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Ein effizienter, fluoreszierender Sensor fiir
cholinhaltige Phospholipide**
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Unkonventionelle Bindungen wie CH --- O-Wasserstoff-
briickenbindungen lassen sich gut am Beispiel abiotischer
Rezeptoren mit ungewohnlichen Bindungsstellen untersu-
chen. Der Entwurf und die Synthese dieser Rezeptoren sind
daher fiir die Erforschung der molekularen Erkennung von
Interesse.l'l CH --- O-Wasserstoffbriickenbindungen bestim-
men das Bindungsmuster und die Kristallpackung in zahlrei-
chen organischen Feststoffen? einschlieBlich biologischer
Makromolekiile.’] Es gibt aber nur wenige Beispiele fiir CH
.-+ O-Bindungen in Lésung.[* Theoretische Rechnungen® und
viele experimentelle Ergebnissel?* 4 ¢ liefern fiir die Enthal-
pie einer typischen CH --- O-Wechselwirkung in Abhéngigkeit
von der Polaritdt der C-H-Bindung Werte von etwa 0.3-
1 kcalmol~'. Enthélt ein Wirt-Gast-Komplex mehrere CH ---
O-Bindungen, kann diese anziehende Wechselwirkung zur
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Untersuchung der molekularen Erkennung genutzt werden.
So sollten acht intermolekulare CH --- O-Wechselwirkungen
einen Enthalpiebeitrag von 2.4 -8 kcalmol~' zur freien Asso-
ziationsenergie leisten.

Wir haben eine Reihe tripodaler Rezeptoren beschrieben,
die Tetraalkylammoniumverbindungen in Chloroform erken-
nen.”! Von diesen Rezeptoren werden die Ammoniumionen-
Giste iiber CH:--O-Wechselwirkungen gebunden.®l Als
Acceptoren fungieren die Carbonyl-Sauerstoffatome dreier
sekundirer Quadratsdureamide, die zum Zentrum einer
tripodalen Struktur orientiert sind, die einem molekularen
Enterhaken dhnelt (Abbildung 1). Hier berichten wir iiber

Abbildung 1. Idealisierte Darstellung eines tripodalen Quadratsédureamid-
komplexes (links) und seines mechanischen Aquivalents (rechts). Als Gast
ist ein Tetramethylammoniumion gezeigt. Z=RNH~ (R=Alkyl oder
Arylamino); X=BH,~, Cl-, Br—, I".

eine Klasse fluoreszierender Verbindungen, die auf diesen
Einheiten basieren und mit denen Cholin-Phospholipide
nachgewiesen werden konnen."!

Die Zusammensetzung von Phospholipiden in Zellwédnden
hat Auswirkungen auf wichtige biologische Prozesse.l'”) Cho-
lin-Phospholipide sind daher bedeutende Zielmolekiile fiir
die molekulare Erkennung. Wir haben eine Quadratsidure-
amid-Sonde synthetisiert, mit der Cholin-Phospholipide,
insbesondere Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) und
Sphingomyelin (SP) nachgewiesen werden konnen.['!

Wir fanden schon frither heraus, daf einfache Tetraalkyl-
ammoniumsalze, NR,X (X =Cl, Br, I, BH,"), in Chloroform
1:1-Komplexe mit diesen tripodalen Quadratsiureamid-Re-
zeptoren bilden (Abbildung 1). Wir synthetisierten daher
zwei dhnliche Molekiile mit der gleichen Quadratsdureamid-
gesdiumten Bindungstasche und einer Anthraceneinheit als
Fluorophor. Dieser tripodale molekulare Enterhaken ist
wegen seiner Struktur gut zum Nachweis von Cholin-Phos-
pholipiden geeignet, weil die Komplexbildung mit Konforma-
tionsdnderungen einhergeht, die die Fluoreszenzintensitit des
Rezeptors stark beeinflussen.

Die Synthese von 3a und 3b wird in Schema 1 skizziert. Die
Kondensation des Triesters 1 mit #-Octylamin oder 4-(N,N-
Dimethylamino)anilin in Ethanol lieferte die gemischten
Quadratsdureamide 2a bzw. 2b. Aus diesen wurden durch
weitere Kondensation mit 9-(Aminomethyl)anthracen in
Ethanol 3a und 3b[' in 18 bzw. 26% Ausbeute (nach
Reinigung und bezogen auf 1) erhalten. Als Modellverbin-
dung wurde das Quadratsdureamid 4 hergestellt.
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RNH,

EtOH, RT

EtOH, RT

3a,b

Schema 1. Synthese von 3a (R =n-Octyl) und 3b (R =4-(N,N-Dimethylamino)phenyl). RT=

Raumtemperatur.

