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78. Synthese des (R)-trans-11-Hydroxy-8-dodecensidure-lactons
(Recifeiolid)
von Hans Gerlach, Konrad QOertle und Adolf Thalmann

Laboratorium fir Organische Chemie der Eidgenossischen Technischen Hochschule Ziirich

(5. 11. 76)

Synthesis of Recifeiolide. — Summary. The synthesis of the mould metabolite recifeiolide
(VIII), a 12-membered ring lactone, is described. 1, 3-Butandiol was resolved with (— )-camphanic
acid via the diastereomeric esters. The (R)-enantiomer was converted via (R)-1-iodo-3-butanol (IT)
into (R)-3-hydroxybutyl triphenyl phosphonium iodide (III1). Wittig condensation of the phos-
phorane derived from III with methyl 8-oxo0-octanoate (V) led to the methyl trans-11-hydroxy-8-
dodecenoate (VI). The corresponding hydroxy acid VII was transformed into the S-(2-pyridyl)
carbothioate which cyclizes under the influence of silver ion to the lactone VIII. With (—)-(R)-1, 3-
butandiol (I) as starting material the naturally occurring (+ )-(R)-recifeiolide (VIII) is produced
in 709, yield from VII.

In dieser Mitteilung soll die Synthese des Recifeiolids (VIII), eines ungesittigten,
optisch aktiven, 12gliedrigen Lactons, beschrieben werden. Recifeiolid (VIII) wurde
von Vesonder et al. {171) aus Kulturen des Pilzes Cephalosporium recifer isoliert. Die-
selben Autoren haben auch die Struktur der Verbindung aufgeklirt. Uber die biolo-
gische Rolle des Recifeiolids ist nichts berichtet worden.

Die Synthese des Lactons VIII geht aus vom (—)-(R)-1,3-Butan-diol(I)2), das
man aus dem rac. Diol durch Enantiomerentrennung mit (—)-Camphansiure iiber
die diastereomeren Ester gewinnt. Aus einer gesdttigten Losung der Ester in Cyclo-
hexan kristallisiert das Derivat des (—)-1,3-Butandiols rascher aus und kann durch
Umkristallisieren rein erhalten werden (vgl. exper. Teil}). Durch Verseifen gewinnt
man daraus das bis jetzt schwer zugingliche, linksdrehende Enantiomere. Die priméire
Hydroxylgruppe des 1,3-Butandiols wird beim Umsetzen mit einem Aquivalent
#p-Toluolsulfonylchlorid in Pyridin selektiv sulfonyliert und mit Natriumiodid in
Aceton gegen Jod ausgetauscht. Das so hergestellte (—)-(R)-1-Jod-3-butanol (II)
ergibt bei der Reaktion mit Triphenylphosphin das entsprechende Phosphoniumsalz
ITI.

Spaltet man 1-Methoxycycloocten (IV) mit Ozon in Methanol und reduziert das
Produkt mit Dimethylsulfid, so entsteht in guter Ausbeute3) der 8-Oxo-octansiure-
methylester (V). Dieser gibt bei der Wittig-Kondensation mit dem Phosophoran,
hergestellt aus dem Phosphoniumsalz IIT und #-Butyllithium in Ather, den 11-Hy-
droxy-8-dodecensiure-methylester (VI): die beiden Isomeren mit cis- und frans-
Anordnung der Substituenten an der Doppelbindung entstehen dabei im Mengen-

1) Die amerikanischen Autoren schlagen fir das wohlriechende 12gliedrige Lacton VIII den
Namen Recifeiolid vor (Privatmitteilung Dr. F. H. Stodola).

2} (+4)-(S)-1,3-Butandiol wurde von Levene et al. [2] mit (+)-(S)-Milchsdure verkniipft.

