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Table IV. Purification of nucleoside analogues by column chromatography on ion-exchange resins 

EXPERIENTIA 30]3 

Compound Resin type Column dimensions Elution with water at Major fraction emerged 
flow rate (ml/h) between (ml) 

III DE 52 32 • 12 63- 85 
IX (picrate) ~ DE 52 15 • 1.0 15 70- 91 
V AGl•  58 • 33 116 164 

200-400 mesh 
VI ,, 19 • 48 246-317 b 
VIII ,, 45 • 3.5 45 324-404 
X ,, 16.5 • 3.0 33 146-252 
XI ,, 32 • 3.5 33 175-294 

a crystalline picrate was formed by adding aqueous picric acid, this was coIleeted, washed, dissolved in water and applied to the column; 
b washed initially with water (112 ml) then eluted with M-formic acid. 

TENER s. Desp i t e  t h e  fac t  t h a t  t he  2 ' -and  4 ' - h y d r o x y l  
groups  were no t  p ro t ec t ed  d u r i n g  t he  phosphory l a t i o l l  
r eac t ion  t he  6 ' - m o n o p h o s p h a t e  (VI) was t he  on ly  m a j o r  
p roduc t ,  a f te r  pu r i f i ca t ion  b y  ion-exchal lge  c h r o m a t o -  
g r a p h y  i t  h a d  a s imi la r  e lec t rophore t ic  m o b i l i t y  to  A M P  
and  GMP, c o n t a i n e d  1 mole e q u i v a l e n t  of phospha t e ,  
consumed  1 mole e q u i v a l e n t  of pe r ioda te  9, gave  a pu rp l e  
colour  in  t he  BRATTON-MARSHALL tes t  and  showed t he  
cha rac te r i s t i c  u l t r av io l e t  s p e c t r u m  of a n  aminoimidazo le .  

A n u m b e r  of o the r  2 ' - s u b s t i t u t e d  ana logues  were 
syn thes ized  f rom th e  a p p r o p r i a t e  a m i n o  sugar.  B o t h  t he  
manl lose  d e r i v a t i v e  (VII)  a n d  a rab inose  d e r i v a t i v e  (VIII )  
h a v e  a s imi la r  s t e r eochemis t ry  to  (II). T he  galactose  
c o m p o u n d  (IX) which is r e l a t ed  to t he  e - anomer  10 of (II) 
was also prepared .  All  these  c o m p o u n d s  m l l t a r o t a t e  in  
w a t e r  and  are u n s t a b l e  in  acid a l t h o u g h  t h e y  decompose  
a t  a slower r a t e  t h a n  c o m p o u n d  (III) .  

The  m e t h o d  was also appl ied  to  t he  syn thes i s  of 
3 ' - (amino- imidazole  ca rboxamide )  de r iva t i ve s  f rom the  
m e t h y l  glycosides of 3-amino-3-deoxy-D-glucose and  3- 
amino-3-deoxy-D-aKroseat; as expected ,  t he  p r o d u c t s  
(X a n d  XI )  d id  no t  consume  pe r ioda te  b u t  were o therwise  
s imi la r  to  t he  isomeric  2 ' - examples  (Tables I I  and  I I I ) .  

Experimental procedures. T he  2-amino-2-deoxy-D-mono- 
sacchar ide  hyd roch lo r ide  (270 mg) (or m e t h y l  glycoside, 
etc.) d issolved in a m i n i m u m  v o l u m e  of w a t e r  was ad- 
jus t ed  to p H  8.0 w i t h  solid p o t a s s i u m  b i c a r b o n a t e  and  
t h e n  d i lu ted  to 8 ml  w i t h  me thano l .  E t h y l  N-Ecarbamoyl-  
( cyano)methy l ]  f o r m i m i d a t e  (350 rag) was added  and  t he  
m i x t u r e  kep t  a t  r oom t e m p e r a t u r e  for 24 to  48 h. The  
m i x t u r e  was e v a p o r a t e d  to  d ryness  in  a r o t a r y  e v a p o r a t o r  
a t  38 ~ The  res idue  was dissolved in m e t h a n o l  and  aga in  
e v a p o r a t e d  t h e n  redissolved in wa te r  and  pur i f ied  b y  

