Bindungen zum Protein praktisch gleichzeitig erfolgt.

Bel einer Ionenstirkeelution (z.B. durch
NaCl) werden die elektrostatischen Bindungen (zu denen
auch Wasserstoffbrﬁckeﬁbindungen gehdren) zwischen Enzym
und Ligand von einer immer grdBeren Anzahl von Ionen um-
geben, die durch ihr elektrisches Feld das Feld der elektro-
statischen Bindung zwischen Protein und Ligand storen
und dadurch die Bindung schwichen. Oberhalb einer definierten
Ionenstdrke wird durch diese Stdorung die Bindung aufgehoben -
das Enzym wird eluiert. Inwieweit Konformationsénderungen
im Enzym durch Erhdhung der Ionenstdrke ("deforming huffer"76)
eine Schwidchung der Bindung bewirken,ist nicht abzuschétzen.
Eine Alles-Oder-Nichts-Elution wird nicht nur beim System
ADA -~ I-Gel, sondern auch bei allen noch spédter beschrie-
benen Chromatographieexperimenten beobachtet. .
Tritsch berichtet, daB die Bindung zwischen Adenosin Des-
aminase und seinem Produktinhibitor Inosin bei Erniedrigung
der Dielektrizitédtskonstanten um 4 (von 78,fiir Wasser,auf
74), hervorgerufen durch Zugabe von Dioxan, praktisch auf-
gehoben wird, Da durch Erhshung der Molaritédt einer Lo~ A
sung eines einwertigen Salzes um 1 die Dielektrizititskonstante

der Losung um 11 erniedrigt wird, bedeutet eine Elution
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mit einer 0.3M NaCl-Losung eine aniedriguné des DE-Wertes
um 3.,3. Dies ist vergleichbar mit dem von Tritsch ge-
fundenen Wert.55
Wird eine mit dem Inosingel 17a geflillte SHule mit einem
UberschuB an Adenosin Desaminase iiberladen, und anschlies-
send die gebundene Enzymmenge eluiert, so 188t sich die
Durchbruchskapazitat (fiir 20 ml/h) bestimmen. Sie ist
zwischen 15 und 25°C temperaturunabhingig und bvetrdgt 10.8
nmol/g feuchtes 17a. Bei Erhdhung der Temperatur auf 35°¢
sinkt die Kapazitdt um 16%. Durch Division der Liganden-
konzentration des I-Gels (7.2 ymol/g feuchtes 17a) durch
die Durchbruchskapazitét ergibt sich ein Molverh#dltnis
des Inosin-Liganden zu gebundenem Protein wie 650:1,

Eine Affinitdtschromatographie des
Enzyms mit anschlieBender Elution durch einen linearen
Salzgradienten (5M NaCl gegen Wasser, je 25 ml), bei einer
DurchfluBgeschwindigkeit von 20 ml/h ergibt ein Elution-
profil, das einer Poisson-—Funktion entspricht. Bei Er-
hohung der DurchfluBgeschwindigkeit auf 80 ml/h folgt das
Profil einer Gauss-Funktion. Die hohe Rate wirkt der Riick-
reaktion des Enzyms mit dem Liganden, dargestellt durch

den Schritt k6 im folgenden Schema,entgegen.

X K K
(ADA) + (16a) =i2(ADA 16a) ===(ADA 17a) .-g-z*(mm) + (17a)
2 4

Der Schritt k1/k2 beschreibt die Adsorption (k1) und die
Elution (k,) von Adenosin Desaminase an Adenosingel, 16a

(Substratgel); k3 beschreibt die Umwandlung des polymer-—
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gebundenen Adenosins, wihrend k5/'k6 Elution und Riick=-
adsorption des Enzyms fiir das I-Gel (Produktgel) charak-

" terisiert,

Eine Affinitdtschromatographie von ADA an polymergebundenen
Adenosin und Elution mit NaCl-Losungen stufenweise stei-
gender Konzentration ergibt eine minimale Desorptions-
konzentration von 0.9M NaCl. Dies bedeutet, daBl die Bin-
dungsstidrke zwischen Enzym und dem A-Gel grdfier ist, als
zwischen Enzym und dem I-Gel. Dies Ergebnis entspricht den
Ervartungen, da der Ky-Wert des Adenosins (3.1 x 10'5M)

kleiner ist, als der K.-Wert des Inosins (16 x 10'5M), und

I
somit das Substrat 5 mal stédrker an das Enzym gebunden wird
als das Produkt.

Nach léingerer Verweildauer des Enzyms auf der Sdule beginnt

sich das Adenosingel 16a in das Inosingel 172 umzuwandeln,

a b c
£
s 0w}
[N
o
3 ~
5 005t i \ s
< 0SMNaCl |\ 05M NaCt 10M NaCl
\,
3 AN
I Ol e e ——— 4 -
0 50 5 100 5 10

Fraction number

Abb, 8: Affinitdtschromatographie von Adenosin Desaminase
an AH-Agarose (a), 172 (b) und 16a (c); 0.2 E280-
FEinheiten des Enzyms werden auf Saulen (0.9 x 20 ¢m)
chromatographiert; Equilibrierung mit 1/15 M
. Phosphat-Puffer, pH 7.6; Elution mit NaCl
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50 sind die Adenosingele mit verléngertem Spacer 16b,c
flir eine Chromatographie von Adenosin Desaminase unbrauch-
bar, da sie sich sehr rasch umwandeln.

Die entsprechenden Inosingele 17b,c, zeigen nur eine
geringe Affinitdt zu Adenosin Desaminase ~ hier ergeben

sich minimale NaCl-Desorptionskonzentrationen von 0,2M NaCl.

Die Gele 16a und 17a sind jedoch fiir Trennungen des Enzyms
von Begleitenzymen gut geeignet. VWerden Gemische von Ade-
nosin Desaminase und Guanase oder Alkohol Dehydrogenase

an 16a oder 17a chromatographiert, so werden die letzteren
Enzyme in jedem Fall mit dem Aufgabepuffer (Strensen Phos-
phat-Puffer, pH 7.6) eluiert, wdhrend ADA nur durch 0,3 bzw.

0.9M NaCl-L&sungen ausgewaschen werden kann (Abb. 9).

a
0.10
guanase adenocsinedeaminase
E o005
S 05M NaCl
o ]
® 0
5} . —
5 5 10 s 20 2%
o
| °
2 010
guanase adenosinedeaminase
005
0s M‘Nocl 10 MlNcCI
0
0 5 10 15 20 25

Fraction number

Abb. 9: Affinitédtschromatographie von Adenosin Desaminase
in Gegenwart von Guanase an den Gelen 17a und 16a;
ein Gemisch aus Je 0.2 E2gp-Einheiten beider LEnzyme
wird an Siulen (20 x 0.9 cm) chromatographiert;
Equilibrierung mit Phosphat-Puffer (1/15 M, pH 7.6);
Tlution durch NaCl,



3.5.2, Affinitdtschromatographie von Adenosin DNesaminase
an polymergebundenem Tubercidin und Nebularin -

Spezifische und unspezifische Vechselwirkungen

Inwieweit die Bindung zwischen Adenosin Desaminase und
immobilisiertem Adenosin bzw. Inosin auf biospezifische
oder unspezifische Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist,
ist nur schwer abzuschidtzen. Chromatographieversuche mit
ADA an unmodifizierter Agarose sowie an 6-Aminohexylagarose
zeigen, dafl das Enzym keine Affinitdt zur Matrix bvesitzt
(Abb, 8a). Trotzdem konnen zwischen ADA und dem Connector
hydrophobe, bzw. zum Liganden ionische Wechselwirkungen
existieren, die einen betrdchtlichen unspezifischen Bin-
dungsanteil an der Gesamtbindungsstidrke bedingen.

Eine Abschitzung der einzelnen Bindungsanteile wird durch
eine Chromatographie von Adenosin Desaminase an immobili-
siertem Tubercidin ermdglicht: Wie bereits beschrieben,
zeigt weder das Nucleosid noch 2?,3’-0-[1-(2-Carboxyethyl)
ethyliden]—tubercidin eine Affinitdt zum aktiven Zentrum
des Enzyms., Somit sollte auch ein Tubercidingel ADA nicht
retardieren, Es ergibt sich jedoch eine Retention, und das
Enzym kann nur durch eine NaCl-Losung mit einer minimaleﬁ
Desorptionskonzentration von 0.15M eluiert werden. Da ein
Tubercidingel (18) den Gelen 16a und 17a in jeder Hinsicht
optimal entspricht, der Ligand jedoch nicht in das aktive
Zentrum des Enzyms gebunden wird, muB die gemessene NaCl-
Desorptionskonzentration einer unspezifischen Bindungsstirke
zwischen ADA und Ligand Aquivalent sein, die auch in den
Gesamtbindungsstirken zum Adenosingel bzw. Inosingel ent-

halten ist.



Subtrahiert man von den minimalen NaCl—Desdrptionskonzen—
trationen von A-Gel, 16a,und I-Gel, 17a, jeweils die De-
sorptionskonzentrationen des T-Gels, 18, so sollten die
biospezifischen Bindungsanteile erhalten werden. Werden
diese Werte miteinander verglichen, so zeigt sich, daf das
Enzym 5 mal stdrker an das Substratgel als an das Produkt-

gel gebunden wird.

ot = A=Gel 440 =yT=Gel
(Na™017)p5n = (Wa'Cl)pin _ 900 - 150 _
(va*o17) 178 _ (wator7)ToGed - 15

Werden der KM~Wert von Adenosin und der KI—Wert des Inosins
gegenliber ADA miteinander verglichen, so ergibt sich eben-
falls, daB das Enzym 5 mal stédrker an das Substrat als an

das Produkt gebunden wird.

Eine biospezifische Affinitdtschromatographie von Adenosin
Desaminase an immobilisiertem Nebularin, 20, einem starken
Inhibitorgel, zeigt eine sehr starke Wechselwirkung
zwischen Enzym und Ligand, die nur durch Elution mit einer
1.4M NaCl-Losung aufgebrochen werden kann (Abb. 10). Dies
steht im Einklang mit der starken Inhibition von ADA durch
Nebularin sowie 0-2°',3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-
nebularin, Eine Kalkulation der minimalen Desorptions-
konzentrationen in gleicher Weise wie fiir das Substrat-
und das Produktgel zeigt, dal nurmehr eine generelle aber

keine numerische Parallelitdt besteht.
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Aus den bisherigen Ergehnissen 188t sich der SchluBf ziehen,

daB fir die Ausschlie3ung stdrender, unspezifischer Bin-

~dungen zwischen einem Enzym und einem AffinitHtsgel die

Konzentration des Aufgabepuffers so gewihlt werden sollte,

daB sie nur geringfiigig unterhalb der zugehorigen minimalen

NaCl-Desorptionskonzentration liegt.

Abb, :

0,11
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0.14
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Frochon Number

Afflnitatschromatograph1e von Adenosin Desaminase
an AH;Agarose (a), 18 (v), 17a (c), 16a (d) und
20(9.

10.



3.5.3. Aufreinigung von Adenosin Desaminase aus Kilberdarm

an immobilisiertem Inosin und Adenosin

Ein kiinstliches Gemisch aus 116 mg Rinderserum Albumin

und 29 units Adenosin Desaminase in 500 ml SSrensen Phos-
phatpuffer (1/15 M, pH 7.6) wird auf eine Siule (@: 0.9 cm)
mit 5.4 ml Adenosingel 16a aufgebracht und bei 20°C und
einer DurchfluBgeschwindigkeit von 24 ml/h chromatographiert,
Fir die aufgegebene Proteinldsung errechnet sich eine spe-
zifische ADA-Aktivitédt von 0.25 units/mg. Die Hauptmenge
des Proteins wird bereits durch den Aufgabepuffer eluiert.
Eluiert man mit einer 1M NaCl-Losung, so 1&Bt sich eine
kleine Proteinzone isolieren, deren Aktivitdt sich durch
quantitative ADA-Bestimmung und Gesamtproteinbestimmung

(nach Lowry) zu 115.4 units/mg errechnet. Dies ergibt einen

Trennfaktor von: g - 115.4 units/mg 162
- 0.25 units/mg -

Das Ergebnis zeigt, daB sich das Adenosingel 16a zur Ab-
trennung auch groBer Uberschiisse an Fremdprotein von Ade-
nosin Desaminase eignet.

Im Folgenden soll untersucht werden, inwieweit sich Ade-
nosin Desaminase aus einem natiirlichen Material durch nur
einen Chromatographieschritt an Inosingel 17a und Adenosin-
gel 16a aufreinigen 1d8t.

Als natlirliche Quelle dient frischer K#lberdarm. Dieser
wird mit Wasser gereinigt, homogenisiert und anschlieBend
bei 13000 Umdehungen/min zentrifugiert. Der Uberstand wird
auf 1 1 mit Phosphatpuffer aufgefiillt und anschlieBend auf

das vierfache Volumen mit Aceton verdiinnt. Das dabei aus-~
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fallende Rohprotein wird einmal umgefdllt, getrocknet und
bei -18°C aufbewahrt.

- 288 mg des Rohproteins wird 4 h bei Raumtemperatur mit

250 ml Phosphatpuffer extrahiert und anschlieBend an einer
Sdule mit immobilisiertem Inosin chromatographiert (9.5 ml
172, RT, 24 ml/h). Die aufgegebene Lsung enthdlt 12,5

units Adenosin Desaminase und besitzt vor der Chromatographie
eine spezifische Aktivitédt von 0.0434 units/mg. Nach Elution
mit einer O,5M NaCl-Losung l&éB8t sich eine ADA-enthaltende
Zone isolieren, die noch 7.2 units des Enzyms enthdlt. Somit
betrdgt die Ausbelite 57.6%. Die spezifische Aktivitidt be-
tréigt 0.514 units/mg; somit ergibt sich ein Trennfaktor von
12,

Eine zweite Affinitdtschromatographie an 172 unter gleichen
Bedingungen steigert den Gesamttrennfaktor auf 20 bei einer

Ausbeute von 100%,

In einem weiteren Versuch werden 200 mg der Proteintrocken-
masse mit 43 ml Puffer extrahiert. Die Lsung enthdlt 9.5
units Adenosin Desaminase und besitzt eine spezifische
Aktivitdt von 0.072 units/mg. Diese Ldsung wird an einer
Sdule mit immobilisiertem Adenosin, 16a, chromatographie¥t,
wobei der Hauptteil des Proteins bereits mit dem Aufgabe-
puffer eluiert wird (5.0 ml 16a, 10°C, 24 ml/n).

Elution mit 0.5M NaCl fiihrt zu drei Zonen im Elutionspro-
fil, von denen jedoch»keine Adenosin Desaminase enthdlt
(qualitative Diinnschichtchromatographie). Erst durch Elution
mit einer 1M NaCl-Ldsung iéBtvsich eine weitere, ADA-
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enthaltende Zone isolieren, die noch 7.5 units des nzyms
(79%) enthdlt. Die spezifische Aktivitdt betrdgt 7.5
units/mg, sodal sich ein B von 104 ergibt.

Sowohl das Substratgel 16a als auch das Produktgel 17a
sind also zur Aufreinigung von Adenosin Desaminase aus

einem Rohmaterial geeignet. Flir eine bessere Aufreinigung

bedarf es jedoch weiterer Reinigungsschritte.

Elutionsvolumen .
—

Abb., 11: Aufreinigung von Adenosin Desaminase aus
Kdlberdarm an Adenosingel 16a
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3.6. Bestimmung thermodynamischer Funktionen der Reaktion
zwischen Adenosin Desaminase und immobilisiertem

Inosin durch AffinitZtschromatographie

Im vorliegenden Abschnitt wird der EinfluR der Temperatur
und der DurchfluBgeschwindigkeit auf die biospezifische
Affinitétschromatographie von Adenosin Desaminase an
immobilisiertem Inosin, 17a, untersucht. Daraus lassen sich
Informationen iiber die Thermodynamik dieser Adsorptions-

Desorptions~Reaktion erhalten.

3.6.1., Theoretische Vorbemerkungen

3.6.1.1, HETP-Wert

Ein wichtiger Parameter zur Kennzeichnung einer Chromato-
graphiesdule ist die Hohe eines theoretischen Bodens, der
HETP-Wert (HETP: height equivalent of a theoretical plate).

Er entspricht einer Gleichgewichtsstufe einer S#ule und

wird in mm angegeben. Eine effektive Sdule besitzt einen

Ve

ok

Abb, 12: GrdBen zur Bestimmung des HETP-Wertes aus einem
Elutionsprofil
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kleinen HETP-Wert und somit bei einer gegebénen Sdulen-
lange H eine hohe Trennstufenzahl N.

Der HETP-Wert 1#{3t sich aus einem Elutionsprofil errechnen,
Flir den Fall, daB das Elutionsprofil einer Gauss-Funktion
gehorcht (also symmetrisch ist), und das Elutionsvolumen

v, eroB gegeniiber dem S&ulentotvolumen V, ist (Abb. 12),

gelten folgende Beziehungen:77
4v 18
N = (1)
w
H_H[w]?
HETP = = TE[V:] (2)
HETP A'wz

1 2
HETP ~ [T]
e

w: Basisbreite; h: Halbhohenbreite (Abb. 12)

Fine geringe Basisbreite w und ein groBes Elutionsvolumen
Ve bedingen also eine groBe Trennstufenzahl N.

Da ein Elutionsprofil in der Regel jedoch elner unsymmetri-
schen Poisson-Funktion gehorcht, ist ein nach (2) berech-

neter HETP-Wert fehlerbehaftet, Aus dem dickontinuierlichen

Chromatographiemodell von Martin und Synge78 haben Hrapia
und Leipnitz durch mathematische Rehandlung die Gleichung79
v (v -V, )
W=81n2> == = t (3)

abgeleitet, die his zu einem Verhiltnis Ve/vt : 2 gute
Frgebnisse liefert. Gleichung (3) wird im Folgenden fiir die

Berechnung des HETP-Wertes verwendet.
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3,6.1.2. Spezifische Elution®°

- Bel der spezifischen Elution eines Proteins von seinem
Affinitdtsharz wird mit der Losung einer Verbindung eluiert,
die selbst eine spezifische Bindung zum adsorbierten Enzym
zeigt., Auf diese Weise stellt sich ein thermodynamisches
Gleichgewicht zwischen adsorbiertem und freiem Enzym ein.

