ZUSCHRIFTEN

Ein glucosespezifischer molekularer
Fluoreszenzsensor**

Tony D. James, K. R. A. Samankumara Sandanayake
und Seiji Shinkai*

Der photoinduzierte Elektronentransfer (PET) ist bereits bei
fluoreszierenden molekularen Sensoren fiir Protonen und Metall-
Tonen angewendet worden!"!. Fiir kleine, neutrale Molekiile gibt
es hingegen relativ wenige fluoreszierende molekulare Sensoren.
Unsere!? 111 und andere Arbeitsgruppen!'?~171 haben begon-
nen, die Wechselwirkungen zwischen Boronsduren und Kohlen-
hydraten™8! zu erforschen, um kiinstliche Rezeptoren fiir Koh-
lenhydrate und letzlich Sensoren zu entwickeln. Unser Ziel ist es,
Kohlenhydrate selektiv nachzuweisen. Dafiir miissen wir die Ei-
genschaften der Boronsdure verindern. Mit zwei Erkennungsstel-
len an einer Diboronsiure gelangt man am ziigigsten zum selekti-
ven Nachweis von Kohlenhydraten' ~ 7). Die riumliche Anord-
nung der beiden Boronsduregruppen bestimmt, welches Koh-
lenhydrat bevorzugt gebunden wird. Mit Hilfe von Molekiilmo-
dellen und in Kenntnis des PET-Sensors 11! fanden wir, daB3
ein Glucosemolekiil perfekt von dem spaltenférmigen 9,10-Bis-
aminomethylanthracenderivat 2 gebunden werden solitet*®l.
Die beiden nach innen stehenden Boronsduregruppen sind ideal
auf die 1,2- und 4,6-Hydroxygruppen der Glucose ausgerichtet.
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Die Diboronsiure konnte in Form des Diesters ohne Schwie-
rigkeiten synthetisiert werden (Schema 1)[1*2% Abbildung 1
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Abb. 1. Relative Fluoreszenzintensitit /.., von 2 in Abhiingigkeit von der Kohlen-
hydrat- oder Glykolkonzentration log ¢ bei 25°C; 1.0x 1075 M von 2 in 33.3%
MeOH/H,O-Pufter bei pH 7.77, A, = 370 nm, A,, = 423 nm. « p-Glucose, O p-Al-
lose, v D-Fructose, ® p-Galactose, o Glykol.

zeigt die Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit von 2 von der
Konzentration der Kohlenhydrate (,, Titrationskurven*) bei pH
7.77 (33.3% Methanolpuffer). Die Stabilitdtskonstanten betra-
gen: D-Glucose (log K, = 3.6), p-Allose (log K, = 2.8), p-Fruc-
tose (log K, = 2.5), p-Galactose (log K, = 2.2} und Glykol (log
K, =~ 020).

Schema 2 stellt die wichtigsten hierbei auftretenden Teilchen
vor. Mit 2 ergeben sich unter den experimentellen Bedingungen
hauptsichlich vier Produkte, von denen 2a (ein nicht cyclischer
2:1-Komplex) und 2b (ein cyclischer 1:1-Komplex) fluoreszieren.
Mit Glykol kann das fluoreszierende Teilchen nur der 2:1-Kom-
plex 2 a sein. Bei D-Glucose zeigt die hohe Stabilitit an, dal} das
Gleichgewicht zu dem intramolekularen 1:1-Komplex 2b hin
verschoben ist.

Die Existenz des 1:1-Komplexes 2b aus 2 und D-Glucose
wurde durch "H- und 2D-COSY90-NMR-Messungen bestitigt.
Abbildung 2 zeigt das 'H-NMR-Spektrum des D-Glucose-
Komplexes 2b (siche auch Tabelle 1). Die starke Verschiebung
des Signals von H 3 nach hohem Feld (6 = —0.3) zeigt, daB das
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Schema 1. Synthese des Boronsdurederivats 2. Reagentien (Ausbeute): 1 N¥-Bromsuccinimid, Azobisisobutyronitril, CCl,, Riickfluf (60 %); 2) 1.1 Aquiv. 2,2-Dimethyl-1,3-
propandiol, Toluol, azeotrope Destillation (Dean-Stark) (quant.); 3) 0.4 Aquiv. Diamin, 1.1 Aquiv. K,CO,, THF (5%);4) 33.3% MeOH/H,O-Puffer bei pH 7.77 (quant.).