3aund 3b sind in CDCI, bis zu Konzentrationen von 107>M
16slich, ihre 'H-NMR-Spektren konnten aber wegen des
Auftretens breiter Signale nicht zugeordnet werden. Wir
vermuten, daf} sich mehrere Konformere langsam ineinander
umwandeln und zudem intramolekulare Wasserstoffbriik-
kenbindungen zwischen den Quadratsdureamideinheiten vor-
handen sind.'¥] Wurden Ammoniumsalze wie Benzyltrime-
thylammoniumbromid (BTABr), DPPC und SP zugesetzt, so
waren Schlisselsignale von 3a und 3b schiarfer und in
charakteristischer Weise verschoben, was auf eine Komplex-
bildung hinweist. Die durch die Komplexbildung hervorge-
rufenen Verschiebungen im NMR-Spektrum bei Zusatz von
DPPC und SP folgten den gleichen Trends wie beim einfachen
Gastmolekiil BTABr, was darauf schlieBen 14Bt, da3 die
Ammoniumgruppe von DPPC und SP wirklich im Innenraum
der tripodalen Verbindung 3a gebunden wird.

Trotz der durch die Komplexbildung hervorgerufenen
NMR-Signal-Verschiebungen wurde fiir eine exaktere Be-
stimmung der Assoziationskonstanten die Fluoreszenzspek-
trophotometrie gewihlt. Die unter Steady-state-Bedingungen
in CHCI; aufgenommenen Fluoreszenzspektren von 3a, 3b
und 4 (Anregungswellenldnge A..=369 nm) weisen einen
strukturierten Satz von Banden auf (Abbildung 2a), den wir
der Anthrylgruppe zuordnen. Intensitdtsmaxima treten bei
400, 421 und 441 + 2 nm auf. Die Intensitdten sind dabei recht
unterschiedlich: Das Emissionsspektrum von 3a dhnelt stark
dem von Modellverbindung 4, die Intensitédt der Banden von
3b ist aber ungefidhr achtmal niedriger als die der Banden von
3a, was auf einen Selbstloschungsmechanismus in 3b hin-
deutet. Der Grund fiir diese intramolekulare Loschung diirfte
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eine geringe Energiedifferenz zwischen der
p-Dimethylaminoanilingruppe als starkem
Elektronendonor und dem Anthrylrest als
Acceptor sein.[' I Wir beobachteten eine
dhnliche  Fluoreszenzloschung,  wenn
4-(N,N-Dimethylamino)anilin im Uber-
schuB3 zu einer Losung von 4 in CHCI,
gegeben wurde.

Nach Zusatz von DPPC zu einer Losung
von 3a in CHCIl; wurde die Fluoreszenz-
emission von 3a sofort schwicher (Abbil-
dung 2b). Sofern der EinfluB dynamischer
Losch- oder anderer Prozesse klein ist,!5!
mul3 die DPPC-abhéngige Loschung von
einer Konformationsidnderung bei der
Komplexbildung begleitet sein.

Titrationen!'¥ mit DPPC, SP und BTABr
in CHCI; belegen, dafl die gemessenen
Intensitdtsinderungen eine Folge der
Komplexierung sind. Wir gehen von einer
stochiometrischen  1:1-Komplexbildung
aus, weil dies mit der Anderung der Fluo-
reszenzintensitidt bei Zugabe der Ammo-
niumsalze konsistent ist und bei Zugabe
‘ eines Aquivalents des Gastes eine Signal-
sdttigung eintrat. Sofern dies moglich war,
wurden die Assoziationskonstanten auch
durch  UV-Absorptionsmessungen  ge-

460 500 6(|)0 4(I)O 560 600
Alnm Alnm

Abbildung 2. a) Fluoreszenzspektren von 3a, 3b und 4 (4., =390 nm) bei

konstanter Konzentration (5 x 10-°M). b) Von oben nach unten: Fluores-

zenzspektren von 3a (5 x 107°M) vor und nach Zugabe von DPPC bis zur

angegebenen Konzentration.

stiitzt.'”! Beispielsweise lieferte die Titration von 3a mit
DPPC und SP Werte fiir die Assoziationskonstante von
70000 + 8100 bzw. 55000 +2900Mm~!, die den durch Messung
der Fluoreszenzemission erhaltenen stark dhneln.

Fir die Bindung von DPPC und SP an 3a oder 3b
(Tabelle 1) wurden groBere Assoziationskonstanten gemes-
sen als fiir die von BTABr oder einem anderen der unter-
suchten Ammoniumsalze. Wegen der hohen Emissionsinten-
sitit und der ausgepriagten Fluoreszenzloschung bei der
Komplexierung mit Ammoniumsalzen ist 3a gut fiir einen
Nachweis cholinhaltiger Phospholipide wie DPPC und SP
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Tabelle 1. Assoziationskonstanten K, und Anderungen der Fluoreszenz-
intensitdt A/ fiir die Assoziation der Rezeptoren 3a und 3b mit
ausgewdhlten Tetraalkylammonium-Zellwandbestandteilen sowie BTABTr.

