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Bolton, J. Wertz: Electron Spin Resonance - Elementary Theory and Appli-
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Lactosylceramide mit ungesiittigten Fettsiuren -
Synthese und Verwendung zur Erzeugung von
Doppelschichtmembranen**

Von Richard R. Schmidt*, Thomas Bdr und
Hans-Juergen Apell

Professor Wolfgang Pfleiderer zum 60. Geburtstag
gewidmet

Glycosphingolipide sind Membranbausteine, die mit ih-
rem Lipidteil, dem N-acylierten Sphingosin (=Ceramid),
am Aufbau der dufleren Plasmamembran-Doppelschicht
beteiligt sind. Der hydrophile Kohlenhydratteil wird da-
durch auf der duBeren Membranoberfliche lokalisiert, so
daB er die Spezifitdt der Wechselwirkungen mit Zellen und
verschiedenen Biofaktoren determinieren kann''l, Ci4-
Sphingosin ist die wichtigste Sphingosinbase in den mei-
sten Geweben der Mammalia; betrachtliche Mengen des
C-Homologen werden in den Gangliosiden des Gehirns
gefunden. Als N-Acylgruppen werden unsubstituierte und
a-Hydroxyfettsiuren angetroffen, die Doppelbindungen
enthalten kdnnen'?, ‘

Doppelschichtmembranen konnten mit den bisher zur
Verfiigung stehenden, chemisch meist uneinheitlichen Gly-
cosphingolipiden nicht erhalten werden. Wir haben kiirz-
lich ein Syntheseverfahren entwickelt, mit dem Glyco-
sphingolipide in sehr guten Ausbeuten rein hergestellt wer-

[*] Prof. Dr. R. R. Schmidt, Dipl.-Chem. T. Bir
Fakultdt filr Chemie der Universitat
Postfach 5560, D-7750 Konstanz
Dr. H.-J. Apell
Fakultit fiir Biologie der Universit4t Konstanz

[**] Glycosylimidate, 30. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie ge-
fdrdert. Wir danken Prof. Dr. P. Liuger, Konstanz, fiir wertvolle Dis-
kussionen. - 29. Mitteilung: R. R. Schmidt, G. Effenberger, Liebigs Ann.
Chem., im Druck.
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den konnen®!. Da die Fettsdure erst im letzten Reaktions-
schritt mit der Aminogruppe des Sphingosinteils verkniipft
wird, ist dieses Syntheseverfahren auch fiir empfindliche
Sduren geeignet. Wir haben es nun genutzt, um Lactosyl-
sphingolipide mit unges#ttigten Fettsduren zu synthetisie-
ren, die die Membranbildung und die Membranfluiditit
férdern'), Dazu wurden O-acetyliertes O-(a-Lactosyl)tri-
chloracetimidat!® als Donor und 3-O-benzoyliertes Azi-
dosphingosin'® als Acceptor mit BF;-OEt, als Katalysator
zum Glycosid 1™ (Ausbeute 85%) umgesetzt. Bei sukzessi-
ver Zugabe von 0.05 Aquivalenten Katalysator konnte die
konkurrierende Orthoesterbildung vollstindig zuriickge-
dringt werden. Desacylierung mit Natriummethanolat/
Methanol ergibt quantitativ 2, und Reduktion der Azid-
gruppe mit H,S/Pyridin lieferte das bereits auf anderem
Wege erhaltene Lactopsychosin 3% Fiir die Ankniipfung
von Ol-, Linol-, Linolen- und Arachidonsiure bewihrten
sich am besten deren S#iurechloride, die mit Oxalylchlorid
erzeugt wurden. Ihre Reaktion mit 3 in Anwesenheit von
Natriumacetat in Tetrahydrofuran (THF)/Wasser fiihrt in
guten Ausbeuten (65-74%) zu den Lactosylceramiden 4-7.
Diese konnen durch Peracetylierung und nachfolgende
Desacetylierung mit Florisil® (4, 5) oder direkt durch Re-
versed-Phase-Chromatographie (6, 7; RP,4*), n-Butanol/
Methanol/Wasser, 50 :32:18) rein erhalten werden!”.