co lumn  c h r o m a t o g r a p h y  (Table  IV). I n  one case (com- 
p o u n d  VII )  t he  p r o d u c t  c rys ta l l ized  ou t  w h e n  t he  
r eac t ion  m i x t u r e  was c o n c e n t r a t e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h i c  
pur i f i ca t ion  was unnecessary .  Most  of t h e  m e t h o d s  used 
in cha rac t e r i s ing  t he  p r o d u c t s  we h a v e  descr ibed  else- 
where t ,  l~ E lec t rophores i s  was car r ied  ou t  on a S h a n d o n  
f la t  bed  a p p a r a t u s  a t  10~ us ing  ~ V h a t m a n  3 m m  p a p e r  
a t  2 vol t s  per  cm a t  pH 7.85 [acetic acid (15)-formic 
acid (10)-water  (255) (v/v)], pH 9.4 [in N a i l  CO s (56.8) 
(N - Na2C Q (14.4)-water  (929) (v/v)],  and  pH 9.7 (1% 
sod ium t e t r a b o r a t e  in  wate r ) ;  p r o d u c t s  were de t ec t ed  
us ing  a) t he  B~ATTON-MA~SHALL sp ray  reagen t s  12 a n d  
b) a m m o n i u m  m o l y b d a t e  s p r a y  reagen t s  for p h o s p h a t e  ~a. 

Zusammen/assung. Es wird  eine Re ihe  yon  Imidazo l -  
g lykos iden  u n d  de ren  Syn these  beschr ieben .  Diese e ignen  
sich als Ana loga  der  na t i i r l i chen  Nukleos ide  fiir biolo- 
gische Versuche.  
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l~ber das  V o r k o m m e n  yon  Carboanhydratase  in 

Die kalkige  E ischa le  des t t u h n e s  b e s t e h t  zu 97% aus  
Ca l z iumca rbo l l a t  u n d  e ther  o rgan i schen  Matr ix .  An  tier 
E i s c h a l e n b i l d u n g  is t  C a r b o a n h y d r a t a s e  (E. C. 4.2.1.1.) 
bete i l ig t ,  da  dieses E n z y m  d u t c h  die K a t a l y s e  der  Reak-  
t i on  HsO + COs ~ HsCOa die B i l d u n g s r a t e  des Anions  
des C a l c i u m c a r b o n a t e s  besch l eun ig t  1. Dieses E n z y m  ist  
m i t  S iche rhe i t  im  U t e r u s  yon  H i i h n e r n  nachgewiesen  
worden,  s 4 wo es n i c h t  s t r n k t u r g e b u n d e n  in den  Mucosa-  
zellell vorl iegt .  I n  der  M a m m i l l e n s c h i c h t  der  Eischale l l  
yon  H t i h n e r n  wiesen ROBINSON u n d  KING 6 C a r b o a n h y d r a -  
t ase  m i t t e l s  h i s t o c h e m i s c h e r  M e t h o d e n  nach.  DIAMANT- 
STBIN 5 u n d  SCHLONS a k o n n t e n  diese B e o b a c h t u n g e n  

der Eischale  des Huhnes  

j edoch  n i c h t  bes t~ t igen .  W i r  h a b e n  diese F rages t e l lung  
e r n e u t  aufgegrif~en ulld im Z u s a m m e n h a n g  m i t  de r  
F r a k t i o n i e r u n g  v o n  E i s c h a l e n p r o t e i n e n  b e a r b e i t e t  7. 

Methodik. Fiir die Extraktion von Carboanhydratase 
aus Eischalen wurden Eier (1-2 Tage alt) yon HNL- 
IIybriden verwelldet llnd nach dem yon KRAMPlTZ und 
ENGELS 7 beschriebenen Verfahren aufgearbeitet. Be- 
sondere Beachtung verdient die Beobachtung, dass allen 
Pufferl6sungell, die zur Extraktioll und zur Chromato- 
graphie verwendet wurdell, 2-Mercapto/ithanol zugesetzt 
werdell musste, um die Aktivit~t der Carboanhydratase 
zu erhalten. 
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Fig. 1. Trennung 16slicher Eischalenproteine (Fraktion M-l) dutch 
Gelpermeation (Bio-Gel P 30, 50-100 mesh; 1• cm) Eluant: 
0,1M Tris-HC1, pH 7.2, 10 ~M EDTA, 10-~M 2-N[ercapto~ithanol. 
Vo = 140 ml. 
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Fig. 2. Trennung von Komponenten der hochmolekularen Fraktion 
(PA) 16slither Eisehalenproteine durch Ionenaustauseherehromato- 
graphie (DEAE-SS ; 2,5 • 18 cm) Eluant : 0,1 M Tris-HCI, pH 8,3, mit 
linearem NaC1-Gradienten (0,5M NaC1). Durehfiussrate: 35 ml/h. 