In der Praxis zeigt die spezifische Elution
oft den Vorteil einer Erhshung der Spezifitdt einer Affi-
nitédtschromatographie. Nachteilig ist, daB nach der Elution
der Komplex aus Enzym ﬁnd Elutionsmittel wieder zerstdrt
werden muB.,

In den nachstehend beschriebenen Experimenten wird Adenosin
Desaminase von immobilisiertem Inosin, 17a, durch eine Ade~
nosin- bzw, Inosin-ILosung spezifisch eluiert, Die chemischen

Reaktionen, die sich dabei auf der SHule absplelen kdnnen

folgendermaBen dargestellt werden:

Elution durch. Adenosin Elution durch Inosin
1 E + Lim \K— ELim ' ] E + Lim T ELim- :
| i |

+ S Jr Diss : + L1 ]F Diss :
| T |

| 1

: ES :2\\‘ : N EL<\ h
H EL ! ! E+1L :
] Jr 1 e e = =
| :
t E+ 1L '

Lim’ immobilisiertes Inosin; E: Adenosin Desaminase;

S: Adenosin; L: Inosin



3.6.2. Bestimmung der Adsorptionsenthalpie 4.° von

9

Adenosin Desaminase am Produktgel 17a

Die Adsorption eines Inzyms an seinem AffinitZtsharz kann
durch folgendes Gleichgewicht beschrieben werden:

3 —— 0
B + le -~ El’im

Ist die Konzentration des Liganden Li grofl gegeniiber der

m
aufgetragenen Enzymkonzentration %, so kann sie als konstant
angenommen werden,
Mit der Annahme (ELim) = (Eim) existiert also auf der Siule
das Gleichgewicht:

E . == I,
frei Tlm

Flir den chromatographischen Verteilungskoeffizienten Kv gilt:

oy
VT T

frei

Unter affinitdtschromatographischen Bedingungen fiihrt ein
Anstieg der Temperatur zu einer hoheren Konzentration des
Lnzyms in der mobilen Phase.

Die quantitative Abh#ngigkeilt des Verteilungskoeffizienten

von der absoluten Temperatur berechnet sich wie folgt:

46°

-RT 1n¥
v
46% = 41° -1 4° Daraus folgt:

%, = exp (A45°/%) exp (- 41°/RT).

v



Da fir kleine AT-Werte der Wert A48° unathéingig von T ist,
folgt:

Ink, = const - AH®/RT ' (4)

AH®, A4s° und AG° stellen die standartisierten thermo-
dynamischen Funktionen der Adsorption des Enzyms am Affi-
nitédtsharz dar,

Bei der Elution eines Enzyms vom Affinitdtsgel gilt fiir

den Verteilungskoeffizienten:

Ve: Elutionsvolumen; V,: Totvolumen (Zwischenkornvolumen)
Vi: inneres Gelvolumen.

Da Vt und Vi konstant sind, besteht die Proportionalitét:

In den durchgefiihrten Experimenten zur Bestimmung der Ad-
sorptionsenthalpie A% wird Adenosin Desaminase mit einem
linearen Adenosin-Gradienten eluiert.

Auf Grund der Temperaturabhidngigkeit des Verteilungskoeffi-
zienten des Enzyms steigt das Elutionsvolumen Ve mit sin;
kendem T. Bei einem linearen Gradienten besteht eine Pro-
portionalitdt zwischen Kv’ Ve und der Adenosin-Konzentration
am Peak-Maximum, c . Aus diesem Grund lassen sich neben

max
Gleichung (4) auch die Gleichungen (5) und (6) aufstellen:

v, = const’ -~ AH® /RT (5)

_ ’ e o]
lnc,, = const’’- 4H /RT (6)



Al

Mit Hilfe dieser Gleichungen ist die Adsorptionswirme
bestimmbér.

Jeweils 100 units Adenosin Desaminase werden bei 0, 5, 12,

20 und 30°C auf einer SHule mit Inosingel (llg)chromato—
graphiert und mit einem linearen Adenosin-Gradienten eluiert.
AuBer der Temperatur werden alle ilbrigen Parameter (s. Kap. 5)
konstant gehalten, Das Eluat wird in 3-ml-Fraktionen auf-
gefangen, und anschlieBend wird in jeder Fraktion eine
Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt. Eine Auftragung
E620 gegen die Fraktionsnummer ergibdt das Elutionsprofil.
Abb. 1% zeigt die beiden extremen Profile bei O und 30°C,

sowie die geometrische Bestimmung der Konzentration Crax®

Eg20

03

0.2

01

03

0,2

01

Fraktion

Abb. 12: Profile einer spezifischen Elution von ADA bei
0 und 30°C von 17a
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Abb, 14 zeigt die Abhingigkeit der Bindungsstirke (cméx)

von der Temperatur 9 (°C). Es ergibt sich erwartungsgemis
‘eine anndhernd negativ-exponentielle Abhidngigkeit.

Aus der Auftragung lnc gegen 1/T (x~1) 142t sich mit

-1

max

R = 1.986 cal XK~ mol~! die Adsorptionsenthalpie & H° von

- 3.9 keal mol™! (¥ 0.4 keal mol™') nach Gleichung (6)

errechnen,
®
0,8
06
[-}
€
Qo
04 S
ost L 0,2
10 20 30 33 N 35 36
K1) a0tk

-1
Abb, 14: Auftragungen Chax &egen 3, lncmax gegen T

Eine Auftragung 1nV_ gegen 1/T (Abb. 15) fiihrt zum gleichen
Ergebnis. Dies zeigt, daB der Verlauf des Adenosin-Gradienten

bei allen Versuchen linear war,

39

38

37}

in Ve

36
35+

wl

33 % £ 36
a0t kY

Abb, 15: Aﬁftragung 1nV,_ gegen o=



Der gefundene Wert fir 2u° entspricht der Eindungsenergie
von einer oder zwei Wasserstoffbriickenbindungen., Inwieweit
auch tatsidchlich Wasserstoffbriicken an der Bindung zwischen
dem Enzym und seinem Liganden beteiligt sind, 1&Bt sich

nicht entscheiden. Da jedoch der N-7 des Purinringes fiir

eine Bindung zwischen einem Purinnucleosid und ADA essentiell
ist, ist sehr wahrscheinlich auch mindestens eine Wasser-
stoffbrickenbindung (zwischen N-7 und dem aktiven Zentrum)

an der Adsorption des Enzyms an seinem Affinitdtsharz betei-
ligt.

Abb, 16 zeigt die AbhHngigkeit der HETP-Werte der Inosingel-
Sdule (11&) von der Temperatur. lier zeigt sich, daB zwischen
10 und 15°C ein Optimum durchlaufen wird; bei niedrigen
Temperaturen ist das Elutionsvolumen zwar grof (HETP ~ Ve'1),
der Elutionspeak jedoch breit (HETP ~ w), was zu einem
groBen HETP-Wert fithrt. Bis ca., 12°C wirkt sich Abnahme der
Basisbreite w stéirker aus als die Abnahme des Elutions-—
volumen Ve‘ Oberhalb dieser Temperatur liberkompensiert die
Verringerung von Ve schlieBlich den EinfluB des kleiner
werdenden w,

Die HETP-Werte in Abb. 16 wurden nach Gleichung (1) und (3)
berechnet. Es zeigt sich, daB (1) zur Berechnung bei hoherer
Temperatur nicht mehr geeignet ist, da hier das Verhdltnis

< o s
Ve/vt <2 ist.
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HETPI[mm]
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Abb, 16: Abhingigkeit des HETP-Wertes von der Temperatur
a: Berechnung des HETP-Wertes nach (1); b: Berech-
nung nach (3). ‘

3,6.3, Bestimmung von 46° und 4s® fir die Reaktion

von Adenosin Desaminase mit immobilisiertem Inosin

Zur Bestimmung von 46° der Adsorptions-Desorptions-Reaktion

K
—
E + Lim'—_ EI‘im

Diss
aus der Gleichgewichtskonstanten K dieser Reaktion gibt
es im wesentlichen zwei Ansidtze, bel denen K aus chroma-

tographischen Experimenten ermittelt wird.



1. Mit Hilfe von Gleichung (8) 1#Bt sich durch Messung
des Llutionsvolumens und des Totvolumens bei bekannter
Ligandenkonzentration die Dissoziationskonstante KDiss

bestimmen, aus der wiederum die freie rEnergie AG° der

Adsorptions-Desorptions-Reaktion erhalten werden kann.q
v, (L..) *
v o=y, 4+t ino (8)
e 1 K
Diss

Gleichung (8) gilt jedoch nur flir den Sonderfall der
Elution mit dem Startpuffer, also fiir eine Chromatographie,
-bei der nur sehr geringe Wechselwirkungen zwischen Adsorbens

und adsorbiertem Protein eine Rolle spielen.

*
Flir die Dissoziationskonstante der Gleichgewichtsreaktion

B+ Lim‘:eELim gilt:
= (E)(Lim) . BE)O - (ELimﬂ [(Lim)o B (ELimﬂ
Diss (ELim) (ELim)
(E)O, (Lim)o : Anfangskonzentrationen des Enzyms bzw. des

immobilisierten Liganden.

Wenn (Lim)o > CE)O, so gilt:

, (8), - (51,,)
KDiss = W] (Lim)o (7

Fur den chromatographischen Verteilungskoeffizient K gilt:

(Eim) - (ELim) _ (Lim)o mit (7)

v = = a <
(“frei) (E)o - (LLim)o Kpiss

I

Weiterhin berechnet sich Kv nach der Gleichung:

i
<

, oder: Ve ‘t + KV Vt s daraus folgt:



Fir den Fall einer spezifischen Elution von einem stark retar-

dierenden Gel geben Dunn und Chaiken folgende Beziehung

zwischen Elutionsvolumen und Dissoziationskonstante an:e1
(L)
(vo_vt) im’o
Vo= v o+ Diss (9)
e o 1
(1+ Gl
‘ 1

Ve: Elutionsvolumen, Vo: Elutionsvolumen bei Abwesenheit

einer Wechselwirkung zwischen Enzym und Gel, KDiss’ Dis-
soziationskonstante des Komplexes aus immobilisiertem ILi-

ganden und Enzym, (L. ) : Ligandenkonzentration, (L): Kon-

.
zentration des spezifischen Elutionsmittels, KI: Dissozia-

im

tionskonstante des Komplexes aus Enzym und spezifischem

Elutionsmittel.

u

Pir den Fall (L) 0 ergibt sich die Gleichung:

) (Lim)o
Diss

v =V+(VO—V (10)

e [] t

Sie gilt wie Gleichung (8) nur fir die Elution mit dem
Startpuffer, ‘

Die GrdBe K; wird in der Regel durch Gleichgewichtsdialyse
bestimmt, Dies 1dBt sich jedoch umgehen, wenn mit einem
linearen Inosin-Gradienten eluiert wird. Unter der Annahme,
daB Adenosin Desaminase keine Wechselwirkung mit der Matrix
eingeht, kann KDiss gleich KI gesetzt werden. Dies konnte
bereits praktisch durch eine Chromatographie von ADA an

6-Aminohexylagarose gezeigt werden (Abb. 8a).
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Diss I~
L.
(Vo - Vt) ( im)o
Ve = V, o+ (11)
(1«43
K* = Vo(Lim)o - Vt(Lim)o —‘ve(L) + vo(L) (12)
(Vg -7y )

Der Wert V0 1848t sich aus dem Elutionsprofil einer "Chro-
matographie" von ADA an einer einer Sdule mit 6-Aminohexyl-
agarose bestimmen, wobei das Gelbettvolumen (entsprichtagvt)
dem Gelbettvolumen der I-Gel-Sdule entspricht.

Abb. 17 zeigt das Elutionsprofil einer Affinitdtschromato-
graphie von 100 units ADA an einer I-Gel-Sdule mit einer

Elution durch einen linearen Inosin-Gradienten.

5C

_—
Fraktion

Abh, 17: Profil einer spezifischen Zlution von Adenosin
Desaminase von 17a durch einen linearen Inosin-
Gradienten



Aus den Experimenten ergeben sich die Verte Ve = 15 ml,
Vt = 6,5 ml und V, = 10 ml,  Mit der Ligandenkonzentration
des verwendeten Inosingeles 17a von 10.0 pmol/g feuchtes 17a

und einem ¢
m
1

5 = 3.5 mlf ergibt sich ein K* von 3.5 x 1073
1

a

mol 17, Die Gleichgewichtskonstante K = K*~ ' betrigt 285.

Nach der Gleichung A4G°% = -RTInk* ergibt sich daraus ein
Wert von - 3.3bkcal mo1”7,
Mit der Gleichung 4G = AH - T A4S folgt fiir die Adsorp-
tionsentropie: - 2.0 cal mo1~ k"1,
Der niedrige Wert fir AS® deutet auf die Tatsache hin,

daB an der Bindung zwischen Adenosin Desaminase und dem
Liganden nur Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sind

und keine hydrophoben Wechselwirkungen. Da bei der Aufbrechung
einer hydrophoben Bindung Wassermolekiile freigesetzt wer-

den, ist ein solcher Vorgang stets mit einem stédrker nega-

tiven ASO verbunden.

3,6.4, Abhingigkeit der theoretischen Bodenhdhe von der
DurchfluSgeschwindigkeit |

Die DurchfluBgeschwindigkeit u der mobilen Phase kann einen
erheblichen EinfluB auf die Trennbodenhthe (HETP-Wert) haben.

HETP 1

.

u

Abb., 18: Abhidngigkeit der theoretischen Bodenhdhe von der
DurchfluBgeschwindigkeit u
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Der Zusammenhang zwischen beiden Gréfen wird vereinfacht

durch die van-Deemter-Beziehung wiedergegeben (Abb, 18):

HETP = A + B/u + Cu

A,B und C: empirische Konstanten

Der Term A stellt die durch die stationire Phase verursachte
Streudiffusion dar. In der GroBe B sind die Faktoren erfaflt,
die die Longitudinal-Diffusion beriicksichtigen. Der dritte
Summand der Gleichung beachtet die endliche Einstellgeschwin-

digkeit des Gleichgewichtes zwischen den Phasen.

Es werden je 100 units Adenosin Desaminase auf einer Sidule
mit Inosingel 17a (Ligandenionzentration: 10 pmol/g 17a,
Sdulenlédnge H: 9.5 cm, B QCOC, Vt = 6.6 ml) chromato~
graphiert und mit einer Adenosin-ILssung (2 mM) eluiert.
Die Chromatographieversuche werden bei DurchfluBlgeschwin-
digkeiten von 0.8, 8, 24, 40 undé 5% ml/h durchgefilhrt; das
Eluvat wird in 3-ml-Fraktionen gesammelt. In jeder Fraktion
wird eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt. Fine
Auftragung E62O gegen die Fraktionsnummer ergibt das Elu-
tionsprofil, aus dem nach Gleichung (3) der HETP-Vert

errechnet wird,

7 F
E gl
£ 6
a 5 |
= 1 1 I
% - I T T T
R U SRS U S U N
Yo 2 4 & Pumpenstellung
8 2 40 56 [ml/h]

Abb., 19: Auftragung HETP-Wert gegen u
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Abb, 19 zeigt die Auftragung des HETP-Wertes gegen die
Durchfludgeschwindigkeit u., Es zeigt sich, daB im beob-
chteten DurchfluBgeschwindigkeitsbereich keine Abhéingigkeit
des HETP-Wertes besteht. Diese Tatsache zeigt, daB8 sich

das Gleichgewicht zwischen den Phasen sehr rasch einstellt.
Der relativ hohe HETP-Wert zeigt, daB die Spezifit#t des
Affinititsgeles weniger durch eine niedrige Trennbodenhdhe,
als vielmehr durch die Spezifitét der heterogenen, bio-

chemischen Reaktion bedingt wird.
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3.7. Synthese und Eigenschaften der 0-2',3'-Ethyliden-

Derivate des Xanthosins und ihre Immobilisierung
3.7.1. Darstellung

Wird Xanthosin mit Livulinsiureethylester und Orthoameisen-
sduretriethylester in Dimethylformamid unter stark saurer
Katalyse umgesetzt, so tritt innerhalb von 2 - 3 h voll-
stdndige Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung ein, Der
Grund hierfiir sind die in Xanthosin enthaltenen 12 Gewichts-
prozent Kristallwasser. Wird das Nucleosid wasserfrei ein-
gesetzt und die verwendeten Losungsmittel absolutiert, so
148t sich bei der Umsetzung in 486 proz. Ausbeute das Xan-
thosin-Acetal 21a erhalten. Alkalische Hydrolyse des Isters
21a fithrt zu nicht kristallisierbvarem 21b, Das Produkt

wird in verdinnter Ammoniaklisung aufgenommen (pH 10) und
an einer Anionenaustauschersiule (Gegenion: Acetat) chro-
matographiert. Elution mit einem linearen Gradienten aus
500 ml 0.5N Essigsdure und 500 ml Wasser ergibt in 64 proz.

