ZUSCHRIFTEN

Zuschriften sind kurze vorliufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten mull zu erwarten
sein, daB er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr vielen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten, bei Ein-
sendung ihrer Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Veréffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte, von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt, da3 sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des behandelten Gebietes
wendet.

Ein Polymer aus Phlorrhizin als Affinititsgel fiir
zuckerbindende Proteine!"™"!

Von Jiann-Trzuo Lin und Rolf Kinne!"

Phlorrhizin (1), ein in den Wurzeln von Apfelbdumen vor-
kommendes B-Glykosid, wurde 1835 isoliert!"! und 1942 syn-
thetisch hergestellt!”, (1) wirkt als Hemmstoff des renalen
und intestinalen Zuckertransportes und ist deshalb fiir Un-
tersuchungen der Eigenschaften des Zuckertransportsystems
geeignet?. Aufgrund der vielen phenolischen Hydroxygrup-
pen von (1) gelang es, den Aglykonteil zu vernetzen, ohne
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den Zuckerteil zu verindern. Das so erhaltene Polymer kann
als Affinitidtsgel fiir zuckerbindende Proteine verwendet wer-
den. Im Gegensatz zu den herkémmlichen Affinititsgelen
auf Agarosebasis stammen Gelmatrix und Ligand beim
Phlorrhizinpolymer demnach vom gleichen Molekiil.
Phlorrhizin wird mit Formaldehyd und Harnstoff in Ge-
genwart von Essigsidure zu einem weiflen Polymer vernetzt.
Aus dem Glucosegehalt des Polymers”] kann man einen
Phlorrhizingehalt von 3.05% abschitzen; aus dem Stickstoff-

[*] Prof. Dr. R. Kinne [**}, Dr. J.-T. Lin

Max-Planck-Institut fiir Biophysik

Heinrich-Hoffmann-Strafle 7, D-6000 Frankfurt 71
[**] Derzeitige Adresse: Yeshiva University, Albert Einstein College of Medici-
ne, 1300 Morris Park Avenue, Bronx, N. Y. 10461 (USA).
[***] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unter-
stittzt. — Nach einem Vortrag auf dem Xlth International Congress of Bioche-
mistry in Toronto arm 10. 7. 1979.

Angew. Chem. 92 (1980) Nr. 7

gehalt (32.53%) ergibt sich fiir Phlorrhizin : Harnstoff :
Formaldehyd das Molverhiltnis 1:4:16. Nach Modellvor-
stellungen fiir andere Harze!® kénnen die Phlorrhizinmole-
kile im  Polymer durch —CH,—0O- und/oder
—CH,—NH-—CO—NH-Ketten miteinander verkniipft sein.
Der Abstand der Phlorrhizinmolekiile, der vom Anteil an
Harnstoff und Formaldehyd abhingt, muB grofl genug sein,
um freie Rotation der Glucosegruppen und moglichst unge-
hinderten Zutritt von Proteinen zu erméglichen.