Die lyophy l i s i e r t en  E i s c h a l e n e x t r a k t e  (M-l),  die ke ine  
C a r b o a n h y d r a t a s e - A k t i v i t / i t  zeigten,  l iessen s ich an  
Biogel  P-30-S/ iu len in eine h o c h m o l e k u l a r e  (PA) u n d  in 
eine n i ede rmoleku la r e  F r a k t i o n  (PB) t r e n n e n  (Figur  1). 
W / t h r e n d  P B  weder  P ro t e ine  noch  C a r b o a n h y d r a t a s e -  
Akt iv i t&t  en th ie l t ,  f and  s ich  in der  F r a k t i o n  PA, die yon  
d iesem Gel ausgeschlossen  wurde,  C a r b o a n h y d r a t a s e -  
Aktivit~tt .  Die F r a k t i o n  P A  wurde  n a c h  Dia lyse  u n d  
G e f r i e r t r o c k n u n g  an  DEAE-Cel lu lose  ( l inearer  NaC1- 
Grad ien t )  c h r o m a t o g r a p h i e r t .  Die e n z y m h a l t i g e n  F r a k -  
t i o n e n  (Figur  2) h a b e n  wir  d u r c h  wei tere  c h r o m a t o -  
g raph i sche  Sch r i t t e  zu re in igen  ve r such t .  

Die A k t i v i t / i t s b e s t i m m u n g  der  C a r b o a n h y d r a t a s e  er- 
folgte m a n o m e t r i s c h  n a c h  KREBS und  ROUGHTON s in 
e inem W a r b u r g g e r ~ t  bei  0~ s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h  
( H y d r a t i o n  yon  A c e t a l d e h y d  bzw. P y r i d i n a l d e h y d )  n a c h  
POCKER u n d  IVIEANY 9,10 u n d  d u t c h  H y d r o l y s e  yon/5-Ni t ro-  
p h e n y l a c e t a t  n a c h  POCKER u n d  STONElt  

Ergebnisse und Dis]~ussion. E i s c h a l e n e x t r a k t e  - ohne  
wei tere  A n r e i c h e r u n g  der  o rgan i schen  S u b s t a n z  - ze igten 
keiner le i  C a r b o a n h y d r a t a s e - A k t i v i t / i t .  Dies bes t / i t ig t  die 
n e g a t i v e n  Be funde  yon  DIAMA~TSTEI~ 5. W e n n  j edoch  
eine A b t r e n n u n g  d e r  n i e d e r m o l e k u l a r e n  V e r b i n d u n g e n  
aus  den  E x t r a k t e n  v o r g e n o m m e n  wird, 1/isst s ich dieses 
E n z y m  nachweisen .  

D u t c h  die b e s c h r i e b e n e n  c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  Reini -  
gungssch r i t t e  liess sich das  E n z y m  anre ichern .  U b e r  die 
R e i n d a r s t e l l u n g  des E n z y m s  (Mol-Gew. ca. 30.000) 
werden  wir  an  ande r e r  Stelle be r i ch ten .  Ande re  E n z y m -  
prS, pa r a t i onen ,  z. t3. aus  R i n d e r e r y t h r o z y t e n ,  v e r h i e l t e n  
s ich c h r o m a t o g r a p h i s c h  ande r s  sis C a r b o a n h y d r a t a s e  
aus  E ischa len .  Die H a u p t a n t e i l e  der  E n z y m a k t i v i t / i t  
k o n n t e n  in F r a k t i o n  I ge funden  werden,  w/ ih rend  in 
F r a k t i o n  V (wird d u t c h  N a c h w a s c h e n  der  D E A E - S ~ u l e n  
m i t  2 M NaC1 n a c h  Absch luss  der  G r a d i e n t e n - E l u t i o n  
e rha l t en)  eine ger inge R e s t a k t i v i t / i t  vorlag.  Es  is t  denkba r ,  
dass  es sich bei  der  F r a k t i o n  V u m  ein wenig  ak t ives  
I s o e n z y m  hande l t .  