Ausbeute analysenreines 21b,
i 9
<”f G
N
k; ;ﬂ 1. POCy - HO- P 0
2 OH"
°>/

7

HaC~  'CH,CH,CO4R CH,CH,CO,R
21a:R= C,Hg 2a:R = C pHg
21b:R= H 22b:R = H
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Phosphorylierung des Esters 21a und anschlielende Versei-
fung fihrt in 5C proz. susheute zum 5’-~ljonophospha* #lt,
Sowonl 2zb als a2uch Zla,t sindé wie das Stammnucleosid

im Hinblicx auf die '-glykosicdische Bindung hydrolyse=-

enpfindlier,

3.7.7. Inhitiioreigenscraften der 0-2',3’-Ethylidenacetale
des Xenthosins und Guanosins gegeniiber Guanase und

Xantrin Oxydase

Das Xantkosinacetal 21b sowie das bereits beschriebene
entsprechende Acetal des Guanosin;lstellen brauchbare Li-
ganden fiir eine biospezifische Affinitdtschromatographie

von Guanase (Guanin Aminohydrolase) bzw. Xanthin Oxydase

dar.

Guanase, ein Protein mit einrem ilolekulargewicht von 170000
Dalton, katalysiert die Desaminierung von Guanin zu Xanthinez,
wihrend Xanthin Oxydase die Oxidation des Xanthins zu Harn-
sdure beschleunigt:

Guanase | yopntnin + NH

Xanthin Oxydase

Guanin + H20 3

Xanthin + H Harnssure + H

2O + 02

Flir Guanase wird Guanosin, Xanthosin, O-2’,3’-[1-(2-Carb-

202
oxyethyl)ethyliden]-xanthosin und 0-2',3'-[1-(2-Carboxy-
ethyl)ethyliden]-guanosin als Inhibitor getestet. Dazu werden
0.1 pmol Guanin, 0.85‘pmol des Inhibitors und 5 x 10"3

units (5p1) Guanase aus Rattenleber in 1 ml Ssrensen-Phos-
phatpuffer (1/15 M, pH 7.6) geldst,und in einer 1-cm-Quarz-

kiivette die Extinktionsabnahme bei 246 nm kontinuierlich ver-

L 4



folgt. Die negativen Steigungen des linearen Bereiches der
Auftragungen E246 gegen t stellen die Anfangsgeschwindig-
keiten der Desaminierung dar. In Tab, 4 sind die Anfangs-

geschwindigkeiten relativ zur Desaminierung von Guanin an-

gegeben.
Guanase
Inhibitor mol. Verh&dltnis Vel
: Substrat:Inhibitor

Guanin - 100
Guanosin 1:8.5 95
Xanthosin "1:8,5 60
0-2?,3%’~[1-(2-Carboxyethyl) 1:8.5 65
ethyliden] -xanthosin P
0-27,3%?~[1-(2-Carboxyethyl) 1:8.5 60
ethyliden] -guanosin tee

Xanthin Oxydase
Xanthosin 1:16 100
- ’ ,— - -
0-2,3"~[1-(2-Carboxyethyl) 1:16 95

ethyliden] -xanthosin

Tab, 4: Inhibitoreigenschaften verschiedener Inhibitoren
gegeniliber Guanase und Xanthin Oxydase

Bs zeigt sich, daB sowohl das Xanthosinacetal 21b als auch
das entsprechende Guanosinacetal eine deutliche Inhibitions-
wirkung auf Guanase besitzen., Somit sollten beide Acetale
brauchbare Liganden fir eine btiospezifische AffinitAts-
ctromatographie sein. Eine qualitative Diinnschichtchroma-
tographie zeigt, daB Guanase das Guanosinacetal nicht in

das entsprechende Xanthosinacetal 21b umzuwandeln vermag.
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Fir Xanthin Oxydase wird Xanthosin und O-2’,3’-[1-(2—Carb—
oxyethyl)ethyliden]-xanthosin, 21b, als Inhibitor auf
entsprechende Veise getestet. Hier zeigt nur das Acetal

eine schwache Inhibitionswirkung (Tab. 5).

3,7.3. Kupplung von 0-2’,3’—[1-(2—Carboxyethy1)ethyliden]-

xanthosin an £-Aminohexylagarose

Zur Kupplung der SHure 21b wird diese in Wasser/Dioxan

(7:3) geldst und in der K#lte mit gequollener 6~Aminohexyl-
agarose und dem Kupplungsreagens EDC versetzt. Nach 12 h
wird das Gel filtriert und gewaschen, Eine Ligandenbestim-
mung einer bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Gelprobe
nach der bereits beschriebenen Hydrolysemethode ergibt einen

Wert von 200 umol/g 21c.

—-NH(CHz)GNHCO(CHZ),,CHZ-XCH3

21c n=1
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3.7.4. Affinitdtschromatographie von Guanase an immobi-

lisiertem Xanthosin und Guanosin

Laut Literaturangaben82 besteht Guanase (aus XKaninchen-
leber) aus zwel Komponenten, einer Hauptkomponente mit
einem Molekulargewicht von 170000 Dalton und einer Neben-
komponente von 525000 Dalton, die durch Chromatographie

an Sephadex G 200 nicht getrennt werden kinnen.

So zeigt auch Abb. 9, daB die aus Guanase bestehende Vor-
zone aus zwel Komponenten besteht,

Durch Chromatographie von 1 ng Guénase in 100 pl Strensen-
Phosphatpuffer (1/15 M, pH 7.6) an einer SHule mit immo-
bilisiertem Xanthosin, 21c, (0.9 x 20 em) kann eine Vorzone
abgetrennt werden, die keine Guanase-Aktivitidt zeigt

(qualitative Diinnschichtchromatographie), aber eine Leit-

fahigkeit aufweist,

——m— 30
020} ! G-10?
€ ! {24
S 015t ' @
13 ! 3
S ! 418 =
8 010} 2 ; 8
5 ! 8
2 : S
5 005 t ; 3
< 8
0 L

Fraction number

Abb, 20: Affinittschromatographie von Guanase an 21c;
—-- Leitfshigkeitsmessung, —_ Extinktion (278 um)
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Eine Elution mit einer 0,5/ NaCl-Ldsung fiihrt zu einer
weiteren Zone, die nunmehr Guanase-Aktivitit besitzt; Aus
einem qualitativen Vergleich der Flédchen der Vorzone und
der Hauptzone ist ersichtlich, daB es sich bei der Vorzone
um die hochmolekulare Nehenkomponente des Enzyms handelt.
Eine entsprechende Chromatographie von Guanase an einer

Sdule mit immobilisiertem Guanosin fiihrt zum gleichen Trenn-

ergebnis.
Letzteres zeigt, dafl trotz unspezifischer Wechselwirkung

zwischen Ligand und Enzym eine Prennung der beiden Kompo-

nenten moglich ist.

3,7.5. Affinitatschromatographie von Xanthin Oxydase’

an immobilisiertem Xanthosin

Durch eine Affinititschromatographie von 1 mg Xanthin Oxydase

(aus Kuhmilch) an einer Siule mit Xanthosingel 21c (Abb. 21)

—— 30
020+ ! G102
— ] .
~ [ | )
S S ET- N
8 010t / g
5 ! s
0 ' h 12 ‘(3
& 0.05 Y/ 3
[V 2 IR I N\ S U P, -
2 0SMNaCi 16 S
0 ‘
n 1 L o
5 10 15

Fraction number

Abb, 21: Affinitdtschromatographie von Xanthin Oxydase an 21c¢
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(alle Mengen- und Konzehtrationsangaben wie in 3.7.4.)
filhrt ebenfalls zu einer Vorzone, die keine Oxydase-Akti-
vitdt aufweist (qualitative Diinnschichtchromatographie).
Durch Elution mit einer 0.5M NaCl-Ldsung wird eine Protein-
komponente von der Sdule gewaschen, die nach Inkubation
mit Xanthin (Sérensen-Phosphatpuffer, 1/15 M, pH 7.6, 37°¢)
und anschlieBender Diinnschichtchromatographie (Kieselgel,

LS C) als Xanthin Oxydase identifiziert werden kann.



4, Darstellung von 0-2?,3’-cyclischen Pyrimidinnucleosid-

Acetalen und ihre Immobilisierung83'84

4,1, Synthese und Eigenschaften von 0-2',3'-Ethylidenacetalen
des Cytidins, Uridins, 6-Azauridins und ihrer 5’-Mono-

phosphate

Wie dié Immobilisierung von Substraten, Produkten und Inhi-
bitoren mit Purinnucleosid-Struktur gezeigt hat, besitzen
die Polymere #dhnliche Bindungsspezifitéten gegenilber Adeno-
sin Desaminase wie die freien Nucleoside. Im vorliegenden
Abschnitt soll gepriift werden, ob sich das Verfahren auch
fiir die Immobilisierung von Pyrimidinnucleosiden eignet,

und sich Polymere mit hoher Biospezifit#t darstellen lassen,

Kondensiert man Cytidin mit L#vulinsHureethylester in Gegen~
wart von Orthoameisensiuretriethylester unter starker Sdure-
katalyse, so entsteht das Cytidinacetal 23a, das als Hydro-
chlorid in 84 proz. Ausbeute kristallin isoliert werden
kannzg.
Ubertrdgt man die Reaktion auf Uridin, so 1#8+t sich nur
ein amorphes Produkt, 24a, isolieren, das jedoch im Dinn-
schichtchromatogramm (Kieselgel, LS G).einheitlich wandert,
Wie das '’C-NMR-Spektrum zeigt, erfolgt
auch bei den Pyrimidinnucleosiden Cytidin und Uridin die
Acetalbildung ausschlieBlich an den 2°,3’-Hydroxylgruppen,
denn die 13C-NMB-Signale von C-2’/C~3’ der Acetale 23a und
24a sind um ca. 10 ppm im Vergleich zu den Stammnucleosiden

zu hoherem Feld verschoben. Das 13C—NMR—Spektrum des Cyti-
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dinacetals 23a zeigt flir C-4 ein Signal, das gegeniiber

dem des Cytidins um 21.4 ppm verschoben ist. Dies ist auf
die Hydrochloridbildung zurilickzufiihren.

Aus den Estern 23a und 24a lassen sich die Sduren 23b

und 24b durch alkalische Hydrolyse gewinnen. Die Siuren,
die nach Abfangen iiberschiissiger Natronlauge mit saurem
Ionenaustauscher in der Diinnschichtelektrophorese (Kiesel-
gel, LS A) als Anionen mit Rp-Werten von jeweils + 3.0
relativ zu den Stammnucleosiden einheitlich wandern, sind
nur schwierig von anorganischen Salzen zu befreien.

Ihre grofle Wasserloslichkeit macﬁt auch eine Extraktion mit
organischen Lisungsmitteln unmsglich., Erst durch Chromato-
graphie an Dowex 1 x 2 - Anionenaustauscher (Acetat-Form)
und Elution mit einem linearen Zssigsdure-Gradienten (0.5M)

lassen sich 23b und 24b analysenrein erhalten.

NH» o
I‘\N | NH
N’&bo N0
HO-CH2 HO-CH»
0 0
0 0 0 0
H3C . CH,CH,COZR H3C  CHyCHoCO.R
23a: R=CyHg;[HCl] 240:R=CyHg

23b: R=H 24b:R=H



Die 1H-NMR-Signa1e der Acetalmethylgruppen von 23b bzw,

24b fallen mit dem des Adenosinacetals 6a zusammen., Da

bei diesem durch Réntgenstrukturanalyse die Konfiguration
am Acetalkohlenstoff mit R bestimmt worden war, sind die
Methylgruppen auch bei den Pyrimidinnucleosidacetalen
exo-stindig.

Eine Phosphorylierung von 1 mmol 24a mit Phosphoroxytri-
chlorid und anschliefender alkalischer Hydrolyse der Ester-
gruppe flihrt in 32 proz. Ausbeute zu 0-2?,3’-[1-(2-Carboxy-
ethyl)ethyliden]-uridin-5’-monophosphat, 26, Die Synthese
entspricht der in Xap, 3.1.2, beschriebenen Phosphorylie-
rungsreaktion. Die Charakterisierung erfolgt ebenfalls
durch gquantitative Phosphatbestimmung und enzymatischen
Abbhau zu 24%.

Auch die Darstellung der 0-2',3°’-cyclischen Acetale des modi-
fizierten Nucleosides 6-Azauridin kann auf die herkdmmliche
Weise erfolgen. Die Synthese von amorphem 0-2',3’—[1—(2-
Ethoxycarbonylethyl)ethyliden]-6-azauridin, 25a gelingt in
46 proz. Ausbeute, ebenso die Darstellung der Sdure 25b
durch alkalische Hydrolyse des Esters 25a.

Phosphorylierung von 1 mmol des Esters 25a mit Phosphor-
oxytrichlorid und anschlieBende Verseifung fiihrt nach Chro-
matographie an DE-52-Cellulose in 32 proz. Ausbeute zum
glasigen Monophosphat 27. Das Produkt wandert sowohl auf
Kieselgel als auch auf Polyethylenimin-Cellulose einheit-
lich. Es wird durch quantitative Phosphatbestimmung und

durch enzymatischen Abbau zur Ssure 25b charakterisiert,
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o O
H NH
; !
Fnto POCI 2 "o
HO~ 0O 23, HO-P-07__0
o>/o < o}/o
HaC CH,CH,COLR H3C  CHyCH,CO-H
24a: X:CH,R:C2H5 26:X=CH
24b: X=CH,R=H 27:X=N
25a: X= N,R=C2H5
25b:X=N,R=H

4.2. Inhibition von Orotidin-5’-monophosphat Decarboxylase
durch 0-2?,3*-[1-(2~Carboxyethyl)ethyliden] -6-aza-

uridin-5’-monophosphat

In der Biosynthese von Pyrimidinnucleosiden svielen Orotidin-
5?-monophosphat Pyrophosphorylase (ONMP-PP) und Orotidin-5°-
monophosphat Decarbvoxylase (04P-1C) eine SchlﬁsselrolleBS’RG.
Ersteres katalysiert die 3ildung von Orotidin-5'-monophosphat
(OMP) aus 5’-Phospho-3-D-ribofuranosyl-pyrophosphat und

Orotsdure, wihrend letzteres dessen Decarboxylierung zu

Uridin-5’-monophosphat (UMP) bewirki.
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6-Azauridin und sein 5’-Monophosphat sind starke Inhibitoren
dieses Biosyntheseweges. 6-AzaUMP zeigt eine Bindung zum
aktiven Zentrum von OMP-DC, die um eine Zehnerpotenz gridler
ist, als die des Substrates OMP. Diese Tatsache bedingt eine
cytostatische Aktivitdt, Die Selektivitét in der Wirksamkeit
des 6~AzaUMP gegen Krebszellen haben zu einer klinischen
Anwendung in der Behandlung von Leukaemie gefﬁhrt87’88.

Da die 0-2?,3’-Ethylidenacetale des UMP und des 6-AzaUMP eine
Modifizierung des Nucleotides an einer Stelle aufweisen, die
nicht direkt zum aktiven Zentrum des Enzyms OMP-DC hinge-
richtet ist, sollte eine Immobilisierung iber die 2’,3'-Position
des Riboserestes zu Polymeren fiihren, die eine biospezifische
Affinitdt zu OMP-DC besitzen.

Durch Immobilisierung des 6-AzaUMP iiber diese Position an
16sliche Dextrane werden mdglicherweise pharmakologisch

aktive Polymere erhalten, die eine zu rasche Ausscheidung

des 6-AzaUMP beheben und somit eine verlédngerte pharmakolo-
gische Wirksamkeit hesitzensg.

Da die Decarboxylierung von OMP (gg) ohne Coenzym ablduft,

wird ein dipolar~ionisches Tautomer des Substrates postuliert,
das durch OMP-DC selbst stabilisiert wird (29) und schlieBlich
zum Produkt weiterreagiert, 6-AzaUMP ist ein Analogon zum
Ubergangszustand (30) und zeigt eine hohere Affinitdt zu

OMP-DC als das Substrat selbstgo .

Um zu zeigen, daB auch das Acetal 27 noch in das aktive

Zentrum von OMP-DC gebunden wird - es also einen brauchbaren
Liganden fiir eine biospezifische Affinitdtschromatographie
darstellt - wird es als Inhibitor in einer Decarboxylierungs-
reaktion getestet, Die kontinuierliche Verfolgung des Reak-

tionsfortganges beruht auf der Anderung des UV-Spektrums
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von OMP zu UIMP. Die Abnahme der EZxtinktion kann bei 285 nm
verfolgt werden 91. Dabei zeigt sich, daB die relative An-
fangsgeschwindigkeit der enzymatischen Decarboxylierung

auf 85% bei einem molaren VerhZltnis Substrat zu Inhibitor
wie 1:1 absinkt und bei einem Verh#ltnis von 1:7.3 nurmehr

35% betrigt.

0
HN)\/IL
o’”l\rxlj COOH
R
28

9 0
HN HN
14 )
HONR, JP-.omp-oc )j\umOMP—DC
| O™™N
R R
29 30

R=5'-Phospho- - D-ribofuranosy!
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4.3, Kupplung der 0-2’,3'-Ethylidenacetale des Cytidins,

Uridins und 6-Azauridins an 6-Aminohexylagarose
Die Kupplung der SHuren 23b und 24b sowie der Monophosphate

26 und 27 an 6-Aminohexylagarose erfolgt in Wasser/Dioxan

(7:3) in Gegenwart von EDC in bereits beschriebener Weise.

(k

Man erhdlt die Gele 32-35.

HO- CH2 I
V/
Agarose)— — —NH(CH2)6NHCOCHZCH2 CH3
4
32
0
El Y
HO - cnz N0
0 0
Vi | Y
Agarose)— — —NHI(CH2 lgNHCOCHZCH
Y
33

Metz und Brown berichten iiber eine Reaktion von UMP mit

N-Cyclohexyl-N’-8(~4-methylmorpholinium)-ethylcarbodiimid-
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p-toluolsulfonat zum Produkt 2192.