3)  8,8-Diithoxy-octansdureadthylester wurde schon von Schmidt & Grafen (3], ohne Isolierung des
Aldehyd-Zwischenproduktes, aus 1-Athoxycycloocten durch Ozonisierung, Reduktion mit
Wasserstoff/Palladium und Acetalisierung mit Tridthylorthoformiat hergestellt.
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verhiltnis 3:7. Belichtet man eine Losung dieses Gemisches und 2 mol%, Diphenyl-
disulfid in Benzol mit einer Quecksilber-Hochdrucklampe?), so erhdlt man nach
2 Std. ein Gemisch, das 839, des #rans-Methylesters neben 179%, des cis-Isomeren
enthiltd). Der (—)-(R)-frans-11-Hydroxy-8-dodecensiuremethylester (VI) lisst sich
durch Chromatographieren an mit Silbernitrat beschichtetem Kieselgel vom cis-
Isomeren abtrennen. Durch Verseifen erhilt man daraus die (R)-trans-11-Hydroxy-8-
dodecensdure (VII).

Die Cyclisierung der Hydroxysdure VII zum Recifeiolid (VIII) erfolgte durch die
von uns entwickelte Methode [5] der Aktivierung von S-(2-Pyridyl)-thiolestern mit
Agt-Tonen, die sich auch bei der Synthese [6] des Actin-Makrotetrolids Nonactin
bewahrt hat. Durch Reaktion von VII mit 2,2'-Dipyridyldisulfid und Triphenyl-
phosphin in Benzol bildet sich der S-(2-Pyridyl)-thiolester. Letzterer wird nicht iso-
liert, sondern durch Eintropfen in eine verdiinnte Ldsung von Silberperchlorat in
Acetonitril direkt cyclisiert. Bei dieser Reaktionsfolge entsteht aus der Hydroxy-
sdure VII, in 75%, Ausbeute, das 12gliedrige Lacton VIII.

Das synthetische Recifeiolid (VIII) entspricht in allen seinen Eigenschaften
(IR.-, NMR.- und Massenspektrum, optische Drehung) dem Naturprodukt®) [1].

4)  Diese durch photochemisch erzeugte Thiylradikale katalysierte cis/trans-Isomerisierung von
Olefinen wurde schon von Schulte-Elte & Ohloff [4] bei der Herstellung von iso-Caryophyllen
aus Caryophyllen angewandt.

Es wird angenommen, dass der bei der Isomerisierung im Uberschuss entstehende 11-Hy-
droxy-8-dodecensduremethylester frans-Anordnung der Substituenten an der Doppelbindung
besitzt. Mit dieser Annahme vertriglich ist auch die Bande bei 975 cm™! im IR.-Spektrum.
8)  Wir danken Herrn Dr. F. H. Stodola, Northern Regional Research Laboratory Peoria, fiir

eine Kopie des NMR.-Spektrums von natiirlichem Recifeiolid.

o
~
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Insbesondere besitzt es auch den gleichen positiven optischen Drehsinn. Damit ist
gezeigt, dass die Molekeln des natiirlichen Recifeiolids den (R)-Chiralititssinn be-
sitzen.

Die Synthese wurde zuerst mit dem leichter zuginglichen (+)-(S)-1,3-Butandiol
als Ausgangsmaterial durchgefithrt (vgl. exper. Teil). Dabei entsteht iiber den
(4)-(S)-trans-11-Hydroxy-8-dodecensiuremethyvlester das unnatiirliche (—)-(S)-trans-
11-Hydroxy-8-dodecensiure-lacton.

In einem Modellversuch cyclisierten wir auch die (+)-(R)-Ricinelaidinsiure [7],
die aus natiirlicher Ricinolsdure durch cisftrans-Isomerisierung leicht zuginglich ist.
Unter optimalen Bedingungen (vgl. exper. Teil) lisst sich diese Hydroxysiure mittels
der Silberionenaktivierungsmethode in 859, Ausbeute in das 13gliedrige (+)-(R)-
trans-12-Hydroxy-9-octadecensdure-lacton iiberfithren.

