Nachweis von Verbindungen mit Hydroxy-
und Aminogruppen im Subpicomol-Bereich mit
2-Naphthoylimidazol als Fluoreszenzmarker **

Von Norihiro Tkemoto, Lee-Chiang Lo und Koji Nakanishi*

Hochempfindliche Methoden zur Identifizierung von Na-
turstoffen wie den Oligosacchariden wurden fiir Fortschritte
im Bereich der Biowissenschaften immer wichtiger. Vielfach
wird die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)
zuvor geeignet mit Chromophoren derivatisierter Substrate
verwendet. Von den zur Derivatisierung von Hydroxy- und/
oder Aminogruppen herangezogenen Verfahren!!! hat sich
aufgrund der starken UV-Absorption des Chromophors, der
leichten Umsetzbarkeit der Reaktanten miteinander sowie
der Stabilitét der Produkte besonders die Benzoylierung!*- 3!
bewihrt. Der alternative 2-Naphthoatchromophor™ besitzt
zusdtzlich zu diesen Eigenschaften die Fihigkeit zur Fluores-
zenz, was die Nachweisempfindlichkeit drastisch vergroBert.
Um die Vorteile dieses Markers zu zeigen, untersuchten wir
seine Anwendung in der Analyse von Zuckern.

Die meisten Methoden zur Komponentenanalyse von Oli-
gosacchariden enthalten eine Derivatisierung der Monosac-
charide, die durch saure Hydrolyse erhalten wurden!® 51 In
dem hier vorgestellten Verfahren im MikromaBstab handelt
es sich bei der Derivatisierung um eine Reduktions-Naph-
thoylierungs-Sequenz (Schema 1 unten), die an einer Mi-
schung aus neun der am haufigsten in Bioconjugaten vor-
kommenden Monosaccharide durchgefithrt wurde. Die
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Schema 1. Die Synthese von Naphthoylimidazol 1 sowie das Derivatisierungs-
Analyse-Schema. DBU =1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en.

resultierenden Alditpernaphthoate haben UV-Absorptions-
maxima bei 234 nm und weisen groBe s-Werte (in CH,CN)
auf: 254000 fiir die Hexanaphthoate und 220000 fiir die
Pentanaphthoate, somit 43 000 pro Naphthoatchromophor,
ein Wert, der dreimal gréBer ist als der entsprechende Wert
fir den Benzoatchromophor. Dariiber hinaus zeigen die
Naphthoate bei Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge
234 nm starke Fluoreszenz bei 374 nm, was die Nachweis-
empfindlichkeit weiter erh6ht.

Zur Naphthoylierung im Mikromafistab verwendeten
wir 2-Naphthoylimidazol 1 (Schema 1 oben), synthetisiert in
Analogie zu Cinnamoylimidazol'®), welches sich als exzellen-
tes Reagens fiir die Acylierung acyclischer Polyole im Mi-
kromafBstab erwiesen hat!”). Die Pernaphthoylierung von
Alditen und anderen Naturstoffen’® im 10nmol-MaBstab
erfolgte schnell und vollstindig, und es bildeten sich nur
minimale Mengen an vom Reagens herriithrenden Verunrei-
nigungen. Im Gegensatz dazu verliefen Reaktionen mit 2-
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Naphthoylchlorid, Pyridin und Dimethylaminopyridin lang-
samer, erforderten Wérmezufuhr und fithrten zu mehr
Verunreinigungssignalen. Eine Reinigung von Proben biolo-
gischer Herkunft vor der Derivatisierung und HPLC-Analy-
se minimiert die Kontamination mit biogenetischen Stoffen,
die dhnliche spektroskopische Figenschaften haben kénn-
ten. Abbildung 1 zeigt das Chromatogramm einer Probe mit
ca. 0.4 pmol Substanz, detektiert mit einem Fluoreszenzde-
tektor (siche Experimentelles). Die neun Alditnaphthoatde-
rivate wurden auf der Kieselgelsdule gut getrennt. Das Feh-
len unvollstindig derivatisierter Produkte im Chromato-
gramm deutet auf eine hohe Umsetzung im 10nmol-Maf3-
stab hin'®). Die Nachweisgrenze betrigt ca. 0.1 pmol (Signal/
Rausch-Verhiltnis ca. 5). Wegen des groBen Absorptions-
koeffizienten der 2-Naphthoate sowie der Mehrfach-
derivatisierung eines jeden Zuckers kann eine hohe Emp-
findlichkeit auch durch UV-Detektion erreicht werden (bis
herab zu ca. 1 pmol, Signal/Rausch-Verhiltnis ca. 2), den-
noch ist diese Nachweismethode eine Grofenordnung weni-
ger empfindlich als die Fluoreszenzdetektion.
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Abb. 1. Chromatogramm von ca. 0.4 pmol der Pernaphthoatderivate von
Mannit, Fucit, Arabit, Galactit, Glucit, Chinovit, Xylit, Glucosaminit und
Galactosaminit (X kennzeichnet vom Reagens herrithrende Verunreinigungen).
Solvens A: 0.025% 2-Propanol/Dichlormethan. Solvens B: 4% Acetoni-
tril/0.025% 2-Propanol/Dichlormethan. FlieBgeschwindigkeit: 1 mLmin™?.
Sdule: YMC-Kieselgel (4.6 x 250 mm?, 5 um). Absorption bei 234 nm, Emis-
sion der Intensitit / bei 374 nm.

