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Stabile, hochungesattigte Glyceride - enzymatische 
Synthese rnit einer Carotinoidsaure** 
Vassilia Partali, Lise Kvittingen, Hans-Richard Sliwka* 
und Thorleif Anthonsen 

Das groRe Interesse an hochungesattigten langkettigen Gly- 
ceriden in der Medizin und Nahrungsmittelindustrie fuhrte zur 
Entwicklung mehrerer Anreicherungs- und Synthesemetho- 
den" -41. Die Glyceridester ungesattigter Fettsauren wie Icosa- 
pentaensaure (C20 : 5), Docosahexaensaure (C22: 6) und der 
konjugierten Ajenonsauren (C12: 5, C14: 5) sind allerdings min- 
destens ebenso instabil wie ihre Fettsauren und konnen deshalb 
allenfalls bei tiefen Temperaturen unter Schutzgas oder mit Sta- 
bilisatoren, z.B. Carotinoiden, gehandhabt ~ e r d e n [ ~ - ~ ] .  

Die Synthese stabiler, hochungesattigter Glyceride murj da- 
her aufbauen auf stabilen, hochungesattigten Fettsauren. Die 
etwa 25 in geringer Konzentration natiirlich vorkommenden 
Carotinoidsauren erfullen beide Anforder~ngen[~I. Eine dieser 
Sauren, 8'-Apo-fl-carotinsaure (C30: 9), ist ein stabiles, Vit- 
amin-A-aktives Carotinoid, das als Ethylester (C30-Ester) 2 
(siehe Schema 1) auch kommerziell erhaltlich istf', '1. 

Glyceride rnit Carotinoiden als Fettsaure sind bisher in der 
Natur nicht gefunden worden, obwohl man die naturlich vor- 
kommende Saure des Esters 2 als eine dehydrogenierte Form 
der ebenfalls natiirlich vorkommenden verzweigten Fettsauren 
betrachten kann['- lo]. 

Wir erwarten, daD die Carotinoidglyceride 3, 4, 6, 7 die viel- 
faltigen physiologischen Wirkungen der Fettsauren und der Ca- 
rotinoide vereinen" ' -I3]. Carotinoidglyceride diirften besser 
absorbiert werden und daher erhohte pharmakologische Wir- 
kungen zeigen als freie Carotinoide, die selbst mit Fettsauren 
verestert nur unvollkommen von Mensch und Tier aufgenom- 
men ~ e r d e n [ ' ~ - ' ~ ]  . Di e Carotinoidfette 6, 7 sind polyfunktio- 
nelle Glyceridderivate, in denen der antioxidative Carotinoidteil 
als intramolekularer Stabilisator fur die ungesattigten Fett- 
siureacylgruppen im Molekul wirken kann, wahrend gleichzei- 
tig die Fettsaureacylgruppen die Absorption des Carotinoids 
erleichtern" 71. Wir berichten hier uber die Synthese der ersten 
stabilen hochungesattigten, konjugierten Glyceride. 

Konventionelle Glyceridsynthesen (Umesterung, direkte Syn- 
these) erschienen als Zugang zu diesen Verbindungen weniger 
geeignet, da der Carotinoidester 2, wie allgemein Carotinoide, 
unter den Reaktionsbedingungen (hohe Temperatur oder Sau- 
ren) zerstort wird[18, ''I. Die konjugierten Mono-, Di- und Tri- 
nonaenoylglycerin-Derivate 3,4,  6, 7 wurden deshalb rnit Hilfe 
enzymatischer Katalyse hergestellt (Schema l ) ,  einer Methode, 
die bisher in der Carotinoidchemie noch wenig Anwendung ge- 
funden hatLz0 - 221. 