Die chiroptischen Eigenschaften des (+)-(R)-Recifeiolids (VIII) und des (+)-(R)-
Ricinelaidinsdurelactons sind erwihnenswert. Beide Lactone besitzen zwischen
365 und 589 nm einen positiven optischen Drehsinn, aber bei 225 nm einen negativen
Circulardichroismus (vgl. exper. Teil).

Anmerkung bet der Druckfahnen-Korrvektur (22.3.76): Inzwischen haben auch Corey et al.
[12] auf einem andern Weg das (4)-Recifeiolid synthetisiert,

Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zuy Fovderung der wissenschaftlichen
Forschung (Projekt 2.106.74) unterstiitzt.

Experimenteller Teil

Allgemeine Bemerkungen. Die Smp. wurden in einer Glaskapillare im Olbad bestimmt und sind
nicht korrigiert. Die IR.-Spektren (Angaben in cm™1} wurden auf einem Perkin-Elmer-157G-
Spektrometer und die NMR.-Spektren auf einem Varian-HA-100-Spektrometer aufgenommen.
Die Lage der Signale ist in §-Werten (ppm) bezogen auf internes Tetramethylsilan angegeben;
s = Singulett, d = Dublett, # = Triplett, § = Quadruplett, m = Multiplett, br. = breite unauf-
geloste Signale, /| = Kopplungskonstanten in Hz. Die Massenspektren wurden mit einem Hétachi-
Perkin-Elmer-RMU-6 D-Spektrometer aufgenommen. Die Spaltprodukte sind in Einheiten von
mfe und die Intensitit der Signale in Prozent (bezogen auf das intensivste Signal) in Klammern
angegeben.

Fur die Saulenchromatographie wurde Kieselgel Merck der Korngrosse 0,06-0,2 mm verwen-
det. Gas-chromatographische Analysen (GC.) wurden mit dem Carlo Evba-Fractovap Mod. G.1
(Flammenionisations-Detektor; 20 m Glaskapillare, beschichtet mit UCON HB; Helium als Tra-
gergas) bei der angegebenen Temperatur durchgefiihrt.

Diasteveomere Ester dev (~)-Camphansiure mit (—)- und (+)-1,3-Butandiol. 7,92 g rac-1,3-
Butandiol wurden mit 40 g (-~ )-Camphansiurechlorid in Pyridin verestert (vgl. [8]). Das Gemisch
der diastereomeren Camphansiureester (40 g, Smp. 100-125°) wurde in 250 ml Methylenchlorid
gelost, mit 750 ml Cyclohexan versetzt und 400 ml des Losungsmittels abdestilliert. In den ersten
12 Std. kristallisierte an der Glasoberfliche beim Abkiihlen der eine Ester in kleinen Prismen,
in den nédchsten 24 Std. aus der abdekantierten Mutterlauge der andere Ester in Nadelbiischeln.
Unmbkristallisieren der Prismen (19,2 g, Smp. 141--144°) aus dem oben angegebenen Losungsmittel-
gemisch ergab 15,8 g Ester aus (—)-1,3-Butandiol und (- )-Camphansiure, Smp. 147-148°. —~
MS.: 450 (M+).

Cg4H340s (450,5) Ber. C63,98 H7,61% Gef. C64,03 H7,61%

Umbkristallisieren der Nadelbiischel aus dem oben angegebenen Losungsmittelgemisch ergab
den Ester aus {+)-1, 3-Butandiol und {—)-Camphansiure, Smp. 105-106°. — MS.: 450 (M).

CaqH34Og (450,5) Ber. C63,98 H7,61% Gef. C64,08 H7,63%
49
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(—)-(R)-7,3-Butandiol (I). Der Camphansiurecster vom Smp. 147-148° wurde 18 Std. mit
wisseriger KOH-Losung gekocht und das Gemisch anschliessend mit Ather kontinuierlich ex-
trahiert: I vom Sdp. 100-102°/10 Torr, [alp = —29° (¢ = 1, CH;0H).