Um zu priifen, ob das Polymer fiir die Affinitatschroma-
tographie von zuckerbindenden Proteinen verwendet werden
kann, wurde einerseits die Bindungskapazitiat des Polymers
fiir Lectine (Concanavalin A und Linsenlectin) bestimmt.
Aus der Auftragung der Werte nach Scatchard ergab sich,
daB bei 22°C etwa 2x10~7 mol Concanavalin A und
8 x 10~ * mol Linsenlectin pro Gramm trockenes Polymer ge-
bunden werden. Andererseits wurde gereinigtes Concanava-
lin A auf eine Phlorrhizinpolymer-Siaule aufgetragen. lm
Gegensatz zu Rinderserumalbumin wurde Concanavalin A
am Polymer adsorbiert und konnte erst durch b-Glucose elu-
iert werden (Abb. 1a). AuBBerdem wurde das Polymer zur
Isolierung von Concanavalin A aus einem Schwertbohnen-
rohextrakt benutzt. Wie Abbildung 1b zeigt, passieren die
meisten Proteine des Rohextrakts die Sdule; mit b-Glucose
wird eine Fraktion eluiert, deren Proteinmuster in der SDS-
Gelelektrophorese mit dem von Concanavalin A praktisch
iibereinstimmt (Abb. 2).
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Abb. 1. Affinititschromatographie am Phlorrhizinpolymer. a) 500 pul (t.7 mg/
ml) Concanavalin A (—) und 500 1 (4.7 mg/ml) Rinderserumalbumin (---) wur-
den in wiBriger Losung auf die Affinitatssiaule (30 x 0.9 cm) aufgetragen. Bei der
Elution mit entionisiertem Wasser (Elutionsgeschwindigkeit 9 ml/h, Volumen
der Fraktionen 3 ml) wurde der Proteingehalt des Eluats durch Extinktion bei
279 nm registriert. Concanavalin A lieB sich erst mit 0.2 mol/l D-Glucose (Pfeil)
eluieren. b) 400 pl Schwertbohnenrohextrakt in 0.1 mol/l Ammoniumacetat,
pH=7.0, wurden auf die Siule aufgetragen. Die adsorbierten Proteine wurden
mit 0.5 mol/l p-Glucose (Pfeil) eluiert.

Erste Versuche zur Isolierung des D-Glucosetransportpro-
teins aus Extrakten von Biirstensaummembranen aus
Schweinenieren ergaben, daff die vom Polymer adsorbierte
und durch p-Glucose eluierbare Proteinfraktion eine fiinf-
mal hohere Transportaktivitit gegeniiber D-Glucose zeigt als
die Ausgangsmembran. Die Transportaktivitit wurde nach
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Abb. 2. Proteinmuster der aus dem Schwertbohnenrohextrakt gewonnenen Frak-
tionen (Abb. 1b). A: Schwertbohnenrohextrakt, B: durch p-Glucose aus dem
Phlorrhizinpolymer eluierte Fraktion, C: kommerziell erhiiltliches Concanavalin
A (Pharmacia, Tiibingen). Die Proteinmuster wurden durch Elektrophorese in
8proz. Polyacrylamid in Anwesenheit von Natrium-dodecylsulfat ermittelt
(SDS-Gelelektrophorese).

Inkorporierung der Proteine in Liposomen bestimmt. Damit
scheint das Phlorrhizinpolymer fiir die Isolierung von Prote-
inen geeignet zu sein, die eine Affinitdt zu B-glykosidisch
verkniipfter D-Glucose haben.

Arbeitsvorschrift

Herstellung des Phlorrhizinpolymers: Eine Mischung von
2 g Phlorrhizin (1), 30 g Harnstoff und 65 ml 37proz. Forma-
lin wurde mit einem Tropfen Essigsdure versetzt und unter
starkem Riihren auf 120-140 °C erhitzt. Nach 20-30 min er-
hidlt man eine weile, undurchsichtige Masse, die nach dem
Abkiihlen grob zerkleinert und mit Wasser/Ethanol solange
gewaschen wurde, bis sie frei von niedermolekularen Be-
standteilen war. Nach Waschen mit Ethanol und Trocknen
bei 60 °C verblieben 46.2 g trockenes Polymer, das gemahlen
und mit Wasser oder der entsprechenden Pufferlésung dqui-
libriert wurde. Das in eine Chromatographieséule eingefiillte
Polymer wurde solange mit Wasser oder Pufferlosung gewa-
schen, bis im Eluat keine Absorption bei 256 nm mehr auf-
trat. AnschlieBend wurde das Proteingemisch aufgetragen.

Bindung von Lectinen: Die Bindung wurde durch 2 h In-
kubation von 10 mg Phlorrhizinpolymer mit verschieden
konzentrierten Lectinlésungen (0.13 bis 2.6 mg/ml) in Am-
moniumacetat (0.1 mol/l, pH=6.5) bei 22°C bestimmt.
Nach Inkubation und Sedimentation des Polymers wurde
das freie Protein im Uberstand gemessen. Als Kontrolle
diente Albumin, das nur unwesentlich gebunden wurde.

Eingegangen am 22. Mai 1979,
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StoBinduzierte Fragmentierungen von
Alkylidenammonium-Ionen!™!