HAC
3N\
CH>CH» —N 0
AN
/NH
O s
\ ]
N
0 o=l
1 N
Ho—lf—o 0
OH
HO OH
31

Umn auszuschlieflen, dal eine analoge Reaktion nicht auch
zwischen dem Acetal 24b und EDC eintritt, wird 24b in
Gegenwart des Kondensationsmittels 24 h bei pH-Werten
zwischen 4 und 10 aufbewahrt., Unverindertes 24b kann in
allen Fdllen diinnschichtchromatographisch (Kieselgel, LS C)

nachgewiesen werden,

0
' NH
Q X‘NJO
HO-P-0
by
O O

Y \<
Agarose ‘-NH(CHz)GNHCOCHzc;HZ CH3

7
: X=CH
: X=N

lw Iw
o |~
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Eine Ligandenbestimmung erfolgt bei den Polymeren 32 und

33 nach der Hydrolysemethode und bei den Polymeren éi und
35 durch quantitative Phosphatbestimmung. Es ergeben sich
Konzentrationen von 166 ymol/g 32, 189 pmol/g 33, 124 pmol/
g 34 und 26 umol/g 35.

Das Polymer 32 stellt mdglicherweise ein geeignetes Gel

fiir eine biospezifische Affinitdtschromatographie von

Cytidin Desaminase dar.

4,4, Affinitdtschromatographie von OMP-DC an immobilisiertem
UMP und 6-AzaUMP

1 mg eines Rohenzymgemisches aus OMP-DC und OMP-PP in 200 ul
Sorensen~Phosphatpuffer (1/15 M, pH 7.6) werden auf eine
thermostatierte Sdule (10°C, 0.9 x 10 cm) mit 34 bzw, 35
aufgebracht. Durch Elution mit dem Aufgabepuffer wird OMP-PP
von beiden S#ulen gewaschen, widhrend OMP-DC in beiden

Fdllen retardiert wird., Durch Waschen mit einer 0.5M NaCl-
Losung wird OMP-DC vom Produktgel 34 eluiert, widhrend 35

das Enzym weiterhin zuriickhélt. Erst durch Elution mit einer
1M NaCl-Losung kann das Protein auch vovanhibitorgél 35
gewaschen werden, ‘

Wdhrend des Elutionsvorganges wird am S&@ulenboden kontinuier-
lich die Leitfahigkeit des Eluates gemessen, (Abb, 22)

un zu zeigen, daB das Enzym jeweils nach einem S&ulentot-
volumen eluiert wird,

Nach jeder Affinitdtschromatographie wird der Gehalt der

Elutionszonen getestet. Dabei kann durch qualitative
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Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, LS €) nach Inkuba-
tion der proteinhaltigen Fraktionen mit OMP (1 h, 37°0)
gezeigt werden, daB nur das retardierte Protein OMP-DC-
Aktivitdt aufweist, wdhrend die Vorzone in keinem Fall
eine Decarboxylase-Aktivitdt besitzt. Somit ist auch hier

eine Biospezifitdt der Gele 34 und 35 nachgewiesen.

_________________ G102

0.20} / 127

@ ; {2

015 T ; {21

i 118

010 ; 415

OMP-PP : {12
—_ injection K ] —
g oo} __£_-.-..J[.\°€.W°_C_'_.9MP-DC ° g
B ol Aus A I3 %
3 . . S
g PEREERaE, 6103 G
2 o020t i 3
3 ® S

< 015} '
: {s
010t oMPPP : 15
injection ,r'
005¢ OSMNaCl | MNaCl OMP-DC |,
of f2ze s+ S A4 ;
5 0 15

Fraction number

Abb, 22: Affinitétschromatographie von OMP-PP/OMP-DC

an 34 (a) und 35 (b).
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5. Zusammenfassung

1. Es werden die 0-2’,3’-Ethylidenacetale des Inosins

2a-c, die sich im Alkylidenrest um jeweils eine Methylen-
gruppe unterscheiden, durch Acetalisierung mit Ketoestern
dargestellt und zu den entsprechenden S#uren 3a-c verseift.,
Die Verbindungen konnen auch durch Umacetalisierung des
Nucleosides mit den Diethylacetalen der Ketoester erhalten
werden, was den Vorteil einer milderen S&urekatalyse besitzt.

1H— und 13C--NMR-Spektren von 38-c mit

Durch Vergleich der
der Modellsubstanz 6a, die am Acetalkohlenstoffatom die
R-Konfiguration besitzt, kann gezeigt werden, daB auch die
Acetalisierung von Inosin stereoselektiv verlduft,und das
neue chirale Zentrum in R-Konfiguration vorliegt. Durch
Phosphorylierung und anschlieBende Verseifung des Esters

2a ist das 5’-Monophosphat 7b erhdltlich,

2. Auf gleiche Weise werden die cyclischen Acetale des Tu-
bercidins und 6-Thioinosins dargestellt. Durch Reduktion
der 6-Thioinosin-Acetale mit Raney-Nickel entstehen die
0-2?,3'-Ethylidenacetale des Nebularins, die auf direktem
Weg auf Grund der Hydrolyseempfindlichkeit des Nucleosides

nicht erhalten werden kdnnen.

3. Substrat- und Inhibitoreigenschaften der dargestellten
Purinnucleosid-Acetale gegeniiber Adenosin Desaminase werden
getestet, wobei gezeigt werden kann, daB die Biospezifitét
der Nucleoside gegeniiber dem Enzym durch eine Modifizierung
an der 2’,3'-Position des B-D-Ribofuranosyl-Restes in der
durchgefiihrten Weise im wesentlichen erhalten bleibt.
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4, Die Immobilisierung der dargestellten 0-2’,3’-Ethyliden~-
nucleosid-Acetale, sowie der bereits bekannten Adenosin-
Acetale an 6-Aminohexylagarose fiihrt zu Polymeren, die eine
Biospezifit#t zu Adenosin Desaminase besitzen (Substrat-
Produkt- und Inhibitorgel). Im Zusammenhang mit kinetischen
Untersuchungen zur enzymatischen Umwandlung polymergebun-

denen Adenosins wird das "Spacerproblem" diskutiert.

5. Anwendung finden die dargestellten Polymere in der bio-
spezifischen Affinitdtschromatographie von Adenosin Desami-
nase zum Zweck der Aufreinigung dés Enzyms sowohl aus
kiinstlichen Proteingemischen als auch aus natirlichem

Material.

6. Durch Chromatographie von Adenosin Desaminase an immo-
bilisiertem Tubercidin - einem Nucleosid, das nicht in das
aktive Zentrum des Enzyms gebunden wird - lassen sich spe-~
zifische und unspezifische Bindungsanteile in der Wechsel-

wirkung des Proteins mit seinen Affinitétsgelen abschétzen,

7. Durch Anwendung der spezifischen Elution in der Affi-
nitdtschromatographie gelingt die Bestimmung der thermo-
dynamischen Funktionen der Reaktion zwischen Adenosin
Desaminase und immobilisiertem Inosin. Somit sind Aussagen
iiber Art und Ort der Bindung zwischen Tigand und affinem

Partner moglich.

&, Durch Messung des Einflusses von Temperatur und Durch-
fluBgeschwindigkeit auf die theoretische Bodenhthe 188t sich
die biospezifische Affinititschromatographie von Ademnosin

Nesaminase an immobilisiertem Inosin weiter optimieren.
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9. Die Acetalisierung von Xanthosin mit Livulins#ureethyl-
ester fiihrt zum Ester 21a, der direkt zur SHure 21b ver-

seift oder zundchst phosphoryliert und anschlieBend ver-

seift werden kann. Durch Kupplung der S#ure 21b an 6-
Aminohexylagarose entsteht das Gel 21¢c, das zu einer nicht spe-
zifischen Affinitdtschromatographie von Guanase und Xanthin

Oxydase verwendet wird,

10. Die Acetalisierung von Pyrimidinnucleosiden, wie Cy-
tidin, Uridin und 6-Azauridin mit Lévulinsdureethylester
fiihrt zu den Verbindungen 23a, 24a und 25a, die zu den
entsprechenden Sduren 23b, 24b und 25b verseift werden.
Durch Phosphorylierung der Ester 24a und 25a und anschlies-
sende alkalische Hydrolyse sind die 5'-Monophosphate des
0-21,3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden}~uridins und -6-aza-~
uridins erhdltlich., Beide Phosphate werden in das aktive
Zentrum von Orotidin-5’-monophosphat Decarboxylase ge-
bunden, Kupplung von 26 und 27 filhrt zu den Gelen 34,35,
an denen eine biospezifische Affinitdtschromatographie
von Orotidin-5’-monophosphat Decarboxylase und Orotidin-
5?~-monophosphat Pyrophosphorylase durchgefiihrt wird.
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6, Experimenteller Teil

Gchmelzpunkte: SMP 20 Schmelzpunktgerdt (Blichi, Schweiz)

bzw. Monoskop (Reichert, Usterreich); die Werte sind

nicht korrigiert.

Brechungsindices: Abbe-Refraktometer (Zeiss, Oberkochen).
Elementaranalysen: Mikroanalytisches ILabor Beller (Gottingen).
NMR-Spektren: HX 6C und WH 270 Spektrometer (Bruker, Spectro-
spin, Schweiz); 6§ in ppm relativ zu Tetramethylsilan (THMS)

als innerem Standard.

UV-Spektren: Photometer PMQ 3 (Zeiss, Oberkochen) bzw.

UV-200 Spektrophotometer (Shimadzu, Japan).

IR-Spektrum: PE 157 Spekirophotometer (Perkin-Elmer, {ber-

lingen).

Analytische Dinnschichtchromatographie bzw, Diinnschicht-
elektrophorese wurde an Kieselgel~Diinnschichtplatten PF-254
(Woelm, Eschwege) bzw. Polyethylenimin-Cellulose-Platten
(Woelm, Eschwege) ausgefiihrt., Der Substanznachweis er-
folgte durch UV-254-Adsorption.

Die Dinnschichtelextrophorese erfolg=te in einer DE-Doppel-
kammer (Desaga, Heidelverg).

Laufmittelsysteme:

. ot

LS A: Wasser; LS B: ‘ace

r/letianol 41y LU T 0,250 Lill;

mn
0]

LS D: 1.0 LiCl; L3 Z: Chloroform/Metranol #:2; LS F:
Chloroform/Methanol 9:1; L 5: C.1H Iatriumcitrat-Puffer,

P oA.53 T P 0,13 Natriumformiat-Puffer, pH 2,5; L3 I:

0.1 Yatriumborat-Puffer, pH 1C.0.
Trietnylammoniumhydrogencarbonat-Puffer ("BK) wurde bereitet
Adurch idinleiten von N0. in eine lisung aus 72C ml Triethyl-

anin in L2050 ml Wasser, his der pH 7.C erreicht war.



Chromatographie: Zur prdparativen Siulenchromatographie
der 0-5’-Monophosphate wurde Diethylaminoethyl-celluiose,
DE-52 (Whatman, England) verwendet,
Ionenaustauschchromatographie erfolgte an Dowex 1 x 2 -
Anionenaustauscher, Acetat-Form, 200 - 400 mesh (Serva,
Heidelberg) bzw. an Lewatit CP 3050, H'-Form, 200 - 400
mesh (Serva, Heidelberg).

Die Fraktionierung erfolgte nach UV-254-Absorptionsmessung
durch einen UltroRac-~Fraktionensammler mit Uvicord II
(IXB-Instruments, Schweden), DurchfluBgeschwindigkeiten
wurden mit einer Perpex-Pumpe (IKB-Instruments, Schweden)

fest eingestellt.

0-2?,3'-[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden]-adenosin, 5a,
0-27,3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden] -adenosin, 6a,
0-2",3'~[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden] ~adenosin-5*-mono-
phosphat, 7d, 0-2’,3'-[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden] -
guanosin und 0—2’,3’-[1—(2—Carboxyethy1)ethyliden]-guanosin
sowie die entsprechenden polymergebundenen Nucleoside wurden
nach Seela und Waldek42 bzw, Seela und Cramex-zgdargestellt.

Nebularin wurde nach Fox et. a1.47 dargestellt.

6-Aminohexylagarose (AH-Agarose 4B) wurﬁe von der Firma
Pharmacia (Uppsala, Schweden) bezogen und vor der Verwen-~
dung folgendermaBen aufgearbeitet: 1. Waschen mit 500 ml/g
Gel 0.,5M NaCl; 2. Waschen mit Wasser. Das Gel wird soweit
abgesaugt, bis die Oberfléche bricht und dann verschlossen

und kiihl aufbewahrt.



Enzyme: Adenosin Desaminase aus Kdélberdarm, F.C. 3.5.4.4.,

(Boehringer, Mannheim) 5 mg/ml Glycerin, 1 mg =

20C units

( 1 unit desaminiert 1 pmol Adenosin/min ); Guanase

(Guanin Aminohydrolase) aus Kaninchenleber, E.C. 3.5.4.3.,

(Boehringer) 10 mg/ml Suspension in 3,2M Ammoniumsulfat-—

Lésung, 0.06 units/mg; Xanthin Oxydase aus Kuhmilch, FE.C.

1.2.3.2., (Boehringer) 20 mg/2 ml

Suspension in 3.2M Am-

moniumsulfat-Laéung, 0.4 units/mg; AMP-Aminohydrolase

(Schmidts Desaminase), B.C. 3.5.4.

6., (Sigma, U.3.4.)

10 units/ml 66 proz. Glycerin; Orotidin-5’-monophosphat

Decarboxylase aus Hefe, B.C., 4.1.1.23., (Sigma) Lyophilisat,

10-30 units/mg; Orotidin-5'-monophosphat Pyrophosphorylase

aus Hefe, E.C. 2.4.2.1C., (5igma)
OMP-DC/OMP-PP, kdufliches Gemisch

0.2 - 0.% units/mg.

Quantitative Bestimmung primfrer,

Lyophilisat, 25 units/mg;

’

(Sigma) Lyophrilisat,

alipratischer Aminogruppen

an 6-Aminohexylagarose

LTichkurve

Zur Aufstellung einer Zichiurve vird

i

plan durchgefiibrt (5C =
a) 1 -5
b)
c)
a)

e)

auf £ ml mit wasser auffiillen

1CC pl 7 proz, TNBL-Lisung in

. . s =m0 Vs
2C min, vei 37°C inkubieren

) 4 nl 27 Salzsiure

© ml Aceton

folgencer Pipettier-

lelizolbten):
ml n-lexylanir-3tamridsung (1 prol, m1)

1 ml gesfttigte Fatrivmtetrarorat-Iisung (a,R,0,)

asser
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h) 1:3 mit Aceton/Wasser (1:1) verdiinnen

i) Extinktion bei 415 nm in 1-cm-Quarzkiivette messen.

a) Einwaage 250 mg 6-Aminohexylagarose

b) ~ d) wie oben

e) 30 min bei 37°C inkubieren

f) 4 ml 2N Salzsiure

g) auf dem siedenden Wasserbad l¥sen

h) 5 ml Aceton

i) 1:3 mit Aceton/Wasser (1:1) verdiinnen

j) Extinktion bei 415 nm in 1-cm-Quarzkilvette messen

k) Umrechnung auf 1g Gel.

Wertetabelle 5:*

pmol Ligand/ml Eyqs
1 0,082
2 0.175
3 0.245
4 0.322
5 0,413

Es wurde bei jeder verwendeten Probe 6-Aminohexylagarose
die Konzentration primérer Aminogruppen bestimmt, wobei

sich stets ein Wert von 8 - 10 pymol/g ergab,

* Abbildung der Eichkurve &, Kap. 3.4.1.



Optische Ausbeutebestimmung und Phosphatgehalte von 7b,

22b, 26 und 27

Das getrocknete, glasige Monophosphat wird in 20 ml Wasser
aufgenommen, 10 pl dieser Losung werden auf 1 ml mit Was-

ser verdinnt und die Extinktion bei A na des jeweiligen

e
Nucleosides bestimmt., Die Ausbeute ergibt sich nach fol-
gender Gleichung:

E x 100 x 20 x 1000
£

Anzahl pmol

E: Extinktion bei X\ max

€: Jeweiliger molarer Extinktionskoeffizient.

Zur Phosphatbestimmung nach der Holybd&nblau~rMethode wird
ein Aliquot (0.7 ml) einer frisch bereiteten Mischung (1:6)
aus einer 10 proz., widsserigen L-Ascorbinsidure~Lisung und
einer 0.42 proz. Ammoniummolybdat-Lisung ( (NH4)6M07024

x 4 H2O ) in 0.5M Schwefelsdure nit 0.3 ml der bereiteten
Losung des unbekannten Phosphates gemischt., Die Losung
wird eine Stunde beil 3700 im WVasserbad inkuhiert; anschlies-
send wird die Extinktion bei 220 nm in einer 1-ml-Kiivette
bestimmt, Man errechnet die Extinktion der gesamten FPhos-
phat-Losung (2C ml) und ¥ann daraus die Anzahl der umol
Phosphat bestimmen., 24 ESPG-Einheiten entsprechen 1pmol
Phosphat.

Turch Vergleich der durch Phosphatbestimmung erhaltenen
hosphatwerte (in wmol) mit der Ausbeute (in pmol) 1HBt
sich ersehien, ob es sich bei dem unbekannten Phosphat um
ein ionophosphat oder ein hoher phosphoryliertes Produkt

nandelt,
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Spaltung der 0-5’-Monophosphate mit Alkalischer Phosphatase

Eine Suspension (10 u1l) von alkalischer Phosphatase aus

E. coli (E.C. 3.1.3.1., Boehringer, 1 mg/ml) wird mit 0,25M
TRIS*- HC1 - Puffer (90 p1l, pH 8) verdiinnt., 10 pyl dieser
Losung werden zu 10 pl der Substrat-Ldsung hinzugefligt

und 2 h bei 37°C inkubiert. Durch Diinnschichtchromatogra-
phie (Kieselgel, LS C) lassen sich die unphosphorylierten
Produkte identifizieren.

