ZUSCHRIFTEN

nutzbar. Dieses Beispiel demonstriert einmal mehr, daB der Ein-
satz von Dominoprozessen effiziente und kurze Synthesewege
er6ffnen kann.

Experimentelles

2:68.8 mg (0.2 mmol) 1 wurden in 5 mL Ameisensdure gelost und 15 min bei Raum-
temperatur stehengelassen. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Vakuum ab-
destilliert. Durch praparative Diinnschichtchromatographie (CH,Cl,/MeOH, 95/5,
NH,-Atmosphire) wurden 54 mg (95 %) (+)-Ulein 2 erhalten.
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strate aus dem Bereich der Biochemie sind die Nucleinsiduren.
Die gezielte Manipulation von genetischem Material (,,Gen-
technologie“) wird liber die sequenzspezifische Spaltung von
DNA durch Restriktionsenzyme!?) erst ermdglicht. Diese stam-
men aus natiirlichen Quellen und sind damit invariabel beziig-
lich ihrer katalytischen Eigenschaften und insbesondere beziig-
lich ihrer Basenerkennungsmuster (Zahl und Art der erkannten
Basen). Wegen der extremen Bedeutung dieser Enzymbklasse fiir
die Biochemie und -technologie fehlt es nicht an Versuchen,
,.kiinstliche Phosphodiesterasen® zu konstruieren.!¥! Unabhin-
gig vom Funktionsprinzip der Katalysatoren sind moglichst
empfindliche Nachweismethoden zur Messung der Aktivitdt
nétig. In den meisten Fillen wurden durch Hydrolyse freigesetz-
te Nitrophenole UV/Vis-spektroskopisch quantifiziert, oder es
wurde die 3'P-NMR-Spektroskopie eingesetzt. Unser Ziel war
es, eine einfache und wesentlich empfindlichere Fluoreszenzson-
de flr den Nachweis der Phosphodiesterase-Aktivitat herzustel-
len. Wegen der hohen Empfindlichkeit der fluoreszenzanalyti-
schen Methoden sollten Komponenten mit Phosphodiesterase-
Aktivitdt auch in Substanzgemischen biologischen oder synthe-
tischen Ursprungs nachzuweisen sein.

Die Funktionsweise der von uns untersuchten Reporter-
Molekiile ist in Schema 1 dargestellt. Uber eine Phosphorsiure-
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Schema 1. Funktionsweise der Fluoreszenz-Reporter.

diesterbindung sind in A ein Fluorophor und ein Fluoreszenz-
16scher in rdumlicher Nihe positioniert. Das Absorptionsspek-
trum des Fluoreszenzlschers und das Emissionsspektrum des
Fluorophors sollten dabei méglichst stark iiberlappen.[*!

Intaktes A fluoresziert nicht, da nach Anregung des Fluoro-
phors rascher Energietransfer zum Fluoreszenzléscher stattfin-
det.'! Nach Spaltung der Phosphorsidurediesterbindung kén-
nen sich die Spaltstiicke B und C (oder B’ und C’) voneinander
entfernen: Die Fluoreszenz wird nun nicht mehr intramolekular
geldscht.) Wir haben zwei derartige Fluoreszenzsonden (1 und
2) hergestellt: Als Fluorophor wirkt hier ein Naphthalinrest, als
Fluoreszenzldscher eine Azobenzoleinheit.

Da 4-Hydroxyazobenzol (pK, = 8.20)!%) eine bessere Ab-
gangsgruppe ist als 1-Naphthol (pK, = 9.37)!®! oder 2-Naph-
thol (pK, = 9.49),1%! soliten 1 und 2 zu 4-Hydroxyazobenzol
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und den Naphthylphosphaten hydrolysiert werden. Wir berich-
ten hier iiber die Synthese von 1 und 2 sowie ihre durch Hydro-
lyse ausgeldste Fluoreszenz. Gemal Schema 2 wurden zur Her-
stellung von 1 und 2 1- bzw. 2-Naphthol zunédchst auf literatur-
bekannte Weise!”) mit Phosphorylchlorid umgesetzt. Im zweiten
Schritt wurde die Azobenzoleinheit eingefiihrt.

POCl3, Pyridin,
71% Benzol, 80°C, 77%
45 min
o %o “P=0

Pyridin, Toluol,

4-Hydroxyazobenzol,
J 80°C,4 h '

Schema 2. Synthese der Phosphorsdurediester 1 und 2.