Die Verbindungen 3 und 4 wurden durch Veresterung, die 
Fette 6 und 7 durch Umesterung erhalten. Glycerin 1 und der 
C30-Ester 2 reagierten in Decalin bei 30-37°C rnit Cundida- 
Antautica-B(CAB)-Lipase bei reduziertem Druck in 43 YO Aus- 
beute zu den Mono- und Diglyceriden 3 und 4 in etwa gleichen 

[*I Dr. H.-R. Sliwka 
Norges Teknisk Naturvitenskapelige Universitet 
Institutt for Organisk Kjemi-NTH 
N-7034 Trondheim (Norwegen) 
Telefax: lnt. +73 59 5473 
E-mail: hrs@nvg.unit.no 
Dr. V. Partali, Dr. L. Kvittingen. Dr. T. Anthonsen 
Norges Teknisk Naturvitenskapelige Universitet 
Kjemisk Institutt-AVH 

[**I Wir bedanken uns fur Diskussionen zur Enzymkatalyse, fur NMR- und Mas- 
senspektren sowie fur technische Unterstutzung hei P. Halling. H. Anthonsen. 
B. Olsrcld, A. Melbye und S. Liaaen-Jensen. 

342 ,$:I VCH ~ . r l i i g s ~ i ~ s e / l s c l t u ~  mhH, 0-69451 Weinheiml 1996 0044-8249/96/10803-0342 $10.00 + ,2510 Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 3 



CAB- 
Lipasa 

Decalin 
- 

<OH 

1 

0-C182 

FH O-C18:2 -+ 
5 

C182 

C30:9 

- H20 
- EtOH 

I I 

2 

O-C18:2 OH 
CAB-Lipase 

Decalin 
- H20 0- C30:9 
- EtOH 

2 -  

6 7 

0 1- 

+ 

Schema 1. Enzymatische Synthese von Carotinoylglyceriden. 

Anteilen. Die Reaktion des Diglycerids der Linolsaure 5 rnit 
dem C30-Ester 2 ergab in 38 YO Ausbeute das Triglycerid 6 sowie 
die Glyceride 3 und 7 im Verhaltnis 9:2:1. Die enzymatische 
Veresterung von Glycerin 1 rnit ungesattigten Fettsauren wird 
mit zunehmender Nahe der Doppelbindung zur Carbonylgrup- 
pe behindertL4]. Die Ausbeute an Carotinoylglycerin der Um- 
und Veresterungsreaktion rnit dem carbonylkonjugierten Ester 
2 ist dennoch ausreichend. 

Die Umsetzung des Diglycerids 5 rnit dem Ester 2 kann stati- 
stisch, ohne Berucksichtigung der Stellungs- und Stereoisomere, 
zu neun Glyceridprodukten fiihren. Theoretisch wird die Bil- 
dung der Produkte bestimmt durch eine Gleichgewichtskon- 
stante, die sich aus den Hydrolysegleichgewichtskonstanten der 
Tri-, Di- und Monoglyceride zusammensetzt. Die tatsachliche 
Produktbildung wird weiter abhangig sein von der Konzentra- 
tion der Reaktionspartner, dem Losungsmittel, von einer Stel- 
lungsspezifitat der Lipase und von einer eventuellen Wanderung 
der Acylgruppen. Die bei der Reaktion gebildeten Nebenpro- 
dukte H,O und EtOH werden durch Arbeiten unter reduziertem 
Druck kontinuierlich aus dem Gleichgewicht entfernt, was die 
Ausbeute an hoheren Glyceriden fordern sollte. Ungeachtet der 
Komplexitat der Umesterung entstanden als Hauptprodukte vor- 
wiegend Triglycerid 6 neben dem Mono- und Diglycerid 3 bzw. 7. 

Die Carotino ylglycerin-Derivate wurden chromatographisch 
von den in geringen Mengen vorkommenden Nebenprodukten, 
von nicht umgesetzten C30-Ester 2 und von farblosen Glyceri- 
den abgetrennt. 