(+)-(8)-7,3-Butandiol. Acetessigsidurcithylester wurde nach Ridley [9] mit gdrender Hefe
zum (+)-(S)-3-Hydroxybuttersiureithylester reduziert: [a]p = +37° (¢ = 1, CHClz). Reduktion
mit LiAlHy in Ather ergab (4 )-(S)-1, 3-Butandiol: Sdp. 101-103°/10 Torr, [o]p = +25° (¢ =1,
CeHsOH) (Lit. [10]: [alp = +27° {¢ = 5, CeH50H)). Verseifen des Camphansiureesters vom
Smp. 105-106° ergab (+)-(S)-1, 3-Butandiol mit [«]p = +29° (¢ = 1, CeH;0H).

(£)-7-Jodbutan-3-ol. In eine auf — 25° abgekithlte Losung von 30 g (0,33 mol) 1, 3-Butandiol
in 75 ml Pyridin wurde innerhalb 30 Min. unter Riihren eine Losung von 69 g (0,36 mol)
p-Toluolsulfonylchlorid in 140 ml Pyridin getropft. Nach weiteren 30 Min. wurden 6 ml Wasser
tropfenweise zugegeben und das Gemisch zwischen Benzol, 28 HeSO4 und 28 KOH verteilt.
Der Eindampfriickstand der Benzolschichten (62 g) wurde zusammen mit 200 g NaJ in 2 1 Aceton
gelost und die Losung 1 Std. zum Sieden erhitzt. Nach Entfernen des Acetons 1.V. wurde der
Riickstand zwischen Benzol, Wasser und 28 KOH verteilt, die organische Phase eingedampft und
der Riuckstand i. HV. destilliert: 43 g, Sdp. 33-36°/0,01 Torr. Das Produkt enthélt laut GC. (85°)
879% 1-Jodbutan-3-ol neben 59 3-Jodbutan-1-ol und 8%, 1,3-Dijodbutan, kann aber direkt zur
Herstellung des Phosphoniumsalzes verwendet werden.

(+)-(8)-7-Jodbutan-3-ol. Hergestellt wie oben aus (+)-(S)-1,3-Butandiol von [a]p = +25°
(¢ =1, CoaHsOH). Das Zwischenprodukt 1-(p-Toluolsulfonyloxy)-butan-3-ol wurde durch Chro-
matographie an Kieselgel (Hexan/Athylacetat 3:2) gereinigt und mit Nal in Aceton umgesetzt.
Das Produkt ist dann frei von 1,3-Dijodobutan und 3-Jodobutan-1-ol (vgl. oben): Sdp. 30-34°/
0,01 Torr (Lit. [11] Sdp. 58-60°/0,5 Torr), [a]lp = +22° (¢ = 1,9, CgHs). — NMR. (CCly): 1,25
(@, J = 6,3H), 1,75-2,15 (br., 2H), 3,25 (¢, ] = 6,2H), 3,80 (m, 1H).

(F)-(3-Hydvoxybut-1-yl)-triphenyl-phosphoniumiodid. 5,84 g (22 mmol) Triphenylphosphin
und 4,03 g (20 mmol) (++)-1-Jodbutan-3-olin 20 ml Benzol wurden 20 Std. unter Riickfluss erhitzt,
das ausgefallene Salz (7,6 g) abfiliriert und aus 55 ml Methanol/Athylacetat 1:1 kristallisiert:
6,28 g (679%) grobe Prismen, Smp. 219-221° (Zers.).

CosHpsOPJ (462,3) Ber. C57,15 H 523 P6,70% Gef. C57,19 HS529 P6,599%

(+)-(S)-(3-Hydroxybut-1-yl)-triphenyl-phosphoniumiodid. Hergestellt wie oben aus (+)-1-
Jodobutan-3-ol von [a]p = +22° (¢ = 1,9, CgHe). Umkristallisiert aus Methanol/Athylacetat 1:1:
Prismen von Smp. 217-220°, [a]p = +2° (¢ = 1, CH3OH).