In den UV/Vis-Spektren von 1 und 2 treten die Absorptions-
banden der Naphthalin- (Maximum bei niedriger Wellenldnge)
und der Azobenzoluntereinheit auf (Maximum bei hoher Wel-
lenldnge, Abb. 1). Wird mit Licht der Wellenldnge bestrahlt, die
der der Absorptionsbande des Naphthalinteils entspricht, so
wird keine Fluoreszenz festgestellt.®]

Bei Zusatz ciner Phosphodiesterase, z. B. der Phosphodieste-
rase I aus Crotalus atrox,'® zu einer Lésung von 1in AMPSO-
Puffer™® nimmt die Fluoreszenzintensitit rasch zu (Abb. 2).
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Abb. 1. UV/Vis-Spektren der Fluoreszenz-Reporter 1 und 2 (jeweils ¢ =
5.0 x107% M) in AMPSO-Puffer (0.1 M, pH = 8.8), T = 25°C.
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Abb. 2. Fluoreszenzspektren einer 5.0 x 10™° M Lésung von 1 in AMPSO-Puffer
(0.1 M, pH =88), T=37°C, ¥=1.5mL. A: Ohne Zusatz von Enzym; B: Nach
Zusatz von 0.05 u Phosphodiesterase I (Crotalus atrox venom); C: 30 min nach
Enzymzugabe; D: 360 min nach Enzymzugabe; E: 240 min nach Enzymzugabe; F:
Vergleich: 5.0 x 10~ > M 1-Naphthylphosphat + 5.0 x 10~ M 4-Hydroxyazobenzol.

Die Form des Fluoreszenzspektrums entspricht der eines Spek-
trums, das von einer gleichkonzentrierten dquimolaren Kon-
trollmischung aus 1-Naphthylphosphat und 4-Hydroxyazoben-
zol aufgenommen wurde. GemiB Abbildung 2 wird bei der
enzymkatalysierten Hydrolyse von 1 die Intensitit der Kontroll-
mischung nicht erreicht, statt dessen nimmt die Fluoreszenzin-
tensitdt nach ca. 4 h sogar wieder ab.

Diese zunéchst iiberraschende Feststellung ist auf die geringe
Phosphataseaktivitit der eingesetzten Enzympréiparation zu-
riickzufiihren:®! Wie wir durch HPLC-Analyse der Reaktions-
mischung nachweisen konnten, wird das aus 1 primér gebildete
1-Naphthylphosphat langsam weiter zu 1-Naphthol abgebaut.
Anders als 1-Naphthylphosphat fluoresziert 1-Naphthol!®
nicht in waBriger Lésung bei 357 nm. Bei Einsatz einer weiteren
kommerziell erhiltlichen!'!! Phosphodiesterase I (aus Rinder-
darmmucosa) konnte 1-Naphthylphosphat als priméres Hydro-
lyseprodukt von 1 nicht nachgewiesen werden: Die HPLC-Ana-
lyse der (nichtfluoreszierenden) Reaktionsmischungen zeigte die
unmittelbare Weiterreaktion zu 1-Naphthol an.

Daher haben wir das Derivat von 2-Naphthol (2) mit der
Phosphodiesterase I (aus Rinderdarmmucosa) hydrolysiert:
Anders als 1-Naphthol fluoresziert 2-Naphthol!®! stark in wiB-
riger Losung. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Abbildung 3
dargestellt: Die Zugabe des Enzyms zu einer Losung von 2 in
AMPSO-Puffer!!® bewirkt eine rasche Zunahme der Fluores-
zenzintensitdt, die sich asymptotisch der einer gleichkonzen-
trierten dquimolaren Mischung von 2-Naphthol und 4-Hydroxy-
azobenzol anndhert (Abb. 3). Laut HPLC-Analyse der Reak-
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Abb. 3. Fluoreszenzspektren einer 5.0 x 10~ % M Losung von 2 in AMPSO-Puffer
(0.1 M, pH =8.8), T=37°C, V=1.5mL. A: Ohne Zusatz von Enzym; B: 40 min
nach Zusatz von 0.05 u Phosphodiesterase I (Rinderdarmmucosa); C: 4 h nach
Enzymzusatz (Ende der Reaktion); D: Vergleich: 5.0x107*M 2-Naphthol
+ 5.0 x 10~ % M 4-Hydroxyazobenzol.
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tionsmischung wurden 4-Hydroxyazobenzol und das Sekundér-
produkt 2-Naphthol gebildet. Aus der Hydrolyse von 2 resul-
tiert eine mindestens tausendfache Zunahme!'?! der Fluores-
zenzintensitdt! Das Fortschreiten der Reaktion wird nicht
nur durch den enormen Anstieg der Fluoreszenzintensitit,
sondern auch durch die gelbe Farbe des freigesetzten 4-Hy-
droxyazobenzols (oder Phenolat-Anions) deutlich
(Amax = 421 nm). Die Auftragung der Anfangsgeschwindigkei-
ten gegen die Enzymkonzentration (Zugabe von 0.025-0.1 u)
zeigt einen linearen Verlauf (nicht abgebildet, drei Experimente,
r =0.9984).