NR,* Verb. K, [M1] Al [%)]
BTABr 3a 10000 £ 1000 — 66
BTABr 3b 35000 £ 4000 —47
DPPC 3a 81000+ 5700 —86
DPPC 3b 158000 4 28 000 -51
SP 3a 53000 £ 5900 —60
Sp 3b 111000 £ 19000 —26

[a] In CHCI, bei 22 °C. Die Fehler wurden fiir ein Konfidenzintervall von
95 % berechnet.

geeignet. Die Intensitdt der Fluoreszenzemission von 3b
nimmt mit steigender Ammoniumsalzkonzentration ebenfalls
ab. Ferner trat bei der Komplexbildung eine unstrukturierte
Emissionsbande bei 540 nm auf, die dem Excimer zugeschrie-
ben wird. Diese Bande ist allerdings leider zu schwach fiir
einen Nachweis der Ammoniumsalze.

Der Rezeptor 3a reagiert auch selektiv auf andere Be-
standteile von Zellmembranen. In Abbildung 3 werden die
Fluoreszenzintensitdten von 3a nach Zugabe anderer Phos-

100
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Abbildung 3. Experimentelle (Punkte) und berechnete Fluoreszenzkur-
ven fiir die Titration von 3a mit den Phospholipiden DPPC (@), SP (4), PS
(2), PE (¢), PI (o) und Cholesterin (o). Die Versuchsbedingungen
entsprachen den in Abbildung 2 angegebenen. Die Intensitdtsanderungen
wurden beim Emissionsmaximum von 421 nm gemessen.

pholipide einschlieBlich Phosphatidylserin (PS), Phosphati-
dylethanolamin (PE) und Phosphatidylinosit (PI) verglichen.
Der Einfluf3 von Cholesterin wurde wegen dessen ubiquitdren
Vorkommens in Zellmembranen ebenfalls untersucht. Die
Anderung der Fluoreszenz von 3a wurde zum Nachweis von
PC und SP im Mikromolbereich in kiinstlichen Gemischen
von Zellmembranlipiden eingesetzt. Mit dem Verfahren kann
auch der Gehalt an Cholin-Phospholipiden in Chloroformex-
trakten gemessen werden, die direkt von Zellbestandteilen
gewonnen wurden.['®]

Das Vorliegen von C=0---NR,"- anstelle von NH---
~OP(O)OR,-Wechselwirkungen im Zentrum des tripodalen
Komplexes DPPC-3a ist vielleicht nicht iiberraschend, weil
die positive Ladung der NR,"-Gruppe auf die vier Kohlen-
stoffatome verteilt wird!" und bis zu zwolf CH --- O-Wech-
selwirkungen in DPPC - 3a moglich sind. Die Bindung von PS,
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PE und PI an 3a ist dagegen nur schwach (Abbildung 3). Die
Ursache der Selektivitdt der Bindung von DPPC an 3a ist
derzeit nicht genau bekannt. Wenn DPPC zwischen zwei der
drei Quadratsdureamid-,,Arme“ eingelagert wird (wobei die
R,N*-Gruppe weiterhin gebunden bliebe), sind sekundire
Wechselwirkungen zwischen den Phosphat-Sauerstoffatomen
und den Quadratsdureamid-NH-Gruppen von 3a moglich.
Ferner sollte die Bindung von 3a an BTABr die Translations-
freiheit des Bromidions um das BTA-Kation herum ein-
schrinken. Dieser entropisch ungiinstige Beitrag fehlt bei der
DPPC-Komplexierung.?! So 148t sich erkldren, warum die
freie Energie der Bindung von DPPC 1.2 kcalmol~! groBer ist
als die von BTABT.

Wir haben einen fluoreszierenden Sensor mit Quadratséu-
rediamid-Einheiten als Bindungsstellen konstruiert, mit dem
ausgewihlte Cholin-Phospholipide nachgewiesen werden
konnen. Gegenwirtig untersuchen wir die Eigenschaften
dhnlicher, auf Quadratsdureamiden basierender Systeme
zum Nachweis anderer wichtiger Biomolekiile.

Eingegangen am 29. Dezember 1998,
veridnderte Fassung am 25. Mirz 1999 [Z12837]
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Das Periodensystem enthélt derzeit 112 Elemente. Gegen-
wirtig ist Element 106, nun offiziell Seaborgium (Sg)
genannt,l'l das schwerste Element, dessen chemische Eigen-
schaften experimentell untersucht worden sind.”! Sg verhielt
sich in gruppenspezifischen Trenngéngen sowohl in der
wifrigen als auch in der Gasphase wie ein typisches Element
der Gruppe 6 des Periodensystems, d.h. dhnlich wie Mo oder
W. Dieses Resultat ist nicht trivial, denn in Untersuchungen
der beiden leichteren Transactinoidenelemente Rutherfordi-
um (Rf, Element 104) und Dubnium!" (Db, Element 105)
wurden unerwartete chemische Eigenschaften beobachtet,
die auf den Einfluf von relativistischen Effekten zuriick-
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