C a r b o a n h y d r a t a s e  aus  E i scha l en  k a t a l y s i e r t  die rever-  
sible H y d r a t i o n  yon  COg. Dies is t  wahr sche in l i ch  auch  die 
prim~tre Aufgabe  des E n z y m s  in der  Eischale .  F e r n e r  is t  
das  E n z y m  in der  Lage, die H y d r a t i o n  yon  A l d e h y d e n  
(Ace ta ldehyd  u n d  P y r i d i n a l d e h y d )  u n d  die H y d r o l y s e  
v o n  E s t e r n  ( p - N i t r o p h e n y l a c e t a t )  zu ka ta lys ie ren .  Diese 
e n z y m a t i s c h e n  A k t i v i t ~ t e n  der  EnzymprS~para t ion  konn-  
t en  d u r c h  R e a k t i o n  m i t  p - M e r c u r i b e n z o a t  g e h e m m t  
werden.  Da in den  M a m m i l l e n  n e b e n  C a r b o a n h y d r a t a s e  
Mucopo lysaccha r ide  v o r k o m m e n  u n d  diese in der  Lage  
sind,  die K o n z e n t r a t i o n  yon  C a l z i u m - I o n e n  zu e rh6hen ,  
is t  do r t  die A n w e s e n h e i t  des E n z y m s  fiir das  V e r s t~ndn i s  
der  Calz i f ika t ion  yon  aus se ro rden t l i che r  B e d e u t u n g  ~2. 
D u r c h  die F u n k t i o n  dieses E n z y m s  wird  die Menge der  

ve r f i i gba ren  C a r b o n a t - I o n e n  a m  Of t  der  Calz i f ika t ion 
vergr6sser t .  Das  Anse t zen  yon  Ca lz i t -Kr i s t a l l en  erfolgt  
a n  der  Aussenf l~che  der  Pr im~rsph&ri te ,  d e m  Bi ldungso r t  
der  Ca lz i t -Kr i s ta l l i t e  in den  M a m m i l l e n  ~3. Die Auf l6sung  
der  Locul i  (Pr im/ i rsph/ i r i ten)  bei  l~nger  b e b r i i t e t e n  E i e r n  
is t  d u r c h  die R e s o r p t i o n  des M a m m i l l e n k a l k e s  d u r c h  den  
E m b r y o  bed ing t .  Es  is t  n i c h t  auszuschl iessen,  dass  
C a r b o a n h y d r a t a s e  d u r c h  lokale A n s ~ u e r u n g  14 im Be- 
re ich der  Pr im/ i r sph / i r i t e  die 13erei ts tel lung yon  Ca ~+ fiir 
den  Aufbau  des e m b r y o n a l e n  Ske le t t s  un te r s t i i t z t .  

Summary.The i so la t ion  of ca rbonic  a n h y d r a s e  f rom 
h e n ' s  egg shells is repor ted .  The  e n z y m e  has  been  pur i f ied  
b y  ge l f i l t ra t ion  a n d  ion -exchange  c h r o m a t o g r a p h y .  The  
e lu t ion  p a t t e r n  of ca rbonic  a n h y d r a s e  f rom egg shells 
differs r e m a r k a b l y  f rom t h a t  of e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  of 
e ry th rocy te s .  The  pur i f i ed  e n z y m e  ca ta lyzed  t he  rever -  
sible h y d r a t i o n  of CO 2 a n d  a ldehydes  as well  as t he  
hydro lys i s  of p - n i t r o p h e n y l  ace ta te ,  De le t ion  of 2-mercap-  
t o e t h a n o l  f rom e x t r a c t i o n  and  e lu t ion  buffer  so lu t ions  
caused  a comple te  loss of ca rbonic  a n h y d r a s e  ac t iv i ty ,  as 
d id  t he  add i t i on  of p -mercu r ibenzoa t e .  The  biological  
s ignif icance of t he  occurance  of ca rbonic  a n h y d r a s e  in t h e  
h e n ' s  egg shell  is discussed.  
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