Proteinbestimmung nach Lowry

Losungen: 1) 2 proz. CuSO4 x 2 Hy0 ag

2) 4 proz. Natriumtartrat aq

3) 3 proz. Na2003 in 0.1N NaOH

4) Folin-Ciocalteus-Phenolreagens (Merck, Darmstadt)
Aus 1), 2) und 3) wird jeweils frisch eine Gebrauchsldsung
hergestellt (4:4:192). 0.5 ml der Testldsung werden mit
5 ml Gebrauchsldsung gemischt und 10 min bei Raumtemperatur
belassen. Dann werden 0,5 ml der Ldsung 4), die mit Wasser
verdinnt ist (1:3, v/v), hinzugefiigt und nach 30 min bei
620 nm die Extinktion gegen einen Blindaﬁsatz gemessen.
Auf die Aufnahme einer Eichkurve wird vérzichtet und statt
dessen vor jeder Bestimmung ein Eichwert mit 100 u1 einer

Rinderserum-Albumin-Stammldsung (1 g/1) gemessen.

* TRIS: Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan



Quantitative Bestimmung wvon Adenosin Desaminase

75 wurde eine quanti-

In Anlehnung an Arbeiten von Kalkar
tative Bestimmungsmethode fiir Adenosin Desaminase erar-

beitet: 10 pl einer Adenosin-Stammlssung (0.01M, 0.1 pmol/10u1)
werden mit SSrensen-Phosphat-Puffer, pH 7.6, auf 1 ml

verdinnt, In der Kilvette werden anschlieBend steigende

=3 units) und

Mengen des Enzyms hinzugefiigt (3 - 15 x 10
jewells die Désaminierung durch Verfolgung des E262—Wertes
beobachtet., Aus den Auftragungen.E262 gegen die Zeit

werden die relativen Anfangsgeschwindigkeiten der enzyma-
tischen Reaktion bestimmt (Steigung zwischen 1. und 3. Minute).
Eine Auftragung der relativen Anfangsgeschwindigkeiten gegen

die Enzymkonzentration ergibt innerhalb des gemessenen

Konzentrationsbereiches eine Gerade.

*
Wertetabelle 6 :

. -3 .o=1 =2
(units x 1077 /m1) Viel (min~" x 107°)

CADA
3 - 3.1
5 - 4.17
10 - 6.8
15 - 9.67

Zur Aktivitdtsbestimmung wird jeweils eine spezifische ADA-
Bestimmung und eine Proteinbestimmung nach Lowry durchge-

fiihrt. Angegeben wird die Zahl der units/mg Protein.

* Abb. der Eichkurve siehe Kap. 3.5.
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0-2',3'-[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden] -inosin (2a)

10.73 g (40 mmol) Inosin (1) werden in 150 ml getrocknetem
Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 11.52 g

(80 mmol) Lévulinsiureethylester und 10 ml (60 mmol) Ortho-
ameisensduretriethylester wird das unldsliche Material
durch Zugabe von 2C ml 711 Chlorwasserstoff in trockenem
p-Dioxan (5.04 g/20 ml) geldst. Nachdem die Losung 24 h

bei Raumtemperatur aufbewahrt wurde, wird sie in 1500 ml
Ither gegossen., Die obere Phase wird abdekantiert und der
dlige Riuckstand zweimal mit Ither gewaschen. Der Riickstand
wird in Chloroform aufgenommen und durch Zugabe einiger
Milliliter 2 proz. wisseriger NaHCO3—Lbsung geldst. Die
organische Phase wird mit Wasser gewaschen, getrocknet

und das Losungsmittel abgedampft. Das Rohprodukt wird in
Methanol geldst und durch Zugabe einiger Tropfen Wasser
ausgef#llt, Umkristallisation aus Wasser/Methanol ergibt
8.92 g (57.2%) farblose Nadeln vom Schmp, 207 - 209°C,

D¢ (Kieselgel, LS A): Ry = 0.88.

UV (Methanol): A max = 245 nm (e = 10500).

VH-MR (DMSO-dg): 8 = 8.3 (s, 2-H); 8.1 (s, 8-H); 6.15

(¢, 17-1);3 5.35 (q, 27-H); 4.95 (q, 3’-0); 4.2 (m, 4’-H);
um 4.06 (g, CHy-Ester); 3.5 (a, 5'-CH,); 2.3 (m, alipha-
tisches CHQ); 1.35 (s, CHB—Acetal); 1.2 ppm (s, CHB—Ester).
Poomm (DMSO-dg):6 = 172.48 (C=0); 156,47 (C=6); 113.76
(C-Acetal); 89.59 (C-17); 86.76 (C-4'); £3.85 (C-27);

81.15 (C=37)3 61.34 (C~5"); 59.83 (0-CH,); 33.33 (CH,~C=0);
28,08 (CHZ-Acetal); 23,44 (CHB-Acetal); 13.97 ppm (CHB-Ester).
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CqqHooN,0, (394.23)  Ber. C51.77 H 5.62 N 14.21
Gef, € 51.70 H 5.73 N 14.23.

0-27,3'-[1-(2-Carboxyethyl Jethyliden] -inosin (3a)

2.0 g (5.07 mmol) des Esters 2a werden in einem Gemisch aus
120 ml Ethanol/1N NaOH ag (1:1) geltst und fir 30 min bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Die Losung wird durch Zugabe
von Ionenaustauscher (Amberlit, H' -Form) an einer Glas-
elektrode neutralisiert, anschliéBend filtriert und das
Lsungsmittel abgedampft. Der Riickstand wird in heiBem
Wasser aufgenommen und durch Zugabe einiger Tropfen Eis-
essig auskristallisiert. Nach Abkilihlen erh&lt man 1.76 ¢
(89 %) farblose Kristalle vom Schmp. 188 - 190°C.

DC (Kieselgel, LS B): Rp = 0.56.

UV (Methanol): X pax = 245 mnm (€ = 9900).

TH-NMR (DMSO-d): 6 = 8.3 (s, 4-H); A.1 (s, 8-H); 7.6

(m, OH); 6.15 (d, 1’-H); 5.26 (a, 2'~H); 4.96 (q, 3’-H);
4.25 (m, 4'-H); 3.55 (d, 57-CHy)5 2.7 (m, aliphatisches

CHQ); 1.3 ppm (s, CH,-Acetal).

13

3
C-NMR (DMSO—d6): & = 175.71 (C=0); 156,95 (C-6); 147.81

(C-4); 146.58 (C~2); 138.85 (C-8); 174.43 (C-5); 114.48
(C-Acetal); 89.57 (C-1'); 86,67 (C-4'); 83.68 (C=27);
R1,11 (C=37); 61.4 (C-5); 35.06 (CH,=C=0); 30.50 (CH,-
Acetal); 23%.44 ppm (CHB-Acetal).

CqgHygN,0, (366.23)  Ber. C 48.18 H 4.95 N 15.29

1571874
Gef. C 48.74 H 5.04 N 15.26.
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0-27,3’-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-inosin-0-5*-mono-
phosphat (7b)

394 mg (1 mmol) des Esters 2a werden in 5 ml Triethyl-

phosphat geldst und mit 180 p1 (2 mmol) POC1l, bei 4°C

3
versetzt. Nach zwdlfstindigem Aufbewahren bei dieser
Temperatur wird mit 1N NaOH aq neutralisiert. Nach Ab-
dampfen des LYsungsmittels im Hochvakuum wird der Riick-
stand in 20 ml 0,5N NaOH aq aufgenommen und 30 min ge-
riihrt. Nach Neutralisation mit 1N HC1l aq wird die L&sung

auf 300 ml mit Wasser verdiinnt und auf einer DEAE-Cellu-
lose~Sdule (25 x 3.5 cm) chromatographiert. Nach Waschen

mit Wasser wird mit einem linearen Gradienten aus 1000 ml
0.5M TBK-Puffer und 1000 ml Wasser eluiert. Die erste

Zone des Elutionsprofils enth&lt unphosphoryliertes 3a.

Das Monophosphat 7b wird bei einer Pufferkonzentration

von ca. 0.3M eluiert. Die phosphathaltigen Fraktionen
werden gesammelt und zur Trockne eingedampft. Uberschiissiger
Puffer wird durch mehrmaliges Abdampfen mit Methanol ent-
fernt. 4410 E245-Einheiten (42%)* farbloses, amorphes 7b.

IC (Kieselgel, LS B): Ry = 0.61.

Phosphatbestimmungen: a) Abbau mit alkalischer Phosphatase
ergibt ausschlieBlich 3a als Reaktionsproduktj

b) 0.44 E,45-Einheiten Tb (0.042 pmol) ergeben 0.96
E820-Einheiten des Moiyhdénblau—Kolloides, entsprechend

0.04 pmol Phosphat.

* mit €= 10500
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0-2?,3'-[1-(3-Ethoxycarbonylpropyl)ethyliden]-inosin (2b)

10.73 g (40 mmol) Inosin werden - wie beschrieben - mit
8.8 g (80 mmol) 6-OxohexansHureethylester umgesetzt und
aufgearbeitet. Nach Umkristallisation aus Methanol ent-
h#lt man 4.84 g 2b (30%) vom Schmp. 214 - 216°C.

I (Kieselgel, LS B): By = 0.1.

uv (Methanol):'x =245 nm (£ = 11300).

max
"H-NMR (DMSO-d): 6 = 8.28 (s, 2-H); 8.06 (s, B-H); 6.10
(dy § = 2.5 Hz, 1'-H); 5.32 (q, J = 2.5 Hz, 2°-H); 4.83

(g, § = 2.5 Hz, 3°-H); 4.18 (m, 4°-H); 4.00 (q, CHE-Ester);
3,52 (my, 5’-H); um 2.5 und 1.77 (m, aliphatisches CH,);
1.31 (s, CH

-Acetal); 1.19 ppm (t, CH.-Ester).

Somr (DMZO—d6):6 = 172.6 (0=0); 152.3 (C-6)3 147.5 (C-2);
146.0 (C-4); 138.7 (C-8); 124.4 (C-5); 114.3 (C-Acetal);
89.5 (C-1'); 86.8 (C-4'); 83.9 (C-2°); 81.1 (C=3'); 61.5
(c-5"); 59.6 (0-CH,); 38.2 (¥-CH,); 33.4 (a-CH,); 23.4
(CH3-Aceta1); 18.9 (B—CHQ); 14.0 ppm (CH3-Ester).

CygHpgN 07 (408.42)  Ber. C 52.95 H 5.92 N 13.72

Gef. C 52.83 H 6.04 N 13.70.

0-2',3'-[1-(3-Carboxypropyl)ethyliden]-inosir (3b)

Alkalische Hydrolyse von 1.0 g (2.5 mmol) 2b unter den
Bedingungen wie fiir 2a liefert 825 mg (89%) farbdloses 3b.
Nach Umkristallisation aus Wasser besitzt die Substanz

einen Schmp. von 164 - 166°¢.
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IC (Kieselgel, LS C): Rp = 0.61 (Inosin: 0.84).
UV (Methanol): A pax = 245 nm (€= 11200).
CygHooN,O, (372.39) Ber. C 50.52 H 5.30 N 14.73

Gef. C 50.50 H 5.45 N 14.60.

0-2',3%?-]{1-(4-Ethoxycarbonylbutyl)ethyliden])-inosin (2¢)

10.73 g (40 mmol) Inosin werden - wie beschrieben - mit
6-Oxoheptansdureethylester umgesetzt und aufgearbeitet.
Nach Umkristallisation aus Methanol erhdlt man 11.5 g
(68%) kristallines 2¢ vom Schmp. 213 - 216°c.
¢ (Kieselgel, LS D): Ry = 0.60.
UV (Methanol): A max = 245 nm (e = 10700).
"H-NMR (DMSO-d): 6= 8.30 (s, 4-H); 8.10 (s, 8-H); 6.08
(d, J = 2.5 Hz, 1°H); 5.3 (q, J = 2.5 Hz, 2°-H); 4.95
(a, J = 2.5 Hz, 3'-H); 4.20 (m, 4°-H); 4.0 (m, CHZ-Ester);
3,5 (d, J = 5 Hz, 5'-H); um 2.2 und 1.65 (m, aliphatisches
CH2); 1.30 (s, CH3-Acetal); 1.15 ppm (%, CH3-Ester).
30-MMR (DNSO-dg): 6 = 172.8 (C=0); 156.5 (C-6); 147.7 (C-2)3
146.0 (C-4); 138.7 (0;8); 124.4 (C=5); 114.7 (C-Acetal);
89.5 (C-1°); 86.8 (C-4"); 84.2 (C-2"); 81.1 (C-3")3 61.5
(c-5%); 59.7 (0-CH,); 38.9 (¥-CHy); 33.5 (x-CH,); 24.6
(6-CH,); 23.4 (CH3-Aceta1); 22.8 (B-CH2); 14.3 ppm (CH3—
Ester).
CqgHpgN407 (422.45) Ber. C 54.02 H 6.30 N 13.26

Gef. C 54.03 H 6.48 N 13.33.
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0-27,3'~[1-(4-Carboxybutyl)ethyliden]-inosin (3¢)

Alkalische Hydrolyse von 3.0 g (7.1 mmol) 2¢c unter 3a -
Bedingungen ergeben 1.7 g (61%) kristallines 3c, das

nach Umkristallisation aus Wasser bei 162 - 164°C schmilzt.
C (Kieselgel, LS C): Ry = 0.44.

UV (methanol): A max = 245 mm G ='10100).

"H-NMR (DMS0-d¢): 8 = 8.29 (s, 4-H); 8.08 (s, 8-H); 6.10

(a, J = 2.5 Hz, 1°-H); 5.32 (q, J = 2.5 Hz, 2°-H); 4.96

(¢, § = 2.5 Hz, 3°-H); 4.18 (m, 4°-H); 3.53 (4, J = 5 Hz,
5*-H); 2.22 und 1.55 (m, aliphatisches CH2); 1.30 ppm

(s, CH;~Acetal).

13C—NM; (DMS0-d¢): 6 = 172.8 (C=0); 156.6 (C-6); 147.8 (C-2);
146.1 (C-4)3 138.8 (C-8); 124.4 (C-5); 114.6 (C-Acetal);
89.5 (C-1'); 86.8 (C=4"); B4.1 (C-2"); 81.1 (C-3’); 61.4
(c-57); 59.5 (0~CH,)3 38.9 (5-CH,); 33.4 (x-CH,); 24.5
(¥-CH,); 23.5 (CHB-Acetal); 22.7 ppm (8-CH,).

CyqqHooN,0, (394.40) Ber. C 51.90 H 5.89 N 17.80

Gef. C 52.00 H 5.95 N 17.89.

0-27,%'- [1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden]-tubercidin (11a)

2.0 g (7.51 mmol) Tubercidin werden mit 2.5 ml (15 mmol)
Lavulinsiureethylester und 1.85 ml (11.2 mmol) Ortho-
ameisensduretriethylester sowie 2.4 ml 7M Chlorwasserstoff
in p-Dioxan umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhdlt 2.4 g
(81.6%) farbloses, glasiges 1la.

D¢ (Kieselgel, LS C): Ry = 0.25 (Tubercidin, Ry = 0.76).

UV (Methanol): X max = 271 no (e =11600).
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T-mr (DMSO-d.): 6 = 8.60 (s, 2-H); 7.35 (d, J = 3.5 Hz,

6-H); 7.05 (s, NH,); 6.60 (4, J = 3.5 Hz, 5-H); 6.18

(4, § = 3 Hz, 1'-H); 5.25 (q, 2°-H); 4.95 (q, 3’-H);

4,20 (q, 4°-H); 4.03 (m, CH2-Ester); 3.50 (t, 5°'-H);

2.30 (m, aliphatisches CH2); 1.30 (s, CH3-Aceta1); 1.25 ppm

(¢, J = 7.5 Hz, CH3-Ester).

"c-NMR (DMS0-d,): 6 = 172.54 (C=0); 157.57 (C-4); 151.87

(C-2); 149.72 (c-8); 122.2 (C-6); 113.97 (C—~Acetal);

102.90 (C-9); 100.03 (C-5); 88.87 (C-1’)3 85.17 (C-4');

83.44 (C-3’); 81.02 (C-2*); 61.58 (C-5'); 59.85 (0-CH,)3

33.37 (CH,~C=0); 28.22 (CH,~Acetal); 23.55 (CH3-Aceta1);

14,00 ppm (CHB-Ester).

CygHpsN,0p (392.42)  Ber. C 55.06 H 6.12 N 14.28
Gef. C 55.09 H 6.16 N 14.19.

0-2’,3°-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-tubercidin (11b)

1g (2.55 mmol) des Esters 11a werden -wie beschrieben -
alkalisch hydrolysiert und aufgearbeitet. Man erh#élt

850 mg (92%) farbloses, amorphes 11b.

IC (Kieselgel, LS C): Rp = 0.60.

+ 2.4 (relativ zu Tubercidin).

L}

DE (Kieselgel, LS G): Rp
UV (Methanol): X pax = 272 nm (e = 11900).

"H-NMR (DMS0-d4):6 = 8.05 (s, 2-H); 7.33 (d, J = 3.5 Hz,
6-H); 7.05 (s, breits, NH,); 6.60 (d, J = 3.5 Hz, 5-H);
6.15 (d, J = 3 Hz, 1'-H); 5.20 (q, 2°-H); 4.90 (q, 3°-H);
4.60 (s, breit, OH); 4.10 (m, 4’-H); 3.50 (m, 5°-H); 2.10

(m, aliphatisches CH2); 1.30 ppm (s, CH3-Acetal).
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C16H21N406 (364.31) Ber. € 52,74 H 5.53 N 15.37
Gef. € 52.90 H 5.68 N 15.14.

0-27,3"-[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden] -6-thioinosin (12a)

10 g (24.4 mmol) 6-Thioinosin vwerden unter 28 - Bedingungen
umgesetzt. Das.ﬁlige Rohprodukt wird in n-Butanol unter
Zugabe von 2 proz. wdsseriger NaHCOS-L6sung geldst. Die
organische Phase wird mit Wasser gewaschen und zur Trockne
eingedampft. Man erh#lt ein schwach gelbes Material, das
aus Methanol kristallisiert wird. 6.71 g (82%) gelbliches,
kristallines 12a vom Schmp. 248 - 252°.