Die Struktur der erhaltenen neuen Fette wurde mit UV-VIS-, 
'H-, I3C-NMR- und IR-spektroskopisch sowie massenspektro- 
metrisch bestatigt. Obwohl eine Acylwanderung nicht auszu- 
schlieljen ist, konnte nach Aufarbeitung des Reaktionsgemi- 
sches jeweils nur das 1,3-Derivat 4, das Triglycerid 6 und das 
1,2-Derivat 7 NMR-spektroskopisch nachgewiesen werdenIZ3'. 

Mono- und Diglyceride mittel- und langkettiger Fettsauren 
bilden in Wasser stabile E m u l s i ~ n e n ~ ~ ~ ~ .  Die Verbindungen 3, 4 
und 7 eignen sich deshalb moglicherweise zur Herstellung leicht 
absorbierbarer Carotinoiddispersionen ohne zusatzliche Emul- 
g a t ~ r e n [ ~ ~ J .  

Experimentelles 

Veresterung: 1 (83 mg, 0.9 mol), 2 (73 mg, 0.16 mmol) und CAB-Lipase (350 mg) 
wurden in Decahydronaphthalin (10 mL) bei 35 "C und 10 Torr 4 d geruhrt. -Um- 
esterung: 5 (7.4 mg, 0.012 mmol), 2 (12 mg, 0.026 mmol) und CAB-Lipase (60 mg) 
wurden in Decahydronaphthalin (2 mL) bei 35 "C und 10 Torr 8 d geriihrt. Die 

OH O-C30:9 gelbroten Carotinoidglyceride beider Reaktionen 
wurden ndch Verdampfen des Losungsniittels mit 
Kolonnen- oder praparativer Diinnschichtchroma- 

k:C3o:g + e C , o : g  tographie an Silicagel rnit Hexan-Aceton-Mischun- 
gen getrennt. Farblose Glyceride wurden nicht ana- 

3 4 lysiert. Die Veresterung ergab die Verbindungen 3 
und 4 im Verhdltnis 1 : 1 in 43 % Ausbeute, die Um- 
esterung lieferte die Produkte 3, 6 und 7 in 38% 
Ausbeute im Verhaltnis 9:2: 1. Die Verbindungen 3. 
4, 6, 7 waren VIS-spektroskopisch (Arnx = 456 nm, 
CH,CI,) identisch rnit dem Edukt 2. 3 
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Veresterung: zuriickgewonnenes 2: 22 mg. 3: erhal- 
ten: 15mg. MS (70eV): m/z 506 [A4+], 414 
[M' - 921; IR in Substanz als Film auf KBr): 
t = 3428 cm-' (OH), 1700 (konj. C=O); 'H-NMR 
(500 MHz, CDCI,, TMS): Glycerylteil: (ABMXY- 
System), 6 = 3.91, (q, H-2), 3.56 und 3.65 (beide dd, 
2H-3), 4.20 und 4.23 (beide dd, 2H-1); Carotinoyl- 
teil: 6 = 6.0-6.8 (12H), 1.95 (12H, 4CH,), 1.73 

CH2-C2), 1.55 (2H, CH,-C3), 2.01 (2H, CH,-C4). 
4: erhalten: 15mg. MS: m/r 936 [.Mi], 844 
[Mt - 921; 1R: 3460(OH), 1700 (konj. C=O); 'H- 
NMR: Glycerylteil: (AABBX-System). 6 = 4.16 
(4. H-2), 4.24 nnd 4.27 (2HA bzw. 2H A ;  
JAA. =11.1, JAx = 5.0 Hz); Carotinoylteil. 6 = 6.0- 

1.92, 1.94(24H, 2x4CH3),  1.40(4H,2xCH2-C2), 1.55 (4H, 2xCH2-C3), 1.96 
(4H,2 xCH,-C4); "C-NMR(100 MHz,CDCI,): Glycerylteil:6 = 65.86(Cl,C3); 
Carotinoylteil: 6 =168.6 (C=O), 39.66 (C2). 33.13 (C4). 28.98 (2CH,-CI). 21.77 
(CH,-CI), 19.27 (C3), 12.8-12.9 (4CH,). 