Alditbenzoate lassen sich durch Umkehrphasen-HPLC
nur schlecht trennen', die Alditnaphthoate dagegen werden
sogar mit normaler HPLC gut getrennt. Diastereomere, die
sich nur in einem Stereozentrum unterscheiden, z.B. Sorbit/
Mannit/Dulcit, Xylit/Arabit, Fucit/Chinovit und Glucos-
aminit/Galactosaminit, wurden vollstindig getrennt. Die
Aminoaldite Galactosaminit und Glucosaminit werden stir-
ker auf der Sdule zuriickgehalten als die Oxy-Zucker. Zu-
sitzlich zu hoheren Nachweisempfindlichkeit bieten die 2-
Naphthoylderivate gegeniiber den Benzoylderivaten den
wichtigen Vorteil der besseren HPLC-Trennbarkeit.

Enthilt eine chirale Verbindung zwei oder mehr 2-Naph-
thoatchromophore, 1Bt sich hdufig durch Circular-
Dichroismus(CD)-Spektroskopie eine Excitonenkopplung
nachweisen!' %1 Die resultierende CD-Kurve spiegelt nicht
nur die Stereochemie des Molekiils wieder, sondern kann
auch zur strukturellen Identifizierung herangezogen werden.
Unter Verwendung eines CD-Strahlenkondensators und ei-
ner Mikrozelle (100 pL, 1 cm) ergeben Verbindungen mit
2-Naphthoatchromophoren bereits mit 50 pmol Material
charakteristische CD-Spektren. Die zehnfache Menge wird
fiir eine regulire CD-Zelle bendtigt (1 mL, 1 cm).
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Die Vorteile des 2-Naphthoatchromophors sind somit die
leichte Derivatisierung, die hohe Nachweisempfindlichkeit,
das gute chromatographische Verhalten sowie die Moglich-
keit einer weiteren Charakterisierung der Derivate durch
CD-Spektroskopie.

Experimentelles

Synthese von 1: Imidazol (0.71 g) wurde in Benzol (40 mL) suspendiert und auf
8 °C gekiihlt. Eine Ldsung von 2-Naphthoylchlorid (1.0 g) in Benzol (10 mL)
wurde in 10 min zugetropft und das Reaktionsgemisch 1 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Losung wurde durch Celite filtriert und zur lsolierung des Pro-
dukts lyophilisiert (1.2 g, quantitativ).