DC (Kieselgel, LS B): Rp = 0.87.

325 nm { e = 23600).

fl

UV (Methanol): N pax
TH-NMR (DMSO-d): 6 = 8.45 (s, 2-H); 8.10 (s, 6-H); 6.15

(4, J = 2 Hz, 1°-H); 5.2 (m, 2’-H); 4.95 (m, 3’-H); 4.20

(m, 4’-H); 4.0 (q, J = 7.5 Hz, CH,-Ester); 3.5 (m, 5°-H);

2.3 (m, aliphatisches CHZ); 1.35 (s, CH3-Aceta1); 1.20 ppm

(s, CHB—Ester).

0-NMR (DMSO-d): 6 = 176.31 (C=6); 172.44 (C=0); 145.16
(C~2); 143,41 (C-4); 141.15 (C-8); 135.57 (C-5); 113.87
(C-Acetal); 89.80 (C-1'); 87.21 (C-4'); 84,02 (C-37);

81.29 (C-2"); 61.45 (C-5'); 59.85 (0-CH,); 33.61 (CH,-C=0);
28.28 (CHZ-Acetal); 23,48 (CH3-Aceta1); 14.00 ppm (CHB-
Ester).

Cq7HppN, 0.5 (410.46) Ber. C 49.75 H 5.40 N 13.65 S 7.81

Gef. C 49.78 H 5.49 N 13.70 S 7.84.
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0-2?,3°-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden] -6-thioinosin (12b)

1.0 g (2.44 mmol) des Esters 12a werden unter 3a - Beding-
ungen alkalisch hydrolysiert. Das Rohprodukt wird in Was-
ser geldst und nach Zugabe einiger Tropfen konzentrierten
Ammoniaks (pH 10) auf einer Dowex 1 x 2 - Ionenaustauscher-
Sdule (20 x 1.5 cm, Acetat-Form) chromatographiert. Eluiert
wird mit 500 ml1 50 proz. Essigsdure. Man erhidlt 760 mg (83%)
farblose Kristalle vom Schmp. 217 - 219%,

IC (Kieselgel, LS C): R, = 0.57.
DE (Kieselgel, LS G): R, = + 1.6 (relativ zu 6-Thioinosin).
UV (Methanol): i = 325 nm (¢ = 22400).

max
H-NMR (DMSO-d6): 6 = 8.35 (s, 2-H); 8.26 (s, 6-H); 6.10

(d, J = 2 Hz, 1'-H); 5.40 (m, 2°-H); 4.95 (m, 3’-H); 4.20
(m, 4°-H); 3.55 (d, J = 5 Hz, 5'-H); 2.20 (m, aliphatisches

1

CH2); 1.30 ppm (s, CHS-Acetal).

13c-mur (DMSO~dg): & = 180.01 (C-6); 172.34 (C=0); 146.49

(c-2); 143.26 (C-4); 139.51 (C-8); 135.18 (C-5); 113.57

(C-Acetal); 89.26 (C-1'); 86.39 (C-4°); 82.86 (C-3');

80.65 (C-2?); 60.98 (C-5"); 33.81 (CH,~C=0); 28.944 (CH,-

Acetal); 22.98 ppm (Cﬁ3-Acetal).

C15H18N 065 (382.37) Ber. C 47.12 H 4.74 N 14.65 S 8.38
Gef. C 47.27 H 4.84 N 14.63 S 8.25.
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0-2?,3’-[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden]-nebularin (13a)

3.0 g (7.3 mmol) des Esters 12a werden in n-Butanol gel&st
und mit 5 g Raney Nickel, suspendiert in Wasser, versetzt.
Die Lésung wird 2 h auf 90°C erhitzt. AnschlieBend wird
der Katalysator abfiltriert und mit 200 ml heiBem Wasser
gewaschen, Die Phasen werden veréinigt, einige Minuten
kréftig geschiittelt und getremnt. Nach Eindampfen der
organischen Phase wird mehrmals mit Ether nachgedampft.
Man erhdlt 1.8 g (65.2%) gelbliches, amorphes 13a

IC (Kieselgel, LS E): Ry = 0.70. -

UV (Methanol): A nax = 262 nm (¢ = 5800).

TH-nMR (DMSO-dg): 6= 9.19 (s, 2-H); 8.98 (s, 8-H); 8.82

s, 6-H); 6.37 (d, J = 2 Hz, 1'-H); 5.50 (m, 2’-H); 5.10
(m, 3°-H); 4.37 (m, 4°-H); 4.13 (q, CH,-Ester); 3.53

(dy J = 5 Hz, 5’-H); 2.35 (q, aliphatisches CHZ); 1.38

(s, CH

-Acetal); 1.27 ppm (s, CH.-Ester).

130-NM; (DMSO-dg): b = 172.78 (c=Z); 152.31 (C-4); 150.82
(C=2); 148.30 (C-6); 145,58 (C-8); 134.31 (C=5); 114.04
(C-Acetal); 90.02 (C-1'); 87.42 (C-4'); 83.99 (C-3'); 81.6
(c-27); 61.72 (C-5'); 60.10 (0-CH,); 33.68 (CH,-C=0);

28.43 (CHZ-Acetal); 23.64 (CHB-Acetal); 14.12 ppm (CHB-Ester).
CqqHooN,0g (378.40) Ber. C 53.96 H 5.86 N 14.81

Gef, C 54,23 H 6.10 N 14.61.

0-2',37-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden |-nebularin (13b)

7Zu einer Losung von 1 g (2.61 mmol) 12b in heiBem Wasser

werden 1.7 g Raney Nickel portionsweise zugefligt. Die
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Suspension wird 2 h auf 90°C erhitzt, der Katalysator
abfiltriert und mit 100 ml heiBem Wasser gewaschen. Die
vereinigten Filtrate werden auf ein Volumen von 3 ml ein-
geengt und 13b durch Zugabe einiger Tropfen Ethanol aus-
gefdllt. Man erhdlt 780 mg Rohprodukt. Dies wird in 10 ml
Wasser aufgenommen und auf eine Ionenaustauschersiule
(Lewatit CP 3050, H+-Form, 1 x 25 cm) aufgetragen. Die
Sdure 13b wird mit Wasser eluiert und durch Eindampfen des
Losungsmittels analysenrein erhalten. 360 mg (39%) amor-
phes 13b

DC (Kieselgel, LS C): R 0.38.

F
=" 1.57 (relativ zu Nebularin).

261 nm (e = 5500).

DE (Kieselgel, LS G): R

UV (Methanol): A
1

max
H-NMR (DMSO-d¢):6 = 9.17 (s, 2-H); 8.97 (s, 8-H); 8.77

(s, 6-H); 6.30 (4, J = 2.5 Hz, 1’-H); 5.53 (q, J§ = 2.5 Hz,
2*-H); 5.0 (q, J = 2.5 Hz, 3'-H); 4.24 (q, J = 2.5 Hz, 4'-H);
3.68 (s, breit, OH); 3.56 (t, J = 5.5 Hz, 5'-H); 2.24
(qy J = 9 Hz, aliphatisches CH2); 1.34 ppm (s, CH3-Acetal).
IR (em™'): 1565, 1380 (CO0~); 1280 (C=0); 885 (OH, wagging).
CqgHigNgOg  (360.34)  Ber. C 51.42 H 5.18 N 15.99

Gef. C 51.33 H 5.30 N 15.91.

0-2?,3?-[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden]-xanthosin (21a)

5.7 ¢ (20 mmol) Xanthosin* werden in 100 ml trockenem Di-

methylformamid suspendiert und mit 5.76 g (40 mmol) Ldvu-

* 24 bei 50°C im Hochvakuum getrocknet
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linsHdureethylester, 5 ml (30 mmol) Orthoameisensiuretri-
ethylester und 10 ml1 7M Chlorwasserstoff in p-Dioxan ver-
setzt., Die Mischung wird 24 h bei Raumtemperatur aufbe-
wahrt und dann in 1 1 trockenen Ether gegossen., Das sich
abscheidende 01 wird mit 200 ml trockenem Ether gewaschen
und zur Trockne eingedampft. Zuriickbleibendes 01 wird mit
Ethylacetat versetzt, worauf die Kristallisation einsetzt.
Zur Umkristallisation 16st man in wenig Methanol und fiigt
bis zur Kristallisation Ethylacetat hinzu. Man erh#dlt 3.83 g
(48%) farblose Nadeln vom Schmp. 198 - 200°C.

IC (Kieselgel, LS E): Ry = 0.81..

UV (Methanol): X pax = 241,257 nm (e = 7600, 8100).

YH-NMR (DMSO-d): 6 = 7.95 (s, 8-H); 6.02 (4, J = 3 Hz,
1'-H); 5.05 (g, 2’- und 3’-H); um 4.1 (m, CH,~Ester);

4,06 (q, § = 7 Hz, 4°-H); 3.50 (4, J = 4.0 Hz, 5°'-H);

um 2.3 (m, CHy-C=0); um 2.1 (m, CH,-Acetal); 1.35 (s, CHg-

Acetal); 1.20 ppm (s, CH,-Ester).

Ve-nMr (DMS0-d): 6 = 132.58 (c=0); 157.82 (C-2); 150.63
(C-4); 139.88 (C-6); 134.70 (C-8); 115.98 (C-5); 114.17
(C-Acetal); 89.24 (C-1'); 85.81 (C-4'); 83.09 (C-3");
80.82 (C-27); 61.13 (C-5"); 59.84 (0-CH,); 28.24 (CH,-
Acetal); 23.39 (CHs—Acetal); 13.99 ppm (CHB—Ester).
Cy H N, 05 (410.40)  Ber. € 49.75 H 5.40 N 13.50

Gef. C 40,66 H 5.38 N 13.48.
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0-2',3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-xanthosin (21b)

2.0 g (5.02 mmol) des Esters 21a werden in 60 ml Ethanol/
1N NaOH (1:1, v/v) geldst und 30 min bei Raumtemperatur
geriihrt, Durch Zusatz von Kationenaustauscher Amberlit
IR 120 (H+-Form) wird an der Glaselektrode neutralisiert.
Nach Abfiltrieren und Waschen des Ionenaustauschers wird
zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wird in 50 ml
Wasser aufgenommen und mit einer konz. Ammoniakldsung
auf pH 10 eingestellt. Die Losung wird auf eine Dowex-~
1 x 2 Anionenaustauschersdule (Acetat-Form, 30 x 1.5 cm)
aufgetragen. Elution mit einem linearen Gradienten aus
500 m1 Wasser/ 500 ml 0.5N Essigsdure ergibt eine Haupt-
zone, aus der nach Eindampfen 1.28 g (64%) glasiges Produkt
erhalten wird,
DC (Kieselgel, LS C): Rp = 0.63.
UV (Methamol): A . = 253 nm (e = 7800).
TH-NMR (DMSO-dg): 6= 7.02 (s, 8-H); 6.55 (4, J = 3 Hz, 1°-H);
5.1 (m, 2°- und 3'-H); 4.3 (m, 4’-H); 3.56 (d, J = 3 Hz,
5'°-H); um 2.3 (m, aliphatisches CHZ); 1.35 ppm (s, CH3-
Acetal).
C15H18N408 (382.35) Ber. C 47.12 H 4.75 N 14.65

Gef. C 47.42 H 4.92 N 14.91,

0-2',39~[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-xanthosin-0-5*~

monophosphat (22b)

410 mg (1 mmol) des Esters 21a werden - wie fiir 7b be-
schrieben - mit POCl3 phosphoryliert und aufgearbeitet.
4080 E257—Einheiten (50.4%) farbloses, amorphes 22b.
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IC (Kieselgel, LS B): Rp = 0.78.

Phosphatbestimmungen: a) Abbau mit alkalischer Phosphatase
ergibt ausschlieBlich 21b als Reaktionsprodukt. b) 0.52
E257—Einheiten (0.064 pmol) ergeben 1.44 EBZO-Einheiten

des Molybdédnblau-Kolloides, entsprechend 0.06 pmol Phosphat.

0-27,%"-[1-(2-Carboxyethyl) ethyliden}-cytidin (23b)

1.0 g (2.46 mmol) des Hydrochlorides des Esters (222)29
werden unter 21b - Bedingungen alkalisch hydrolysiert

und aufgearbeitet. Nach Chromatographie an Dowex 1 x 2
(Acetat-Porm) 148t sich eine Zone isolieren, aus der nach
Abdampfen 600 mg (71.4%) glasiges 23b erhalten werden,

IC (Kieselgel, LS C): Ry = 0.50.

DE (Kieselgel, LS G): Ry + 3.0 (relativ zu Cytidin).

UV (Methanol): X . =235, 269 nm (e = 7200, 7500).
"H-NMR (DMSO-d.):6 = 7.70 (d, J = 7 Hz, 6-H); 7.28 (s, breit,
NH,); 5.70 (d, J = 7 Hz, 5-H); 5.57 (4, J = 2.5 Hz, 1’-H);
um 4.9 (m, 2’- und 3’-H); um 4.0 (m, 4'-H); um 3.6 (m, 5’-H);
um 2.3 (m, CH2—C=O); un 2.0 (m, CHZ—Acetal); 1.27 ppm (s,
CH3—Acetal).
3¢c-_nmr (DMS0-dg): 6 = 174.0 (C=0); 165.8 (c=2); 154.7 (C-4);
143.1 (C-6); 113.6 (C-Acetal); 94.1 (C-5); 92.9 (C-1");
86.7 (C-4'); 84.2 (C=3'); 80.7 (C-2*); 61.5 (C=5'); 33.8
(CH,-C=0); 28.3 (CH,-Acetal); 23.6 ppm (CH3-Aceta1).
C14Hq9N207 (341.33) Ber. C 49.26 H 5.61 N 12.31

Gef. C 49.05 H 5.50 N 12.25.
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0-2',3'-[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden]-uridin (24a)

4.88 g (20 mmol) Uridin werden in 75 ml trockenem Dimethyl-
formamid suspendiert und mit 5.7 g (40 mmol) Lévulinsiure-
ethylester, 5 ml Orthoameisensduretriethylester und 10 ml
T™ Chlorwasserstoff in p-Dioxan versetzt. Die Mischung

wird 24 h bei Raumtemperatur belassen und dann in 500 ml
trockenen Ether gegossen. Das sich abscheidende 01 wird

mit 200 ml trockenem Ether gewaschen, in Chloroform unter
Zugabe von einigen Millilitern 2 proz. wiésseriger NaHCO3-
Losung geldst, die organische Phase mit Wasser gewaschen
und zur Trockene eingedampft. Das Produkt fdllt als leicht
braunes 01 an, das sich durch hdufiges Nachdampfen mit
Aceton zum Aufschéumen bringen 1dBt. Man erhidlt 5.92 g
(80%) glasiges, gelbliches 24a.
DC (Kieselgel, LS C): Rp = 0.41.
UV (Methanol): A pax = 261 nm (€ = 9600),

"H-NMR (DMSO-d.): & = 7.45 (d, J = 7 Hz, 6-H)j 5.72 (4,

J =2.5 Hz, 1’-H); 5.38 (4, J = 7 Hz, 5-H); um 4.8 (m, 2'-
und 3’-H); um 4.1 (m, 4°-H); 4.07 (q, J = 7 Hz, CH2-Ester);
3.55 (d, 5°'-H); um 2.2 (m, O-CH2); um 2.0 (m, CHQ-Acetal);
1.28 (s, CHS-Acetal); 1.20 ppm (t, J = 7 Hz, CH3—Ester).
50-NMR (DMSO-dg): 6 = 172.6 (C=0); 163.2 (C-4); 150.4 C-2)3
142.0 (c-6); 113.8 (C-Acetal); 101.7 (C=5); 91.1 (C-1");
86.5 (C-4'); 83.8 (C-3'); 80.5 (C-2"); 61.3 (C-5")3 59.9
(0-CH,); 33.4 (CH,-C=0); 28.2 (CH,-Acetal); 23.6 (CHj-Acetal);
14.0 ppm (CH3-Ester).
CqeHpoN,0q (370.37)  Ber. C 51.89 H 5.99 N 7.56

' Gef. C 51.99 H 6.16 N 7.54,
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0-~2',3'=[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-uridin (24b)

1.0 g (2.7 mmol) des Esters 24a werden - wie fiir 21b be-
schrieben - alkalisch hydrolysiert und aufgearbeitet.
591 mg (64%) farbloses, glasiges 24b.
IC (Kieselgel, LS C): RF = 0.62.
DE (Kieselgel, LS G): Rp = + 3.0 (relativ zu Uridin).
UV (Methanol): .\ pax = 261 nm (€= 8700).
"H-NMR (DMSO-ag): & = 7.77 (4, J = 7 Hz, 6-H); 5.65 (d,
J = 2.5 Hz, 1'-H); 5.43 (d, J = 7 Hz, 5-H); um 4.8 (m, 2°’-
und 3’-H); 4.10 (m, 4’-H); 3.55 (m, 5’-H); um 2.2 (m, gﬁ2—0=0);
um 2,0 (m, CH,-Acetal); 1.25 ppm (s, CH3-Acetal).
VoM (DMS0-dg): 6 = 174.1 (C=0); 163.1 (C-4); 150.3
(c-2); 142.0 (C-6); 113.9 (C-Acetal); 101.7 (C-5); 91.1
(c-1?); 86.5 (C-47); 83.7 (C-=3"); 80.5 (C=27); 61.3 (C=-5');
32.8 (QH2—0=O); 28.2 (CHQ-ACetal); 2%3.6 ppm (CHB—Acetal).
Cq4HqgNo0g (342.31)  Ber. € 49.12 H 5.30 N 8.18

Gef. C 49.27 H 5.48 N 8,22,

0-2?,%'~[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden ]~uridin-0-5'-mono-

phosphat (26)

370 mg (1 mmol) des Esters 24a werden - wie fir 7b be-
schrieben - phosphoryliert und aufgearbeitet. 120 mg (32%)
farbloses, amorphes 26.