(3H, 1CH3-C5), 0.95 (6H, 2CH3-Cl), 1.48 (2H, 

6.7 (24H, 2 x 12H), 0.96 (12H, 4 xCH,-CI), 1.65 (6H, 2 x CH3-C5). 1.90. 1.91, 

Umesterung: zuriickgewonnenes 2: 4.6 mg. 6: erhalten: 3.4mg. MS: Jn/ i  1030 
[ M ' ] ,  938 [M' - 921, 599 [M' - 4311; IR: 1742 (C=O), 1712 (konj. C=0) ;  
'H-NMR: Glycerylteil: (ABMXY-System), 6 = 5.2 (m, H-2), 4.11 und 4.21 (m. 
jeweils lH) ,  4.27 (m, 2H); Carotinoylteil: 6 = 6.0-6.8 (12H), 1.90, 1.95 (12H, 

CH,-C3); Linoleoylteil: 6 = 5.27 (m, SH, 2 x 4H, cis-Alken), 0.88 (t, 6H. 2 x CH,- 
CIS), 1.25 (m, 32H, 2x16CH2), 2.28 (m, 4H, 2xCH,CO), 2.70 (m, 4H, 
2 x =CCH,C=), 1.8-2.0 (m. 8H, 4 x =CCH,). 
7: erhalten: 0.8 mg. MS: m/z 768 [ M ' ] ,  676 [ M +  - 921.337 [ M +  - 4311; IR: 3450 
(OH), 1730 (C=O), 1711 (konj. (C=O)); 'H-NMR: Glycerylteil: (ABMXY-Sy- 
stem), 6 = 5.09 (m, H-2), 3.69 (m, 2H-3), 4.24 (m, 2H-1); Carotinoylteil: 6 = 6.0- 
6.7 (12H), 1.92, 1.98 (12H, 4CH3), 1.66 (3H. CH3-C5), 0.95 (6H, 2CH,-Cl), 1.55 
(2H, CH,-C3), 1.41 (ZH, CH,-C2): Linoleoylteil: 6 = 5.27 (m, 4H. ci.s-Alken),0.82 
(t. 3H, CH,-C18), 1.25 (m, 16H, 8CH2), 2.28 (m. 2H. CH,CO), 2.70 (m. 2H, 
=CCH,C=), 1.8-2.0 (m, 4H,  2 x =CCH,). 
3: erhalten 0.4 mg. 

4CH3). 0.95 (6H, 2CH,-C1), 1.73 (3H, CH,-CS). 1.48 (2H, CH,-C2). 1.60 (2H. 
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Nachweis der spezifischen Proteinadsorption an 
Chelatorlipidmonoschichten mit FT-IR- 
Spektroskopie an der WasserlLuft-Grenzflache 
Lutz Schm,tt, Tom M. Bohanon, Steffen Denzinger, 
Helmut Ringsdorf und Robert Tampt*  

In der Molekularbiologie ist das Konzept der Fusionsprotei- 
ne zur Identifikation, Reinigung und Charakterisierung von 
Genprodukten weit verbreitet. Eines der bekanntesten Beispiele 
sind die Histidin-Fusionsproteine, die mit der Immobilisierten- 
Metall-Ionen-Affinitatschromatographiei13 21 aufgereinigt wer- 
den konnen. Um dieses Konzept mit den fundamentalen Eigen- 
schaften von Lipiden wie Selbstorganisation und dem Wechsel- 
spiel der Phaseneigenschaften zu vereinigen, wurde eine neue 
Klasse von Chelatorlipiden mit Nitrilotriessigsaure (NTA) als 
K~pfgruppe[~ .  41 synthetisiert. Dunne Filme dieser Lipide zeigen 
ein ausgepragtes Komplexbildungsvermogen gegeniiber Nickel- 
10nen'~I. Der entsprechende Nickelkomplex verfugt mit seinen 
beiden freien Koordinationsstellen uber eine Bindungsstelle fur 
Histidin-Fusi~nsproteine~~~ 'I. Wir berichten nun erstmals iiber 
eine spezifische Immobilisierung eines Histidin-Fusionsproteins 
an eine Chelatorlipidmonoschicht, die mit externer Reflektions- 
Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) an der 
Wasser/Luft-Grenzflhche direkt verfolgt wurde. Sowohl die 
Komplexbildung als auch die spezifische und reversible Protein- 
adsorption konnten mit dieser Technik nachgewiesen werden. 