?

OR*

1:X=N3,R=Ac,R‘=Bz
2:X=Nsy, R=R" =H *—COCl, NaOAc, THF
3: X = NHp, R =R' = H
oH R
OH . R
HO 0 o =
HO \/‘Y\/\/\/\/\/\/\/
HO o OH OH"
ﬁ 0
4: C-R" = W:MN
0
! i/V\/\/V_\/\/\
5: C-R" = ==
0
i it
6: C—-R" = N\
0
I 0
7: C-R* = S e e Vo

© VCH Verlagsgeselischaft mbH. D-6940 Weinheim, 1987

Um die Komplexitit der Zellmembranen zu verstehen,
miissen zunichst in einfachen Modellen die Eigenschaften
und Wirkungsweisen einzelner Membrankomponenten un-
tersucht werden®. Deshalb haben wir mit der Doppel-
schicht-Technik von Miiller et al.™'" Doppelschichtmem-
branen mit den Glycosphingolipiden 4-7 aufgebaut und
durch Messungen der elektrischen Kapazitit an ,schwar-
zen Filmen* (black bilayer membrane, BLM) die Dicke
der Membranen ermittelt!'''%. Aus 3- bis 4proz. Lésungen
von 4-7 in n-Decan/1-Butanol (100 :1) konnten Doppel-
schichtmembranen beachtlicher Lebensdauer (bis zu meh-
reren Stunden) und Stabilitit gegen hohere Spannungen
(Messungen bis 300 mV) erzeugt werden (Fliche
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0.15 mm?). Die bei Spannungen von 10-300 mV ermittelten
spezifischen Membrankapazititen (Tabelle 1) liegen um

Tabelle 1. Spezifische Membrankapazitit (C,,) und Dicke (d) des Kohlen-
wasserstoffbereichs der Doppelschicht-Membranen der Lactosylceramide 4-
7 {al.

Verbindung Cn [0F/cm?) {b] d [nm] [c]
4 0.563+£0.072 3.30+0.26
5 0.755+0.073 2.46+0.25
6 0.818+0.092 2.27+0.20
7 0.570+ 0.038 3.26+0.49

{a] Zur Durchfithrung der Messungen siehe [9-12), zit. Lit. [b] Mittelwert aus
zehn Messungen. [c] Zur Berechnung siehe [11].

den Faktor 1.5 iiber denen von Phosphatidylcholin-Mem-
branen!'?. Dies kann an den verinderten dielektrischen Ei-
genschaften der hydrophilen Kopfgruppen bei den Lacto-
sylceramiden liegen, oder die Doppelschicht ist aufgrund
stirkerer Kniduelung und Kinkenbildung des Lipidteils
diinner. Die spezifischen Membrankapazititen steigen in-
nerhalb der C g-Siure-Derivate 4-6 mit der Zahl der cis-
Doppelbindungen, wiahrend umgekehrt die ermittelte
Schichtdicke fiir den Lipidteil, vermutlich bedingt durch
Kinkenbildung, sinkt. Die spezifische Membrankapazitit
des Arachidonsiure-Derivats 7 ist dhnlich groB wie die
des Olsidure-Derivates 4, d.h. die Kettenverlingerung um
zwei C-Atome wird in etwa durch drei zusétzliche cis-Dop-
pelbindungen kompensiert.

Eingegangen am 6. April 1987 [Z 2180]
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Strukturaufkliirung eines neuen Icosapeptides aus
menschlicher Samenfliissigkeit**

Von Klaus Schneider, Josef Reiner und Gerhard Spiteller*

Der nach Chang und Wittmann-Liebold modifizierte Ed-
man-Abbau hat sich zur Strukturaufkldrung von Peptiden
bestens bewihrt!'. Einziger Nachteil dieser Methode ist
die Unsicherheit bei der Bestimmung des C-Terminus,
denn wenn das Peptid bis auf zwei bis drei Reste abgebaut
ist, kann bei der Extraktion des Hydantoins ein Teil des
Restpeptides verlorengehen. Daher ist zumindest noch
eine Aminosdurebestimmung notwendig.