{*] Prof. §. Shinkai, Dr. T. D. Jumes, Dr. K. R, A. S, Sandanayake
Shinkai Chemirecognics Project, ERATO
Aikawa 2432-3, Kurume
Fukuoka 830 (Japan)
Telefax: Int. + 942/37-6125

[**] T.D.J und K. R. A. S. 8. danken Dr. F. Ohscto und Dr. M. Mikami (Research
Development Corporation of Japan, Chemirecognics Project) fiir Ratschlige
und R. Iguchi fiir technische Unterstiitzung.

Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 21

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

Proton direkt anf die n-Elektronen des Anthracens gerichtet ist.
Die Aufspaltung in anthrylische und benzylische Protonen weist
auch auf die starre Struktur cines 1:1-Komplexes hin. Mit
D-Allose, D-Fructose und D-Galactose konnte 'H-NMR-spek-
troskopisch kein 1:1-Komplex nachgewiesen werden. Durch
Sekundérionen-Massenspektrometrie (positive lonen) einer
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Schema 2. Das Anthracengeriist ist durch eine Ellipse symbolisiert, die Zuckermo-
lekiile durch Kreise mit vier OH-Gruppen.

Tabelle t. Zuordnung der *H-NMR-Signale des D-Glucoseckomplexes 2b (siche
auch Abb. 2).

Zuordnung 5-Wert

Komplex

H1 5.18

H2 i

H3 —0.30

H4 2.68 (verdeckt)
HS 343

H6 und H¢ 3.73

Ha1l und Ha2 oder Ha3 und Ha4 3.93 und 4.85 (verdeckt)

Ha1 und Ha2 oder Ha3 und Ha4 4.10 und 4.60
Hb1 und Hb2 oder Hb3 und Hb4 5.66 und 6.80
Hb1 und Hb2 oder Hb3 und Hb4 6.13 und 6.78
NCH, oder H;CN 242

NCH,; oder H,CN 2.68
Lasungsmittel

CH,OH 3.30

CH,OH 4.89
Schutzgruppe [a]

(CH,),C(CH,011), 0.85
(CH,),C(CH,0H), 3.40
(CH,),C(CH,0H), 4.89

[a] Die Schutzgruppe wurde unter den Bedingungen der NMR-Messungen abge-
spalten.
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Abb. 2. 'H-NMR-Spektrum des 1:1-Komplexes 2b aus p-Glucose und 2. Die
Formel von 2b zcigt dic Pyranoscform von D-Glucose, die Furanoseform
existiert moglicherweise auch.

1:1-Mischung von 2 mit D-Glucose, D-Allose, D-Fructose und
D-Galactose konnte jeweils das M *-Ton von 2b nachgewiesen
werden; bei D-Fructose war dieses Signal schwach, und das
Spektrum enthielt auflerdem noch ein Signal des M *-Ions von
2a.