Die Phosphodiesterase-Aktivitdt kann somit mit den Fluores-
zenz-Reportern 1 oder 2 festgestellt werden. Mit 1 und 2 als
Testsubstrat kann nicht nur die Phosphodiesterase-Aktivitét
nachgewiesen werden, sondern zusitzlich auf Phosphatase-
Aktivitdt gepriift werden.

Experimentelles

3 und 4 wurden gemaB Lit.[7] hergestellt.

1: In 150 mL wasserfreiem Toluol wurden unter Stickstoff 2.63 g (10.1 mmol) 3 und
2.00 g(10.1 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Hydroxyazobenzol unter Erhitzen geldst. Zu dieser
Lésung wurden innerhalb von 30 min 3.19 g (40.4 mmol, 4.0 Aquiv.) wasserfreies
Pyridin zugetropft. Danach wurde 4 h bei 80°C und anschlieBend 14 h bei RT
geriihrt. Das ausgefallene Pyridiniumhydrochlorid wurde abfiltriert und das Filtrat
am Rotationsverdampfer auf etwa 20 mL eingeengt. Zum 6ligen Riickstand wurden
20.0 mL einer Mischung aus Pyridin/Wasser (1/1) gegeben. Nach einstiindigem
Riihren bei RT wurden 100 mL 10% K,CO,-Lésung und 100 mL Chloroform
zugegeben. Das Zweiphasensystem wurde stark geschiittelt, so daB das Kaliumsalz
von 1 auszufallen begann. Nach 3 h wurde der Niederschlag abfiltriert und der
Riickstand mit 150 mL Wasser ausgekocht. Der unlosliche Riickstand wurde abfil-
triert und das rote Filtrat mit konz. HClauf pH =1 eingestellt. Der hierbei ausgefal-
lene orangefarbene Niederschlag wurde abfiltriert und aus Aceton umkristallisiert.
Man erhielt 2.22 g (54%) des Phosphodiesters 1 in Form eines orangefarbenen
Kristallpulvers.

Schmp. 167 °C (Aceton); IR (KBr): ¥ =1222 [s, v(P=0)], 1204 {s, W(C—0)], 1046,
989 [beide s, v(P-0)], 564cm™' [s, (P—O—Ar)]; 'H-NMR (300 MHz,
[D¢]IDMSOQ): 6 =7.34-7.51 (m, 4H, Aryl-H), 7.51-7.64 (m, 5H, Aryl-H), 7.70-
7.78 (m, 1H, Aryl-H), 7.81-8.00 (m, 5H, Aryl-H), 8.03-8.13 (m, 1 H, Aryl-H),
11.20 (br. s, 1H, OH); 3C-NMR (75MHz, [D¢]DMSO): §=115.10 (d,
3J(C,P) = 2.82 Hz, Aryl-CH), 121.00 (d, *J(C,P) = 5.08 Hz, Aryl-CH), 121.70 (d,
Aryl-CH), 122.64 (d, Aryl-CH), 124.32 (d, Aryl-CH), 124.38 (d, Aryl-CH), 125.97
(d, *J(C,P) =1.70 Hz, Aryl-CH), 126.32 (s, 3>J(C,P) = 6.21 Hz, Aryl-C), 126.44 (d,
Aryl-CH), 126.81 (d, Aryl-CH), 127.87 (d, Aryl-CH), 129.60 (d, Aryl-CH), 131.55
(d, Aryl-CH), 134.47 (s, Aryl-C), 147.16 (s, 2J(C,P) =7.35 Hz, Aryl-C), 148.64
(s, Aryl-C), 152.06 (s, Aryl-C), 153.96 (s, 2J(C,P) = 6.78 Hz, Aryl-C); *'P-NMR
(80 MHz, [D¢]DMSO): d = —11.68; Laser-desorption-ionisation(LDI}-MS: m/z
(%): 403.4 (100) [M ~ — H], 298 (5) [C,H,,0,P ], 197.1 (12) [C,,H,N,0 ], 142.9
(50) [C,oH,O7]; UV/Vis (H,0): A,..(e) = 417 (1322), 330 (14910), 290 (9385),
220 nm (54300); Elementaranalyse fir C,,H,,N,O,P (404.36): ber. C 65.35, H
4.24, N 6.93, P 7.66; gef. C 65.23, H 4.37, N 6.88, P 7.61.