1-Methoxy-cycloocten (IV). 30 g Cyclooctanon, 40 g Orthoameisensiure-trimethylester und 1 g
p-Toluolsulfonsdurehydrat wurden wihrend 14 Std. auf 120-145° erhitzt. Die leichtfliichtigen
Produkte, Ameisensiuremethylester und Methanol, wurden dabei itber eine kurze Kolonne ab-
destilliert. Der erkaltete Riickstand wurde mit Kaliumcarbonat-Losung versetzt, abfiltriert und
destilliert: 24 g (70%) IV, Sdp. 62-63°/10 Torr. — IR. (CCly): 1665. - NMR. (CCls): 1,4-1,8 (br.,
8H), 1,9-2,5 (br., 4H), 3,42 (s, 3H), 4,40 (¢, J = 8,1H).

8-Oxo-octansiuremethylester (V). In eine Losung von 6 g 1-Methoxycycloocten in 70 ml Metha-
nol wurde bei — 78° bis zur Blaufarbung Ozon eingeleitet, dann 12 ml Dimethylsulfid zugegeben,
60 Min. bei RT. stehengelassen und das Losungsmittel i. V. entfernt (der Riickstand kann direkt
firr die Wittig-Kondensation [vgl. unten] eingesetzt werden): 8 g V vom Sdp. 72-76°/0,01 Torr,
einheitliche Substanz im Kapillar-GC. (135°). - IR. (CCly): u.a. 2710, 1740. - NMR. (CCly): 1,2-1,8
(br., 8H), 2,15-2,45 (br., 4H), 3,60 (s, 3H), 0,40 (m, 1 H).

(+)-(S)-trans-77-Hydroxy-8-dodecensiuremethylester. Zu einer Suspension von 10,0 g (21,6
mmol) des (+)-(S)-(3-Hydroxybut-1-yl)-triphenyl-phosphoniumiodids in 150 ml Ather wurden bei
25° unter Rithren innert 3 Min. 10 ml 2,2M #-Butyllithium in Hexan und nach 7 Min. 2,8 g
(16,3 mmol) 8-Oxooctansidure-methylester zu der roten Suspension tropfenweise zugegeben. Nach
20 Min. Weiterrithren gab man zu der jetzt gelben Suspension 10 ml Wasser, dekantierte die
Atherschicht und extrahierte den weissen Niederschlag mit weitern 100 ml Ather. Die Atherls-
sungen wurden eingedampft und der Riickstand an 300 g Kieselgel mit Cyclohexan/Athylacetat
3:2 chromatographiert: 1,16 g (319%). Das Produkt enthilt nach GC. (140°) 689, des frans- und
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329 des cis-Isomeren. Belichtet?) man das Produkt zusammen mit 50 mg Diphenyldisulfid, geldst
in 100 ml Pentan/Benzol 3:1, so erhédlt man nach 2 Std. ein Gemisch, das 849%, des trans- und 179%,
des cis-Isomeren enthilt. Durch Chromatographie an einer Kieselgel-Silbernitratsiule8) mit
Benzol/Athylacetat 4:1 lasst sich der (+)-trans-11-Hydroxy-8-dodecensiure-methylester rein ge-
winnen: 0,80 g vom Sdp. 110°/0,01 Torr, {a]lp = +7,5° (¢ = 1, CHClg). ~ IR. (CCly): u.a. 3620,
1740, 970. — NMR. (CCly): 1,12 (@, ] = 6,3H), 1,2-1,8 (br., 6H), 1,8-2,4 (br., 6H), 3,62 (s, 3H),
3,5-3,8 (m, 1H), 5,2-5,6 (br., 2ZH). — MS.: 210 (M+—18), 184 (M+—44), 74.
C13H2403 (228,3) Ber. C 68,38 H 10,59%  Gef. C68,3¢4 H 10,48%