¢ (Kieselgel, LS C): Rp = 0.60; DC (PEI-Cellulose, LS C):
RF = 0.57.

Phosphatbestimmungen: a) Abbau mit alkalischer Phosphatase

ergibt ausschlieBlich 24b als Reaktionsprodukt. b) 0.348 Esgq-
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Einheiten (0.04 umol)*ergeben 1.08 Eg,o-Einheiten des
Molybdédnblau-Kolloides, entsprechend 0.045 umol Phosphat.

0-2',3'~[1-(2-Ethoxycarbonylethyl)ethyliden]~6-azauridin (25a)

Zu einer Suspension von 5 g (20.4 mmol) 6-Azauridin in
trockenem Dimethylformamid (70 ml) werden 6.25 ml (40 mmol)
Livulinsdureethylester und 4.64 ml (30 mmol) Orthoameisen-
sduretriethylester zugefiigt und die Mischung im Eisbad ab-
gekiihlt. Das unldsliche Material wird durch Zugabe von 8.5 ml
TM Chlorwasserstoff in p-Dioxan gel8st und die Mischung

72 h bei 4°C aufbewahrt. Der Fortgang der Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Die Mischung wird

in 750 ml trockenen Ether gegossen und das sich abschei-
dende dlige Produkt zweimal mit Ether gewaschen. Anschlies-
gend 18st man in Chloroform unter Zugabe von 2 proz. wis-
seriger Ncho3-Lﬁsung, widscht die organische Phase mit Was-
ser und dampft das LSsungsmittel ab. Man erh#lt ein farb-
loses, schweres 01, das sich auch durch hdufiges Nachdampfen
mit Aceton oder Ether nicht zum Aufschédumen bringen 1&Bt.
Nach mehrtigigem Trocknen im Exsiccator erh#lt 3.42 (46%)
farbloses 25a.

DC (Kieselgel, LS C): Rp = 0.58.

UV (Methanol): max = 263 nm ( ¢ = 4800).

* ¢ = 8700
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1Sc-MMR (DMS0-dg): 6 = 172.58 (C=0); 156.59 (C-4); 147.97
(C=2);3 136.3%2 (C-5); 113,13 (C-Acetal); 90.92 (C-1');
87.94 (C-4"); 83.15 (C=3'); 81.73 (C-2'); 61.97 (C-5');
59.84 (0-CH,); 33.29 (CH,-C=0); 28.04 (CHy,-Acetal); 23.44
(CHz-Acetal); 13.99 ppm (CHz-~Ester).
CygHyyN505 (371.36)  Ber. C 48.52 H 5.70 N 11.32

Gef. C 48.88 H 5.91 N 11.53.

0-2',3'-[1-(2-Carboxyethyl)ethyliden]-6-azauridin (25b)

1.0 g (2.7 mmol) des Esters 258 werden unter 21b - Be-
dingungen alkalisch hydrolysiert und aufgearbeitet. 600 mg
(65%) farbloses, amorphes 25b.

IC (Kieselgel, LS C): Rp = 0.70.

DE (Kieselgel, IS G): Rp = + 1.7 (relativ zu 6-Azauridin).

UV (Methanol): A max = 264 mm (e = 4500).
13c-NMR (DMSO-dg): 6 = 174.07 (C=0); 156.52 (C-4); 147.91
(C-2)3 136.25 (C-5); 113.20 (C-Acetal); 90.86 (C-1');
87.94 (C~47); 83,02 (C-37); 81.66 (C=2'); 61.91 (C=5');
33.48 (QH2-0=0); 28.11 (CHQ—Acetal); 23.38 ppm (CH3—Aceta1).
Cq3Hy7N50g (343.3) Ber. C 45.48 H 4.99 XN 12,24

Gef. C 45.26 H 5.28 N 12.11.

0-2',3'~[1-(2~Carboxyethyl)ethyliden]-6-azauridin-0-5'-mono-

phosphat (27)

370 mg (1 mmol) des Esters 25a werden - wie fiir 7b beschrieben -

mit POCI3 phosphoryliert und aufgearbeitet. Man erhdlt
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6700 E,¢,-Einheiten (32%)" farbloses, glasiges 27.

DC (Kieselgel, LS C): Rp = 0.60; DC (PEI-Cellulose, LS C):
Rp = 0.54.

Phosphatbestimmungen: a) Abbau mit alkalischer Phosphatase
ergibt ausschlieBlich 25b als Reaktionsprodukt. b) 0.335

E264-Einheiten (0.056 pmol) ergeben 0,152 E,,,-Einheiten

820
des Molybdénblau-Kolloides, entsprechend 0.06 umol Phosphat.

6-0xoheptansidure (6-Ketotnanthsiure)

12.6 g (0.1 mol) 1-Acetylcyclopentanon werden 3 h mit 100 ml
5 proz. wisseriger NaOH-Ltsung gekocht. Nach Abkiihlen wird
das Gemisch in 300 ml Wasser geldst und tropfenweise mit

so viel konz. Salzsdure versetzt, daB sie gerade noch al-
kalisch reagiert. Es wird mit Ether extrahiert, und die wis~
serige Phase mit konz. Salzsiure stark angesduert. Man ex-
trahiert mit Chloroform und destilliert im Olpumpenvakuum
nach Vertreibung des Losungsmittels. Parbloser Festkdrper,

Sdp. 4 123°C, Schmp. 35°C, Ausbeute 6.62 g (55%).

6-0Oxoheptansdureethylester

6.02 g (0.05 mol) 6-Oxoheptanséure und 0.25 mol Ethanol
werden mit trockenem Chlorwasserstoffgas gesittigt und die
Mischung 10 h unter RickfluB gekocht. Die Hauptmenge des

ilberschiissigen Alkohols wird iiber eine 20 em Vigreux-Kolonne

* £= 6100



17

abdestilliert und der Destillationsrlickstand in die fiinf-
fache Menge Eiswasser gegeben. Man trennt die organische
Phase ab und extrahiert die wiHsserige Phase dreimal mit
Ether. Die vereinigten organischen Phasen werden mit konz.
Sodaldsung entsduert, liber CaCl, getrocknet und anschlies-
send im Olpumpenvakuum fraktioniert. 6.47 g (75%) farblose
Flissigkeit, Sdp.,,:117 - 122°C, 037 = 1.4306 (Lit.>" SAp. g,
17 - 122°%, n3’ = 1.4305).

3c-NMR (DMSO-dg): 6 = 208.07 (C-6); 172.78 (C=1); 59.64
(0-CH,); 42.41 (C~5); 33.42 (C-2); 29.59 (C-7); 24.09 (C-4);
22.75 (C-3); 14.12 ppm (CH;—Ester).

5-0xohexansiureethylester

20 g (154 mmol) 5-Oxohexansdure werden - wie beschrieben -
verestert.16.8 g (69%) farblose Fliissigkeit vom Sdp.ypt

110 - 115% (Lit.77 Sdp.y,: 110 =115%), 03’ = 1.4265.
PSc-NMR (DMSO-dg): 6 = 207.75 (C-5); 172.58 (C-1); 59.71
(0-CH,); 41.12 (C-2); 32.77 (C-4); 29.59 (C-6); 18.72 (C-3);

14.12 ppm (CHB-Ester).

4,4-Diethoxypentansdureethylester

144 g (1 mol) Livulinsdureethylester werden mit 183 g (1.1 mol)
Orthoameisensduretriethylester und 36 g (1 mol) wasserfreiem
Ethanol sowie 10 Tropfen konz. Schwefelsdure versetzt und iiber
Nacht stehen gelassen. AnschlieBend neutralisiert man mit

3 ml Triethanolamin und dampft den entstandenen Ameisen-

sdureethylester sowie iiberschilssiges Ethanol am Wasserbad ab.
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Der Riickstand wird im Olpumpenvakuum destilliert. 76.5 g
(8%%) einer farblosen, aromatisch riechenden Flﬁssigkeit,
5dp.,: 98 - 100°C, Sdp. ¢ 70 - 71°%C (11t.40 sap..: 98 -
100°C); n3’ = 1.4219.

3¢-mmr (DMSO-d¢): 6 = 172.84 (C=1); 100.70 (C-4); 60.03
(CHZ-Ester); 55.43 (2 x O-CH2-Aceta1); 32.51 (C-2); 29.53
(c-3); 21.82 (C-5); 14.25 ppm (CH;-Ester).

5,5-Diethoxyhexansdureethylester

8.3 g (52.4 mmol) 4-Acetylbuttersiureethylester, 8.5 ml

(51 mmol) Orthoameisensiuretriethylester, 3.6 ml (100 mmol)
wasserfreies Ethanol sowie 5 Tropfen konz. SchwefelsHure
werden - wie fiir 4,4-Diethoxypentansiureethylester beschrie-
ben - umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhdlt 4.1 g (80%)
einer farblosen, aromatisch riechenden Flissigkeit, Sdp.o.ez
78 - 80%, n3’ = 1.4261.

Vo-mm (MS0-a¢): 5 = 172.84 (C-1); 101.02 (C-5); 59.84
(CH,-Ester); 55.17 (2 x 0-CH,-Acetal); 33.94 (C-2); 33.09
(C-3); 19.88 (C~6); 19.04 (C-4); 15.48 (2 x CHj=Acetal);
14.25 ppm (CH3-Eater).

Darstellung von Za durch Umacetalisierung

1.0 g (3.7 mmol) Inosin werden in 30 ml Dimethylformamid
suspendiert und mit 4.5 g (20 mmol) 4,4-Diethoxypentan-
sdureethylester sowie 0.5 ml 7M Chlorwasserstoff in p-Di-

oxan versetzt, Nach 2 h und 24 h wird der Reaktionsmischung
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eine Probe entnommen und diinnschichtvhromatographisch
(Kieselgel, LS C) mit Inosin und 2a verglichen (Abb. 3).
Nach 24 h bei Raumtemperatur ist die Umsetzung vollst#ndig,
und die Reaktionsmischung kann - wie fiir 2a beschrieben -
aufgearbeitet werden. 880 mg 2a (59.5%), physikalische
Daten entsprechen denen auf S, 98.

Eine Verseifung von 2a mit 1N NaOH aq fithrt zur SHure 3a,
was dﬁnnschichtbhromatographisch (Kieselgel, LS D) nach-

gewiesen werden kann (Abb, 3).

Darstellung von 2b durch Umacetalisierung

1.0 g (3.7 mmol) Inosin werden - wie fiir 2a beschrieben -
mit 4.5 g (20 mmol) 5,5-Diethoxyhexansiureethylester um-
setzt und aufgearbeitet. Hier ist die Reaktion nach 5 h
vollstdndig. Eine Verseifung des Produktes mit 1N NaOH aq
fihrt auch hier zur SHure 3b, was diinnschichtchromato-
graphisch nachgewiesen werden kann (Kieselgel, 1S D).

Man erh#dlt 2b in 60 proz. Ausbeute (915 mg), die physika-

lischen Daten entsprechen denen auf S.101.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Kupplung der 0-2°,3°-

Ethylidennucleosid-Derivate und deren 5°’-Phosphate mit

6-Aminohexylagarose

0.1 bis 1 mmol der S&uren 3a-~c, 6a-c, 7b,d, 11b-13b, 21b,

23b, 24b, 26 und 27 (s. Tab. 7) werden in 20 ml Wasser/

Dioxan (7:%, v/v) geldst, wenn erforderlich, unter leichtem
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Erwérmen. Die Losungen werden mit Mengen zwischen 5 und

20 g feuchter 6-Aminohexylagarose (s. Tab. 7) versetzt.

Die Suspension wird 10 min. geschiittelt und dann mit 200 mg
(1 mmol) N-Ethyl-N'-(3~dimethylaminopropyl)carbodiimid
hydrochlorid (EDC) in der Kdlte versetzt. Man schiittelt
iiber Nacht an einem Schwenkschiittler, filtriert und wischt
mit je 250 ml Wasser/Dioxan (7:3), 0.1 M NaHCOa, 0.01 M
Salzsdure, 0.5 M NaCl und Wasser. Man erh#ilt die farblosen

Agarose-Derivate.

Ligandenbestimmung der Nucleosidgele

Gleiche Mengen der feuchten Gele 16a-c, 17a-c, 18-20, 21c,

32 und 33 (500 mg), sowie feuchte 6-Aminohexylagarose
(Blindwert) werden bei 95°C im Vakuum bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet (ca. 72 h). Von diesen Proben werden
jeweils gleiche Mengen und eine definierte Menge der Acetale

6a-c, 3a-c, 11b=13b, 21b, 23b und 24b in je 5 ml 1N Salz-

sdure genau 30 min bei 100°¢ hydrolysiert. AnschlieBend
werden die Extinktionen beim jeweiligen A max des zugehd-
rigen Nucleosides in 1-cm-Quarzkiivetten bestimmt. Durch

Differenzbildung aus EGel und Vergleich mit

= EyR-Agarose
der Extinktion des jeweiligen Ligandenhydrolysates erh#lt

am die ligandenkonzentration (s. Tab. 7).

Ligandenbestimmung der Nucleotidgele

500 mg der Gele 164, 17d, 34 und 35 werden bei 95°C bis

zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet, wobei das Gel
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ca. 96% seines Gewichtes verliert. Eine definierte Menge
des Harzes wird in 0.5 ml Wasser gequollen und anschlies-
send mit 1.5 ml 10 proz. Mg(NOB)z-Lﬁsung in Ethanol/Wasser
(1:1, v/v) versetzt. Die Losung wird in einem Duran-Test-
rohr verascht, und der Rickstand mit 7.5 ml 1N SalzsHure
30 min bei 100°C hydrolysiert., Ein Aliquot dieser LOsung
(300 p1) wird mit 700 p1 einer frisch bereiteten Mischung
(1:6, v/v) aus einer 10 proz. wisserigen L-Ascorbinsiure-
Losung und einer 0.42 proz. Ammoniummolybdat (x 4 HQO)-
Losung in 0.5M Schwefelsfure versetzt. Die Losung wird

1 h bei 37° inkubiert, und anschlieBend die Extinktion
bei 820 nm (Kilvettendicke 1 cm) bestimmt. Mit der Aqui-

valenz 1 pmol Phosphat = 24 E -Einheiten 148t sich die

820
Ligandenkonzentration berechnen (s. Tab. 7).

Enzymatische Desaminierung der Polymere 16a bis c

Eine 0.5-mm-Quarzkiivette (Helma, 170 pl Inhalt) wird mit
einer Suspension der Polymere 16a, 16b bzw. 16c in Sdren-
sen Phosphatpuffer (1/15 M, pH 7.6) gefiillt und mit 2.°%

x 1072

units (5 p1) Adenosin Desaminase versetzt. Nach
dem Absitzen des Geles (ca. 3/4 FPlillhbhe) wird zwischen
der 10. und 60. Minute der Extinktionsabfall bei 26C nm
bestimmt und die Steigungen der linearen Bereiche mit-

einander verglichen (s. Tab. 2).
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Wertetabelle 7

Ligandenkonzentrationsbestimmung

Ansatz
Einwaage Extinktion
Reaktions-| , c
Gel|Ligandenmenge AH-Agarose volumen Gel AH-Agarose Ligand| Gel AH-Agarose Ligand Ligand
(mg) (m1) (m1) (mg) (mg) ( mol) (hmol/g)
16a 50 5 10 9.3 9.3 10.02 0.717 0.422 1.67 190.2
16bv 50 5 10 12.3 12.3 9.96 0.655 0.309 2.19 160.0
16c 50 5 10 11.5 11.5 8.50 0.515 0.345 1.86 165.4
17a 146 10 20 5.8 5.8 1.25 0.370 0.020 0.34 215.0
17 400 20 20 12.7 12.7 1.7 0.728 0.440 0.41 240.0
17¢ 400 20 20 12.7 12.7 1.94 0.599 0.440 0.54 100.0
18 54.6 5 10 9.5 9.5 10.0 0.698 0.415 1.51 202.0
1 54.5 5 10 9.0 9.0 10.0 0.505 0.380 1.10 126.0
20 54.5 5 10 9.0 9.0 10.0 0.725 0.585 0.89 176.0
21¢ 50 5 10 6.0 6.0 1.25 0.340 0.173 0.17 200.0
32 50 5 10 8.4 8.4 2.83 0.624 0.505 0.25 166.0
33 51 5 10 8.4 8.4 10.20 0.578 0.463% 0.75 189.0
164 89.2 5 10 3.8 - - 0.680 - - 184.4
174 67.1 5 10 3.8 - - 0.822 - - 223%,0
34 42,2 5 10 14.3 - - 1.270 - - 124.0
35 8.5 5 10 14.3 - - 0.254 - - 26.0
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Inhibition von Adenosin Desaminase

Jeweils 100 1 einer Adenosin-Stamml&sung, die 0.1 pmol
Adenosin enthidlt, wird entweder direkt mit S6rensen-
Phosphatpuffer (1/15 M, pH 7.6) auf 1 ml aufgefiillt oder
nach Zusatz von 100 pl der Inhibitor-Stammlﬁsung, welche
je nach Inhibitor zwischen 0.1 und 1 pmol enthdlt, auf

1 ml verdiinnt. Man versetzt mit 2.5 x 10™° units (5 ul)
Adenosin Desaminase in Phosphatpuffer und verfolgt die
Abnahme von E260 in einer 1-cm-Quarzkiivette. Die negative
Steigung des linearen Bereiches (1. bis 2. Minute) der
Messung ohne Inhibitor wird willkiirlich gleich 100% ge-
setzt. Die Anfangssteigungen der Inhibitorversuche bezogen
auf Adenosin sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Inhibition von Orotidin-5’-monophosphat Decarboxylase durch 27

Die relative Anfangsgeschwindigkeit der Decarboxylierungs-
regktion von OMP durch OMP-DC in Anwesenheit von 27 wird
ebenfalls optisch bestimmt. Iabéi werden folgende Mengen
eingesetzt: 0.1 umol OMP, 0.1 bzw. 0.73 pmol 27, 107> units
OMP-DC, Gesamtvolumen 1 ml Sorensen-Phosphatpuffer (1/15 M,
pH 7.6). Der Verbrauch von OMP bei Raumtemperatur wird bei
285 nm 10 min lang gemessen. Die Steigung zwischen der 1.
und 2. Minute wird als Anfangsgeschwindigkeit definiert
und fiir eine Messung ohne Inhibitor gleich 100% gesetzt.
Bei einem molaren Verhidltnis Substrat/Inhibitor wie 1:1
betrigt der Wert 85%, bei einem molaren Verhdltnis 1:7.3

betridgt er nur noch 35%,
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Inhibition von Guanase sowie Xanthin Oxydase durch Xantho-

8in- und Guanosin-Derivate

Die Inhibition von Guanase und Xanthin Oxydase durch
Xanthosin- und Guanosin-Derivate kann ebenfalls optisch
bestimmt werden. Bei den Versuchen mit Guanase werden
folgende Mengen eingesetzt: 0.1 pmol Guanin, 0.85 pmol
Inhibitor, 5 x 107> units Guanase, Gesamtvolumen 1 ml
Sérensen-Phosphatpuffer (1/15 M, pH 7.6). Der Extinktions-
abfall wird bel 246 nm verfolgt. Bei den Versuchen mit
Xanthin Oxydase werden folgende Mengen eingesetzt: 0.1
pmol Xanthin, 1.6 pymol Inhidbitor, 2 x 10'3 units Xanthin
Oxydase (5 pl), Gesamtvolumen 1 ml SBrensen-Phosphatpuf-
fer (1/15 M, pH 7.6). Der Extinktionsabfall wird bei 267 nm
verfolgt.