Diese Bestimmung kann wegfallen, wenn das exakte
Molekulargewicht des Peptides bekannt ist, das sich durch
,,weiche Ionisierungsmethoden* ermitteln 148t Aller-
dings wichst die hierfiir erforderliche Probenmenge mit
steigendem Molekulargewicht stark an (etwa um den Fak-
tor 10 beim Ubergang von Masse 1500 zu Masse 2500).
Unserer Erfahrung nach sind die hierfiir notwendigen Pro-
benmengen an kleinen unbekannten Peptiden kaum erhilt-
lich.

Zur Untersuchung von Peptiden mit Massen zwischen
2000 und 3000 Dalton, die wir aus biologischem Material
gewinnen, wenden wir daher folgende Strategie an: Wir
spalten das Peptid tryptisch und chymotryptisch, trennen
die Bruchstiicke per HPLC (eine méglichst hohe Reinheit
der Peptide. ist fiir eine Sequenzierung durch MS essen-
tiell) und bestimmen von diesen Bruchstiicken das Mole-
kulargewicht per LSIMS!™". Nur in optimalen Fillen —
meist dann, wenn das Peptid ein Molekulargewicht <1000
Dalton hat - ermoglichen im LSIMS auftretende Frag-
mente eine direkte und sichere Strukturableitung. Von der
zur LSIMS-Messung verwendeten Probe (ca. 1 pug) wird
nur ein winziger Bruchteil verbraucht. Der Rest der Probe
wurde bisher verworfen. Wir fanden nun, daB sich der Pro-
benrest unverindert vom Target eluieren und durch
HPLC-Chromatographie von der Matrixsubstanz Glycerin
befreien 1dBt. Ein Teil der Restprobe wird nun mit einem
Tropfen CH;OH/2 N HCI versetzt. Nach 12 h Stehen sind
alle COOH- und alle CONH,-Gruppen in COOCH;-
Gruppen iiberfilthrt. Eine LSIMS-Aufnahme dieser Probe
ergibt die Zahl der urspriinglich vorhandenen COOH- und
CONH,-Gruppen. Der groBere Teil der Restprobe wird
durch doppelten Edman-Abbau nach Chang und Wits-
mann-Liebold et al.®! sequenziert, wobei jedes abgespal-
tene Aminoséurefragment sowohl durch Diinnschicht- als
auch durch HPLC-Chromatographie (bessere Absiche-
rung!) bestimmt wird. Die wiedergewonnene Probe kann
im Bedarfsfall zur Bestimmung des N-Terminus durch
Dansylierung verwendet werden, wofiir eine LSIMS-Auf-
nahme des Gesamtpeptides'™, aber auch eine hydrolytische
Spaltung des Peptides und nachfolgende Ermittlung der
derivatisierten N-terminalen Aminosiure per HPLC in
Frage kommt.

Als Beispiel fir die Anwendung des oben skizzierten
Verfahrens moge die Sequenzierung eines 20 Aminosiduren
umfassenden neuen Peptides dienen, das wir in einer
Menge von 300 pg aus menschlicher Samenfliissigkeit iso-

[*] Prof. Dr. G. Spiteller, Dr. K. Schneider, Dr. J. Reiner
Lehrstuhl fiir Organische Chemie I der Universitit
Postfach 1012 51, D-8580 Bayreuth
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefor-
dert.
["']

LSIMS = Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry: Bei diesem Ver-
fahren werden geladene Molekiile durch BeschuB mit Cs* aus einer
flissigen Matrix herausgeschleudert und so der Massenspektrometrie
zuginglich gemacht. Ahnlich arbeitet die FAB-Massenspektrometrie,
bei der Xe-Atome anstelle von Cs* als Geschosse verwendet werden.

0044-8249/87/0808-0814 $ 02.50/0 Angew. Chem. 99 (1987) Nr. 8