(S)-trans-77-Hydroxy-8-dodecensdure. 1,01 g (+)-(S)-trans-11-Hydroxy-8-dodecensiureme-
thylester in 15 ml Methanol und 15 ml 25 KOH kochte man 30 Min., entfernte das Losungsmittel
zur Halfte i. V. und extrahierte mit Chloroform. Dann wurde die KOH-Schicht mit H3SO,4 ange-
sduert und mit Athylacetat extrahiert. Der in Nadeln kristallisierende Riickstand der organischen
Schicht, 974 mg, wurde direkt fiir die Cyclisierung (vgl. unten) verwendet.

(—)-(S)-trans-77-Hydroxy-8-dodecensdiurelacton. Einc Lésung von 428 mg (2 mmol) (S)-trans-
11-Hydroxy-8-dodecensdure, 535 mg (2,4 mmol) 2,2°-Dipyridyldisulfid und 656 mg (2,5 mmol)
Triphenylphosphin in 1,5 ml Benzol wurde 30 Min. stehengelassen, dann mit 50 ml abs. Acetonitril
verdiinnt und innert 3 Std. unter Rithren zu einer 65° warmen Losung von 6 mmol Silberperchlorat
in 200 ml Acetonitril getropft. Nach weiteren 30 Min. wurde abgekiihlt, das Losungsmittel i.V.
verdampft und der Riickstand zwischen 2mal 100 ml Benzol, 40 ml 1 m Natriumcyanidlésung und
20 ml Wasser verteilt. Der Riickstand der organischen Schichten wurde an 100 g Kieselgel mit
Benzol/Athylacetat 99:1 chromatographiert: 270 mg (709%) vom Sdp. 60°/0,005 Torr, [a]p =
—59° (¢ =1, CHClg). —-MS.: 196 (M+, 38), 152 (25), 109 (27), 98 (100), 84 (27), 81 (33). - IR. (CCly):
u.a. 1730, 970. - NMR. (CCly): 1,0-1,7 (br., 8H), 1,22 (4, J = 6, 3H), 1,7-2,5 (br., 6 ), 4,95-5,45

(br, 3H). ¢ ,Hp002 (196,3)  Ber. C73,43 H10,27%  Gef. C73,40 1 10,26%

(—)-(R)-trans-77-Hydroxy-8-dodecensduremethylester (VI). Hergestellt aus (—)-(R)-1,3-
Butandiol ([a]lp = —29° (¢ = 1, CeH3O0H)) wie oben: [o]p = —9° (¢ = 1, CHCl3). - MS., IR. und
NMR. sind gleich wie beim enantiomeren Ester (vgl. oben).

(+)-(R)-trans-77-Hydroxy-8-dodecensdiurelacton: Recifeiolid (VIII). VIII wurde wie oben
durch Verseifung des Methylesters VI und Cyclisierung der Hydroxysaure VII mittels der Sil-
berionenaktivicrungsmethode in 759, Ausbeute hergestellt: [a]p = +70° (¢ = 1, CHCl3). Das
natiirliche Recifeiolid besitzt ein [a]p = +73° (¢ = 7,5, CHCI3( [1]). — CD. (Pentan): demax =
—0,08 (225 nm). - MS., IR. und NMR. sind gleich wie beim enantiomeren Lacton. Das NMR.-
Spektrum des natiirlichen Recifeiolids [1]6) ist mit demjenigen der synthetisierten Verbindung
vollig identisch.

(+)-(R)-Ricinelaidinsdure. Technische Ricinolsdure (Fluka AG) wurde zusammen mit 2 mol?,
Diphenyldisulfid in Benzol gelost, mit einer Quecksilberdampflampe?) 3 Std. belichtet, das Losungs-
mittel verdampft und der Riickstand 2mal aus der 10fachen Menge Hexan umkristallisiert: feine
Nidelchen vom Smp. 48-50°, Lit. [7] Smp. 51-52°.