2: Analog zu 1 wurden 5.90 g (22.6 mmol) 4 und 4.49 g (22.6 mmol, 1.0 Aquiv.)
4-Hydroxyazobenzol in 300 mL wasserfreiem Toluol zusammengegeben und 7.14 g
(90.4 mmol, 4.0 Aquiv.) wasserfreies Pyridin zugetropft. Danach wurde 4 h auf
80 °C erhitzt und iiber Nacht bei RT geriihrt, anschlieBend das ausgefallene Pyridi-
niumhydrochlorid abfiltriert und Toluol am Rotationsverdampfer entfernt. Der
6lige Riickstand wurde mit 20.0 mL Pyridin/Wasser 1/1 versetzt und bei RT eine
Stunde geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde dann mit konz. HCI auf pH =1
eingestellt. Nach 14 h fiel ein dunkelroter Niederschlag aus, der abfiltriert und aus
Aceton umkristallisiert wurde. Man erhielt 3.22 g (35%) des Phosphodiesters 2 in
Form orangefarbener Plattchen.

Schmp. 146 °C (Aceton); FT-IR (KBr): § =1228 [s, v(P=0)], 1208 [s, W(C—0)], 976,
946 [beide s, wP—O0)], S51cm~' [m, S(P-O-Ar)]; 'H-NMR (300 MHz,
[D,]DMSO): § = 5.05 (br. s, 1 H, OH), 7.32-7.51 (m, 5H, Aryl-H), 7.52-7.63 (m,
3H, Aryl-H), 7.68-7.73 (br. s, 1H, Aryl-H), 7.78-7.94 (m, 7H, Aryl-H); 13C-
NMR (50 MHz, [D]DMSO): § =115.79 (d, 3J(C,P) = 4.58 Hz, Aryl-CH), 120.77
(d, 3J(C.P) = 4.57 Hz, Aryl-CH), 121.08 (d, *J(C,P) = 5.34 Hz, Aryl-CH), 122.56
(d, Aryl-CH), 124.20 (d, Aryl-CH), 124.90 (d, Aryl-CH), 126.59 (d, Aryl-CH),
127.28 (d, Aryl-CH), 127.69 (d, Aryl-CH), 129.34 (d, Aryl-CH}), 129.58 (d, Aryl-
CH), 129.93 (s, Aryl-C), 131.32 (d, Aryl-C), 133.81 (s, Aryl-C), 147.91 (s, Aryl-C),
150.21 (s, 2XC,P) = 6.87 Hz, Aryl-C), 152.11 (s, Aryl-C), 155.38 (s, 2J(C,P) =
6.87 Hz, Aryl-C); *'P-NMR (80 MHz, [D(]DMSO): § = —11.98; LDI-MS: m/z
(%): 403.6 (100) [M~ —H], 298.4 (7) [C,sH,,0.P], 197.4 (7) [C,,H,N,0;
UV Vis (Hy0): L. (£) = 419 (1195), 329 (15280), 286 (7480), 276 (6735), 220 nm
(63090); Elementaranalyse fiir C,,H,,N,O,P (404.36): ber. C 65.35, H4.24, N 6.93,
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P 7.66; gef. C 65.24, H 4.23, N 6.91, P 7.68. Hydrolyseexperimente wurden mit
einem temperierbaren Shimadzu-RF-5000-Recording-Spektrofluorophotometer
(150-W-Xenon-Lampe) durchgefiihrt.
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matographie die schnelle Dephosphorylierung von 1- und 2-Naphthylphos-
phat festgestellt.

[12] Fluoreszenzintensitdt bei 357 nm nach AbschluB der Reaktion/Fluoreszenzin-
tensitit bei 357 nm vor Enzymzugabe. Bei héherer Anregungsintensitit sollte
eine noch gréBere Zunahme der Fluoreszenzintensitit auftreten.
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[9

Ioneninduzierte Spezifititsinderung bei der
polymerkatalysierten Solvolyse von Alkansidure-
p-nitrophenylestern**

Guang-Jia Wang und Wilmer K. Fife*

Der Aufbau von Proteinstrukturen und die Spezifitdt der
Enzymkatalyse werden zum gréBten Teil auf elektrostatische
Wechselwirkungen zuriickgefiihrt.l!! Doch nur wenige Untersu-
chungen haben sich mit der Steuerung der Substratspezifitit

[*] Prof. W. K. Fife, Dr. G.-J. Wang
Department of Chemistry
Indiana University-Purdue University at Indianapolis
402 North Blackford Street, Indianapolis, IN 46202 (USA)
Telefax: Int. + 317/274-4701
E-mail: fife@chem.iupui.edu
[**] Diese Arbeit wurde vom Office of Naval Research gefordert.
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