Mannose, Fucose, Arabinose, Galactose, Glucose, Chinovose, Xylose, Glucos-
aminhydrochlorid und Galactosaminhydrochlorid (jeweils 5 umol) wurden 2 h
bei Raumtemperatur mit NaBH, (10 mg) in H,O (1 mL) gerithrt. Nach der
Zugabe wilriger HCl wurde die entstundene Losung sechs Mal unter Zugabe
von Methanol eingedampft. Ein Aliquot (10 nmol eines jeden Zuckers) wurde
zusammen mit 1 (10 pmol) und DBU (10 pmol) 2 h bei Raumtemperatur in
CH,CN (2mL) gerihrt. Nach der Hydrolyse mit H,0O wurde ein Aliquot
(2 nmol) in einem silanisierten Reagensglas eingedampft. Der Riickstand wurde
in CH,Cl, aufgenommen, und Aliquote davon wurden zur HPLC-Analyse [11]
verwendet (Perkin-Elmer Series 4 Liguid Chromatograph mit 7500 Data Sta-
tion, Shimadzu RF-551 Fluorescence HPLC Monitor).
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Synthetische kettensubstituierte Phospholipide;
Tonentransport durch die Doppelschichtmembran **

Von F. M. Menger* und Patricia Aikens

Die Natur hat die Mittel zur Kontrolle der passiven Diftu-
sion durch ihre Membranen den jeweiligen Bedingungen ent-
sprechend entwickelt. Zum Beispiel enthalten die Membra-
nen von Kaltwasser-Meereslebewesen hohe Anteile an
,fluiditdtserhohenden® (d. h. mehrfach ungesittigten) Lipi-
den. Die Steuerung der Permeabilitdt ist jedoch auch fiir
Systeme zur Medikamentenfreisetzung wichtig, die auf Li-
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pidmembranen mit definierten Freisetzungsgeschwindigkei-
ten beruhen!!!, Daher ist es witnschenswert, den EinfluB der
Lipidstruktur auf die Permeabilitdt systematisch zu untersu-
chen. Die Gelegenheit dazu ergab sich, nachdem wir eine
Reihe von Phospholipiden fiir calorimetrische und Filmstu-
dien synthetisiert hatten!*3!. Die neuen Lipide enthiclten
Ketten aus 18 Kohlenstoffatomen mit Alkylsubstituenten
unterschiedlicher Grofle, Position und Zahl. Zwei Beispiele
solcher Distearoylphosphatidylcholine (mit selbsterkldren-
den Namenskiirzeln) zeigt Schema 1. An diesen Lipiden un-
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Schema 1. Zwei Beispiele fiir Phospholipide mit alkylsubstituierten Ketten.

tersuchten wir nun den Ionenflufl durch die Doppelschicht-
membran. Dabei stellten wir fest, daBi die Alkylverzweigung
die Packung der Lipidketten, die mehr oder weniger parallel
innerhalb der Membran angeordnet sind, stort. Diese Sto-
rung erleichtert in Abhéngigkeit von der Grofle und der Po-
sition der Alkylsubstituenten die Passage von Ionen.

Der Tonenflull wurde mit derselben Methode gemessen,
die in einer fritheren Arbeit tiber synthetische Ionenkanile
beschrieben ist!*l: Ein verzweigtes Phospholipid und ein
Fluoreszenzfarbstoff'>! wurden in einem schwachen Puffer
(pH =7.7, 0.1 M KCI) gemeinsam beschallt!®), Dabei ent-
standen unilamellare Vesikel mit Farbstoff innerhalb und
auflerhalb der Vesikel. Letzterer wurde durch Gelfiltration
entfernt. Wurde der externe pH-Wert plotzlich auf 6.7 ge-
senkt, wanderten Protonen in die Vesikel und protonierten
dort den Farbstoff, so daB die Fluoreszenz abnahm. Aus der
quasielastischen Lichtstreuung ergab sich fiir die Vesikel ein
Durchmesser von 35 + 5 nm.
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Abb. 1. Fluoreszenz-Zeit-Diagramm nach der Zugabe von HCI (Pfeil) zu Vesi-
keln, die einen pH-empfindlichen Farbstoff enthalten. Die Auftragungen zei-
gen, dal Methylsubstituenten an Position 8 der Phosphatidylketten den Ein-
tritt von Protonen relativ zum unverzweigten DSPC erleichtern. Man erkennt
deutlich, daB es sich um einen zweiphasigen ProzeB handelt (die Fluoreszenzab-
nahme ist dabei am Anfang zu schnell, um mit konventionellen Methoden
gemessen zu werden).
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