(+)-(R)-trans-72-Hydroxy-9-octadecensiurelacton. Die Cyclisierung der (+ }-(R)-Ricinelaidin-
sdure erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie der Ringschluss zum trans-11-Hydroxy-8-
dodecensdurelacton: Ausbeute 859%,, Sdp. 110°/0,01 Torr, [a]lp = +46° (¢ = 1, CHClg), [a]p =
+42° (¢ = 1, Pentan). - CD. (Pentan): Aemax = — 0,22 (225 nm). — UV. (Pentan): 225 nm (Schul-
ter, ¢ = 50). — IR. (CCly): u.a. 1730, 965. — MS.: 280 (M+). — NMR. (CCly): 0,8-1,1 (br., 3H),
1,1-1,8 (br., 20H), 1,8-2,4 (br., 6H), 4,8-5,0 (m, 1H), 5,25-5,45 (br., 2H).

Ci1sH3202 (280,4) Ber. C77,09 H11,50%  Gef. C77,03 H11,58%

Die Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der ETH (Leitung
W. Manser) ausgefiihrt. Die NMR.-Spektren wurden unter Leitung von Herrn Prof. Dr. J. F. M.
Oth aufgenommen. Fir die massenspektroskopischen Analysen danken wir Herrn Prof. Dr.
J. Seibl.

7 Philips HP(L) Mitteldruckbrenner 125 W.
8) 200 g Kieselgel werden mit 0,2M Silbernitrat-Losung bedeckt, auf einer Nutsche abgesaugt
und 12 Std. bei 140° getrocknet.
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79. One-Step Purification of Bovine Adrenal Glucose-6-phosphate
Dehydrogenase by Affinity Chromatography

by Ernst Biirgisser and Jean-Luc Fauchére!)?)
Institut fiir Molekularbiologie und Biophysik
Eidgendssische Technische Hochschule, CH-8049 Zirich

(5. I1. 76)

Zusammenfassung. Das konventionelle Reinigungsverfahren von Glucose-6-phosphat-de-
hydrogenase (G6PDH) (E.C. 1.1.1.49) aus Rinder-Nebennicrenrinde wird durch eine einzige
affinitdtschromatographische Trennungsstufc ersetzt. Dic Anwendung einer mit Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP) substituierten Sepharose ergibt aus dem Rohextrakt eine
Protein-Fraktion, aus welcher nach Einengen die GGPDH unmittelbar kristallisiert. Die Reinheit
des Enzyms wird durch analytische Gel-Elektrophorese sowie durch Vergleich mit schon be-
stehenden Literaturdaten gepriift. Vier weitere NADP-abhingige Dehydrogenasen werden im
Eluat identifiziert und partiell gereinigt.

1. Introduction. — Bovine adrenal glucose-6-phosphate dehydrogenase (D-
glucose-6-phosphate: NADP oxidoreductase, E.C. 1.1.1.49) (G6PDH) has discrimi-
natory properties towards adrenocorticotropic hormone (ACTH) [1], making it a
good model for detailed binding studies with ACTH. For this reason we have begun
to isolate the enzyme in our laboratory. GOPDH has already been purified from other
sources such as yeast |2] [3] or erythrocytes [4] by conventional techniques including
in some cases affinity chromatography. Bovine adrenal GGPDH was first isolated and
crystallized by Criss & McKerns [5). Squire & Sykes [6] have reported on an improved
procedure, which appears to be the best available at present. Their six-step fraction-
ation method still remains very laborious. This is partly due to the presence in the

1} This work is a part of the doctoral thesis of E. B.

2} Abbreviations: NADP (NADPH): oxidized (reduced) nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate; SDS: sodium dodecylsulfate; Tris: tris-(hydroxymethyl)-aminomethane; EDTA:
ethylene diamine tetraacetate; bicine: N, N-Bis(2-hydroxyethyl)-glycine.