Die Ergebnisse beider Versuchsreihen sind in Tab. 4 auf-
gefithrt.

Affinitdtschromatographie von Adenosin Desaminase an den

Polymeren 17a-c, 16a, 18 und 20 - Unspezifische Elution

Die Gele 17a-c, 16a, 18 und 20 werden sofgréltig mit Wasser
gewaschen und 30 min entgast. Sie werdeh Jeweils in eine
thermostatierbare Sﬁule (20 x 0.9 cm) eingefiillt und mit
entgastem Strensen-Phosphatpuffer (1/15 M, pH 7.6) #Hqui-
libriert (drei Tot#olumina). Angeschlossen an die SHule
ist eine LeitfdhigkeitsmeBzelle (Zellkonstante 12.6 cm'1,
WIW Instrumente, Weinheim). Die Praktionierung erfolgt

mittels eines UltroRac Praktionssammlers (LKB, Schweden)
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nach Extinktionsmessung mit einem Uvicord III DurchfluB-
photometer (LKB, Schweden) bei 254 und 278 nm jewells
gegen eine Blindldsung. DurchfluBgeschwindigkeiten werden
mit einer Vario-Perpex-Pumpe (IKB, Schweden) fest einge-
stellt. Beide Extinktionssignale sowie das Leitfthigkeits-
signal werden auf einem 6-Kanal-Schreiber (1KB, Schweden)
kontinuierlich aufgezeichnet.

Fir jeden chrométographischen Versuch werden 0.2 E278'
Einheiten Adenosin Desaminase (100 pl = 0.5 mg) auf die
jeweilige SHule aufgegeben, wobei die Temperatur mittels
eines Thermostaten auf 25%C festgelegt wird.

Zur Bestimmung der minimalen NaCl-Desorptionskonzentration,
die zur Elution des Enzyms vom jeweiligen Gel erforderlich
ist, eluiert man stufenweise in 0.05M NaCl-Schritten mit
2-ml-Fraktionierung. Unterhalb der Desorptionskonzentration
kann das Enzym nicht innerhalb von 35 Totvolumina eluiert
werden. Oberhalb der Desorptionskonzentration bricht es
quantitativ mit dem ersten Totvolumen durch. Die minimalen
NaCl-Desorptionskonzentrationen fir die verschiedenen Gele

sind in Tab. 8 aufgefiihrt.

minimale NgCl—Desorptions— KM bzw. KI der
Gel konzentration (mM) Nucleosidliganden
18 150 -
17a 300 16 x 107
16a 900 3.1 x 107 M
20 1400 0.88 x 107°M
17b 200 -
17¢c 200 -

mah, 8: Minimale Desorptionskonzentrationen (NaC1l) der
— " Affinititsgele 18, 17a-c, 16a und 20 sowie KM/KI
der jeweiligen Wucleosidliganden.
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Zur Bestimmung der Durchbruchskapazitét fiir das Polymer

17a werden 0.8 E,;g-Einheiten Adenosin Desaminase auf eine
Sdule (20 x 0.9 cm) mit #quilibriertem 172 aufgegeben (25°,
DurchfluBgeschwindigkeit: 80 ml/h). 0.1 E278-Einheit
Adenosin Desaminase wird dabei bereits mit dem Totvolumen
des Aufgabepuffers (Sdrensen, 1/15 M, pH 7.6) elulert.

Bei Elution mit 0.5M NaCl werden 0.705 E278-Einheiten
eluiert. Daraus 1&Bt sich die SHulenkapazitdt zu 337 ug
ADA/g Gel 17a (10.9 nmol/g 17a) errechnen.

Auf entsprechende Weise 1dB8t sich die Durchbruchskapazitét
vei 15°C zu 10.7 nmol/g 172 und bei 35°C zu 9.1 mmol/g 17a
bestimmen.

0.4 E278—Einheiten Adenosin Desaminase werden mit 0.4 E278-
Einheiten Alkohol Dehydrogenase bzw. Guanase gemischt

und an 17a sowie 16a chromatographiert (Strensen, 1/15 M,
pH 7.6, 2500, 80 ml/h). Die letzteren Enzyme werden mit
einem Totvolumen des Aufgabepuffers eluiert und enthalten
keine Desaminase-Aktivitdt, was durch Inkubation der ent-
sprechenden Praktionen mit Adenosin und anschlieBender
Dinnschichtchromatographie (Kieselgel, LS C) qualitativ
gezelgt werden kann. Adenosin Desaminase wird von 17a mit
einer 0.5M NaCl-Losung eluiert, wﬁhrend>es von 16a erst

mit einer 1M NaCl-Ldsung eluiert werdeﬁ kann. Die ADA-
enthaltenden Fraktionen werden gesammelt, und je 100 u1l
dieser Lésungen werden mit 900 p1l einer Adenosin-Stamm-
15sung (10 pg/ml) #ersetzt. Innerhalb einer Minute ist eine
vollsténdige Umwandlung des Adenosins in Inosin erfolgt.
bEpgg und AEy,q (vor und nach Zugabe der Enzymlosung) be-
tragen - 0.254 und + 0.083.



127

Affinitdtschromatographie von Orotidin-5’-monophosphat

Decarboxylase an den Polymeren 34 und 35 - Unspezifische

Elution

Die Gele 34 bzw. 35 werden sorgfdltig mit Wasser gewaschen
und entgast. AnschlieBend werden sie in auf 10°C thermo~
statierte Sdulen (10 x 0.9 cm) eingefﬁllt und mit ent-
gastem Sdrensen-Phosphatpuffer (1/15 M, pH 7.6) Hquili-
briert (drei Totvolumina). Fraktionierung, kontinuierliche
Extinktionsmessung (254 und 278 nm), Leitfdhigkeitsmessung
sowie Einstellung der DurchfluBgeschwindigkeit erfolgt

wie oben beschrieben.

Zu jedem chromatographischen Experiment werden 1 mg OMP-DC/
OMP-PP (Mixed Enzymes, Sigma, U.S.A.), geldst in 200 p1l
Sorensen-Phosphatpuffer, auf eine SHule mit 34 oder 35
aufgegeben.

OMP-PP wird in jedem Fall mit einem Totvolumen des Aufgabe~
puffers eluiert und enthdlt keine Decarboxylase-Aktivitat.
Letzteres kann durch qualitative Diinnschichtchromatographie
nach Inkubation von OMP mit den entsprechenden Fraktionen
(1 n, 37°C, Sérensen-Phosphatpuffer) nachgewiesen werden.
OMP-DC kann vom Produktgel 34 mit einem Totvolumen einer
0.5M NaCl-Losung eluiert werden, widhrend zur Elution der
Decarboxylase vom Inhibitorgel 35 eine 1M NaCl-Ldsung

(ein Totvolumen) bendtigt wird (Abdb. 22).
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Affinitdtschromatographie von Guanase an 21c und immobili=-

siertem Guanosin

1 mg Guanase (100 pl Sérensen-Phosphatpuffer, 1/15 M,

PH 7.6) wird an den Polymeren 21c und immobilisiertem
Guanosin chromatographiert. Alle weiteren Mengenangaben,
sowie technische Angaben entsprechen denen auf S.124 .
Mit einem Totvolumen des Aufgabepuffers wird von beiden
Gelen eine Vorzone eluiert, die eine hohe Leitféhigkeit
besitzt und keine Desaminase-Aktivitdt zéigt (Dc, Kiesel-
gel, LS C). Von 21c wird mit einer 0.5M NaCl-L&sung eine
weitere Zone eluiert, die Desaminase-Aktivitdt aufweist.
Von immobilisiertem Guanosin kann erst mit einer 1M RaCl-

Lésung diese zweite Zone eluiert werdenm (Abb. 20).

Affinitdtschromatographie von Xanthin Oxydase an 21c

1 mg Xanthin Oxydase (100 pl S8rensen-Phosphatpuffer, 1/15 M,
pH 7.6) wird am Polymer 21c chromatographiert. Alle wei-
teren Mengenangaben sowlie technische Angaben entsprechen
denen auf S.124 . Mit einem Totvolumen dgs Aufgabvepuffers
wird eine Vorzone eluiert, die keine Oxydase-Aktivitét
besitzt. Mit einer 0.5M NaCl-Losung wird eine Hauptzone
eluiert, deren Inhalt nach Inkubation mit Xanthin und
anschlieBender Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, LS C)
als Xanthin Oxydase identifiziert werden kann (Abb. 21).
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Aufreinigung von Adenosin Desaminase aus Kédlberdarm an 17a

1. Stufe:

5 kg frischer Kédlberdarm wird mit Wasser gewaschen und

in ca. 5 - 10 cm lange Stiicke zerschnitten. Der Darm

wird in einer Miihle homogenisiert und anschliefBlend in

einer Zentrifuge bei 13000 Umdrehungen/min zentrifugiert.
Der fliissige Uberstand wird gesammelt, mit demgleichen
Volumen Ssrensen-Phosphatpuffer, 1/15 M, pH 7.6 versetzt.
Diese Losung verliert innerhalb von 2 d alle Desaminase-
Aktivitdt. Sie wird daher sofort mit dem vierfachen Volumen
Aceton versetzt, wobei alle Proteine ausfallen. Der Nieder-
schlag wird filtriert und wieder in 1 1 Sorensen-Puffer
aufgenommen. Es wird erneut durch Zugabe von 4 1 Aceton
gefdllt und filtriert. Der Niederschlag wird im Exsiccator
getrocknet und bei - 18°c aufvewahrt. In diesem Zustand

ist innerhalb mehrerer Monate ein nur geringfiigiger Akti-
vitédtsverlust an Adenosin Desaminase zu beobachten.
2.5tufe:

288 mg des Proteinniederschlages werden in 250 ml Strensen-
Phosphatpuffer geldst (4 - 5 h schiitteln) und filtriert

(¢ 3 Pritte). 100 pl1 der LBsung werden - wie auf S. 97
beschrieben - filir eine ADA-Bestimmung eingesetzt. Es er-
geben sich 13.75 units/250 ml. Eine Lowry-Bestimmung er-
gibt den Gesamtproteingehalt. Aus beiden Werten wird eine
Aktivitdt von 0.0434 units/mg errechnet.

Die Protein-Losung wird an einer S#ule mit 17a chromato-
graphiert (0.9 x 10 cm, 9.54 nl Gelvolumen, 10°C, 24 ml/h,

Ligandenkonzentration am Gel 10.8 pmol/g feuchtes 17a).
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AnschlieBend wird die Sdule mit 250 ml SSrensen-Phosphat-
puffer gewaschen, wobei die Hauptmenge des Proteins eluiert
wird. Mit einer 0.5M NaCl-Losung wird eine zweite Zone
eluiert, die Adenosin Desaminase enthédlt. Das Gesamtvolumen
der zweiten Zone betrdgt 36 ml. Diese Ldsung enthdlt 7.2
units ADA und 14 mg Protein (57.6%), woraus sich eine
spezifische Aktivitdt von 0.514 units/mg ergibt.

Der Tremnnfaktor B8 des chromatographischen Prozesses betrigt:
0.514 units/mg / 0.04%4 units/mg = 12.

Eine nochmalige Chromatographie der Proteinldsung (36 ml)
ergibt unter denselben Bedingungen wie oben eine L8sung

der spezifischen ADA-Aktivitdt 0.86 units/mg. Damit erhdht

sich der Trennfaktor bei einer Ausbeute von 1004 auf 20.

Aufreinigung von Adenosin Desaminase aus K#dlberdarm an 16a

200 mg der Proteintrockensubstanz werden mit 50 ml Strensen-
Phosphatpuffer 4 - 5 h extrahiert und anschlieBend fil-
triert (G 3 Fritte). Man erhdlt eine Ldsung (43 ml), die

9.5 units ADA enthdlt und eine Aktivitdt von 0.072 units/mg
besitzt.

Die gesamte Losung wird an 16a chromatographiert (0.9 x 8 cm,
Gelvolumen 5,4 ml, 10°C, 24 ml/h, Ligandenkonzentration am
Gel 10.35 pmol/g feuchtes 16a). Die Stule wird mit 250 ml
Sérensen-Puffer gewaschen, wobei die Hauptmenge des Pro-
teins eluiert wird. Anschlieflend wird mit 250 ml O.5M
NaCl-Lésung eluiert, wobei sich drei Zonen ergeben, von

denen keine Adenosin Desaminase enthdlt. Durch Elution mit
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200 ml 1M NaCl-Losung wird eine weitere Zone eluiert, die
ADA-Aktivitdt aufweist (7.5 units, 79%). Die Aktivitdt be-
trdgt 2 units/mg, sodaB sich ein Aufreinigungsfaktor B von

7.5 units/mg / 0.072 units/mg = 104 ergibt (Abb. 11).

Trennung eines Gemisches Adenosin Desaminase/Rinderserum-—

Albumin an 16a

200.0 mg Albumin (aus Rinderblut) sowie 50 units (50 ul)
Adenosin Desaminase werden in 500 ml Sdrensen-Phosphat-
puffer geldst. Die Aktivit#t der Losung ergibt sich zu
0.25 units/mg. 290 ml dieser Lésung (29 units/116 mg Protein)
werden an lég chromatographiert (0.9 x 8 cm, Gelvolumen
5.4 ml, 10°C, 24 ml/h, Ligandenkonzentration am Gel 10.35
pmol /g feuchtes 1§g). Es wird mit 500 ml S6rensen-Puffer
gewaschen, wobei die Hauptmenge des Albumins eluiert wird.
AnschlieBend eluiert man mit 200 m1 1M NaCl-Ldsung, wo-
durch eine Zone isoliert werden kann, die ADA-Aktivitét
aufweist (30 units, ca. 100%). Die ADA-enthaltenden Frak-
tionen werden gesammelt und die Aktivitdt der Losung be-
stimmt: 115.4 units/mg. Der Trennfaktor B ergibt sich zu:
115.4 units/mg / 0.25 units/mg = 462,

Affinitdtschromatographie von Adenosin Desaminase an 17a -

Spezifische Elution durch Adenosin

100 units ADA (100 ul) werden auf eine Sdule mit 17a aufge-

geben (Aufgabepuffer: Strensen-Puffer/Dioxan, 9:1, Sdulen-
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abmessungen: 0.9 x 10 cm, Gelvolumen 6.4 ml, 16 ml/h,
Ligandenkonzentration am Gel 10.0 pymol/g feuchtes 115).
Men widscht mit 50 ml des Aufgabepuffers und eluiert dann
mit einem linearen Adenosin-Gradienten (50 ml 10mM Adeno-
sin in SBrensen-Puffer/Dioxan, 9:1, gegen 50 ml Strensen-
Puffer/Dioxan, 9:1). Das Totvolumen betrdgt 7.5 ml, die
Temperaturen betragen 0, 5, 12, 20 bzw. 30°C, und die
Praktionierung erfolgt in 3 ml-Schritten. In jeder Fraktion
wird eine Lowry-Bestimmung durchgefiihrt (5 ml Gebrauchs-

. 18sung, 0.5 ml Reagensldsung) und anschlieBend die Extink-
tion bei 620 nm gegen eine Blindlésung in 1-cm-Quarzkiivet-
ten bestimmt. Eine Auftragung der Extinktion gegen die
Fraktionsnummer ergibt das Elutionsprofil des chromatogra-

phischen Prozesses (Abb. 13).

Affinitdtschromatographie von Adenosin Desaminase an 17a ~

Spezifische Elution durch Inosin

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben wird eine
Chromatographie von Adenosin Desaminase an 17a beil 20%
durchgefiihrt, Die Elution erfolgt mit einem linearen
Gradienten aus 50 ml 40 mM Inosin in Strensen~Puffer/
Dioxan, 9:1, gegen 50 ml S8rensen-Puffer/Dioxan, 9:1. Des
Totvolumen betrdgt 6.5 ml. Das Elutionsprofil (E.,, gegen
Fraktionsnummer) ist in Abb. 17 abgebildet.
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