Von Hans J. Veith""!

Alkylidenammonium-Ionen spielen in der organisch-che-
mischen Synthese und als Naturstoffe eine besondere Rolle
(vgl. '¥)). Im folgenden wird {iber eine massenspektrometri-
sche Methode (FD-CA) berichtet, mit der zusdtzlich zum
Molekulargewicht strukturelle Details von Alkylidenammo-
niumsalzen bestimmt werden kénnen.

Bisher konnten solche Salze massenspektrometrisch nicht
untersucht werden, da bei der Uberfithrung in die Gasphase
die ionische Struktur nicht erhalten bleibt (vgl. 1'®)). Mit der
Felddesorptions-(FD-)Methode gelingt jedoch die Erzeu-
gung intakter Alkylidenammonium-Ionen in der Gasphase
aus den entsprechenden Salzen. Wihrend somit die Masse
der Kationen direkt bestimmt werden kann und zusitzlich
auftretende Clusterionen es ermoglichen, das Molekularge-
wicht der Salze zu ermitteln, erhdlt man aus dem FD-Mas-
senspektrum keine strukturrelevanten Details, da die feldde-
sorbierten Alkylidenammonium-Ionen wegen der zu gerin-
gen Anregungsenergie innerhalb der massenspektrometri-
schen Zeitskala nicht zerfallen®.

Eine Moglichkeit zur Fragmentionen-Erzeugung bietet die
StoBaktivierungs-(,,Collisional Activation®, CA-)Methode.
Dabei erfahren die hochbeschleunigten Ionen durch einen
inelastischen Sto8 mit einem Neutralgas eine vom eigentli-
chen Ionenbildungsproze raumlich und zeitlich getrennte
Anregung, die zu Bruchstiicken der zu untersuchenden To-
nen fihrt (vgl. ®)). Diese Fragmentionen werden .n der er-
sten feldfreien Region eines doppelfokussiecrenden Massen-
spektrometers erzeugt und mit einer ,,Linked-Scan“-Einrich-
tung registriert™l,

Die FD-CA-Massenspektren der drei isomeren Alkyliden-
ammonium-Ionen (1)-(3) (Abb. 1), durch Felddesorption
aus den Tetrafluoroboraten erzeugt!®, unterscheiden sich vor
allem durch die Intensitédtsverhiltnisse der Hauptfragment-
ionen. Das Ion (1) zerfallt iiberwiegend durch Heterolyse der
N—Cpgenzyi-Bindung in ein C;H-Ion (m/e=91). Dieser La-
dungstransfer vom N-Atom zum aromatischen Ring wird
auch beim Ion (2) beobachtet, doch ist die Bildung der C,H%-
Ionen aus (2) und auch aus (3) mit einer Wasserstoffwande-
rung verbunden. Fiir die Eliminierung von N-Methylmethy-
lenamin aus (1) wird offenbar weniger Energie benétigt als
bei den Ionen (2) und (3), da der Anteil an konkurrierenden
Zerféllen bei (2) und (3) betriachtlich zunimmt. Das
[M® —CH,)-Ton (m/e=118) erreicht im CA-Spektrum von
(2) ca. 60% der Intensitdt des C;HS-Tons und erscheint im
Spektrum vom Ion (3) als Basispeak.

Die N,N-Dimethylaminotropylium-Struktur sowohl beim
Ion (3) als auch partiell nach Isomerisierung von (2) wird
durch das Auftreten der im Vergleich zum CA-Spektrum
von (1) intensiveren Signale bei m/e=90 und 89 belegt. Die
Bildung dieser Ionen 148t sich durch Homolyse der C—N-
Bindung bzw. durch N,N-Dimethylamin-Eliminierung er-
kliren. Wie bei Phenylalkyl-substituierten Ammonium-Io-
nen' wird bei den Ionen (1) und (2) die Eliminierung von 52
Masseneinheiten (m/e=82), bei (3) von 26 Masseneinheiten
(m/e=108) beobachtet. Trotz der geringen Signalintensitiit
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