Nach Kalottenmodellen nimmt die Stabilitit des 1:1-Kom-
plexes 2b in der Reihenfolge D-Glucose & D-Allose > D-Galac-
tose > D-Fructose ab. Die Konfiguration von D-Glucose und
p-Allose unterscheidet sich an C3. Im p-Glucose-1:1-Komplex
2b ist das C3-Proton auf die n-Elektronen des Anthracenteils
gerichtet (siche oben). Im entsprechenden p-Allose-Komplex
muf} die C3-Hydroxygruppe auf das n-System des Anthracens
gerichtet sein. Da der p-Allose-Komplex deutlich instabiler ist
(log K,) als der p-Glucose-Komplex muf3 die Wechselwirkung
zwischen den =-Elektronen und der Hydroxygruppe un-
ginstig sein. Der Unterschied zwischen vorhergesagter und
beobachteter Reihenfolge bei D-Galactose und D-Fructose wird
wahrscheinlich eher durch die unterschiedliche Stabilitdt der
2:1-Komplexe 2a als durch die der 1:1-Komplexe 2b ver-
ursacht. Die massenspektrometrischen Daten bestitigen diese
Vermutung, da im Falle der p-Fructose auch das M -Ton
des 2:1-Komplexes 2a, bei der D-Galactose aber nur
das M *-Ion des 1:1-Komplexes 2b nachgewiesen werden
kann.
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Die maximale Anderung der Fluoreszenz, die man bei der
Verbindung 2 beobachten kann, liegt in einem Bereich, der zur
Erfassung physiologischer Glucosespiegel geeignet ist. Drei Mo-
nosaccharide sind im wesentlichen in Blut vorhanden: p-Gluco-
se (0.3-1.0mm), D-Fructose (< 0.1 mM) und D-Galactose
(< 0.1 mm). Titriert man b-Glucose in Anwesenheit von 0.1 mm
D-Fructose oder D-Galactose, dann beobachtet man hierbei die
gleiche Stabilitit wic mit D-Glucose allein (Abb. 3).
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Abb. 3. Relative Fluoreszenzintensitdt I, von 2 in Abhingigkeit von der Glucose-
konzentration log ¢ mit und ohne 0.1 mM D-Galactose oder p-Fructose bei 25°C;
1.0x107 %M von 2 in 33.3% MeOH/H,O-Puffer bei pH 7.77, i, = 370 nm,
Jem = 423 nm. ® D-Galactose/n-Glucose, m D-Fructose/b-Glucose, o p-Glucose, o
Glykol.

Esist also moglich, einen PET-Sensor zu konstruieren, der fur
Glucose spezifisch ist. Wir sind der Ansicht, daB man andere
kohlenhydratspezifische Sensoren entwickeln kann, wenn man
die beiden Boronsduregruppen passend fiir die Hydroxygrup-
pen der Zielverbindungen anordnet.
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Synthese eines GPI-Ankers der Hefe
(Saccharomyces cerevisiae)**

Thomas G. Mayer, Bernd Kratzer
und Richard R. Schmidt*

Glycosylphosphatidylinosite (GPIs) sind eine vor ca. zehn
Jahren'"! entdeckte Naturstoffklasse von Glycophospholipiden,
die Proteine und Glycoproteine C-terminal in den Membranen
eukaryontischer Zellen verankern!!). Analysen der GPI-
Anker des Trypanosoma-brucei-,,Variant-surface-Glycoproteins
(VSG) 2, von ,,Rat-brain*“-Thy-13L, der Leishmania-major-
,,Promastigate-surface*‘-Protease!*), des Trypanosoma-cruzi-
1G7-Antigens'™ und der menschlichen Erythrocyten-Acetyl-
cholinesteraset®! lieferten die in Schema 1 gezeigte allgemeine
Struktur (eingerahmt).
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Schema 1. Struktur von GPI-Ankern.

Das Auftreten von zusitzlichen Kohlenhydrat- (R*—R®) oder
Ethanolaminphosphat-Seitenketten (R3) ist artspezifisch!”, und
die Membran-verankernden Lipidstrukturen unterscheiden sich
je nach Spezies und Zelltyp deutlich. Sie bestehen bei Glycerinli-
piden (Variation von R* und R?) aus sn-1,2-Dimyristoylglycerin
in T-brucei-VSGs!®l, sn-1-Stearoyl-2-lyso-glycerin beim T.-bru-
cei-,,Procyclic-acidic-repititive**-Protein'®!,  sn-1-Alkyl-2-acyl-
glycerin in Rinder- und Menschen-Erythrocyten-Acetylcholin-
esterase!'®! und in menschlichem Folat-Bindeprotein!!!! sowie
aus sn-1,2-Diacylglycerin in der Torpedo-Acetylcholinestera-
sef*?! Des weiteren kann der Inositrest zusitzlich palmitoyliert
sein. Statt Glycerinlipiden wurden bei GPI-Ankern von Hefen
(Saccharomyces cerevisiae) auch Ceramide aus Phytosphingosin
als Membrananker gefunden!! '), Die typische Struktur eines
solchen GPI-Ankers ist in Schema 2 dargestellt (1).
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Telefax: Int. +7531/88-3135
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und vom
Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.

0044-8249/94/2121-2289 3 10.00 +.25/0 2289