Mit der externen Reflektions-FT-IR-Spektroskopie an der 
Wasser/Luft-Grenzflache konnen physikalische Eigenschaften 
einer Lipidmono~chicht['~, z.B. die Konformation der Lipida- 
cylketten[82 'I, untersucht werden. Dabei sind keine extrinsi- 
schen Proben wie Fluoreszenzfarbstoffsonden notig, die die Ei- 
genschaften des beobachteten Systems storen konnen. 
Trotzdem ist bis heute weder eine Adsorption noch eine spezifi- 
sche Proteinbindung an eine Lipidmonoschicht an der Wasser/ 
Luft-Grenzflache rnit dieser Technik direkt verfolgt worden. 
Fur die Messungen kombinierten wir daher einen Filmwaagen- 
aufbau mit einem FT-IR-Spektrometer, das die Daten im exter- 
nen Reflektionsmodus aufnimmt (Abb. 1 unten) . Weiterhin 
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Abb 1. Oben: In den Experimenten verwendete Komponenten: unbeladenes 
(NTA-DODA; l ) ,  Nickel-beladenes (Ni-NTA-DODA, 2) und Nickel-beladenes 
Chelatorlipid mit immobilisiertem Histidin-Fusionsprotein (Protein/Ni-NTA- 
DODA; 3). Das Chelatorlipid N",N"-Bisfcarboxymethy1)-N'-[(dioctadecylamino)- 
succinyl]-~-1ysin (NTA-DODA) wurde gemaB Lit. [3] synthetisiert und in der unbe- 
ladenen und beladenen Form verwendet. Fur die IR-Experimente wurden 30 nmol 
Ni-NTA-DODA oder NTA-DODA auf den Subphasenpuffer (10 mM Hepes, 
pH 8.0, 140 mM NaCI) gespreitet. Als Modellverbindung fur ein Histidin-Fusions- 
protein wurde ein Hitzeschockfaktor (HSF24) aus Tomate verwendet [15], der von 
Oliver Boscheinen und Dr. Klaus-Dieter Scharf (Universitat Frankfurt) freundli- 
cherweise zur Verfiigung gestellt wurde. HSF24 wurde als Fusionsprotein rnit einer 
C-terminalen Sequenz aus sechs zusatzlichen Histidineinheiten in E. roli exprimiert 
[I71 und die Funktionalitlt rnit DNA-Gelretardationsexperimenten nachgewiesen 
(15, 171. Unten: Experimenteller Aufhau der externen Reflektions-FT-IR-Spektro- 
skopie an der Wasser/Luft-Grenzflache. Details sind in Lit. [21] beschrieben. Alle 
Spektren wurden durch Addition von 5000 Datenpunkten rnit einer Auflosung von 
8 cm-'  aufgenommen und rnit der von Nicolet zur Verfugung gestellten Software 
ausgewertet. Bei allen Spektren wurde zusatzlich eine automatische Grundlinien- 
und Glattungskorrektur durchgefuhrt. 

wurde die spezifische Bindung von Imidazol und von Histidin- 
markierten Biomolekulen an die Chelatorlipide rnit Film- 
waagentechnik, Fluoreszenzspektroskopie und Reflektions-In- 
terferenz-Kontrastmikroskopie (RICM) nachgewie~en[~-~].  
Die Komplexbildung und spezifische Anlagerung von Histidin- 
Fusionsproteinen an diese in den IR-Experimenten verwendete 
neue Klasse von Chelatorlipiden ist in Abbildung 1 oben sche- 
matisch dargestellt. 
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