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Abschlussbericht

"Enzymatische Synthese fluoreszierender Glycosphimipide"

Stand der Forschung

Glycosphingolipide sind essentielle Bestandteilkaeyotischer Zellmembranen. Ihre hydro-
phile Kohlenhydrat-Kopfgruppe ragt dabei in denrazeéllularen Raum, wohingegen ihr
Lipidteil in der Membran verankert ist. Die sogentn"Raft-Hypothese" schlagt vor, dass es
Bereiche (Domanen, Cluster) gibt, in denen die Kotration an Glycolipiden stark erhoht
ist’! Diese Membrandoméanen werden u.a. durch Lipid-Eipechselwirkungen hervor-
gerufen, allerdings darf dabei auch der Einflusskipfgruppe nicht unterschatzt werdén.
Solche Bereiche sind von grol3em Interesse fur diei8herung gewisser Membranproteine
sowie flr Signal- und Transportprozesse durch deénldran. Daher ist die Visualisierung von
Glycosphingolipiden in Modellmembranen wie auchldbgischen Systemen von funda-
mentaler Bedeutung, um u.a. Transportprozesse ontiBenbildung innerhalb der Membran
zu verstehen. In welcher Weise die einzelnen Pamme z.B. die Art und GroRRe der
hydrophilen Kopfgruppe (des Kohlenhydrat-Teils) whd Art und Lange des hydrophoben
Teils (des Lipids) — diese Prozesse beeinflusstnijmimer noch weitgehend ungeklart. In
Abbildung 1 ist ein Glycosphingolipid mit seinen achkteristischen Bestandteilen
schematisch dargestéft.
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Abb. 1  Struktur eines Glycosphingolipids mit hydrophilemduhydrophobem Teil

Ein grundlegendes Problem beziglich der Visualisigrvon Glycosphingolipiden ist die

Tatsache, dass in nativen Strukturen praktischekiinktionellen Gruppen vorliegen, die im
UV/VIS-Bereich des Spektrums absorbieren. Die Amjung von Fluorophoren -—

Ublicherweise grol3e aromatische Systeme mit polareppen — verandert die Charakteristik
der Glycosphingolipide stark. Artefakte in bioplgaischen bzw. biochemischen

Messungen, die auf die unterschiedlichen sterischetioder elektronischen Eigenschaften
dieser Gruppen zurlUckzufuhren sind, lassen sicterdaicht ausschliel3en. Der Aufbau
fluoreszierender Glycosphingolipide, die in ihréruBtur den nativen Verbindungen auf3erst
ahnlich sind, ist daher &auRRerst reizvoll und zumarBeortung flir Fragen zur lateralen
Organisation einer Membran von grof3er Bedeutung.
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Fluoreszierende Fettsauren als Substrate

Der Arbeitskreis Werz beschaftigt sich u.a. mit 8gnthese komplexer Glycosphingolipide.
In diesem Zusammenhang gelang es uns auch, eile Ren fluoreszierenden Fettsauren
herzustellen, die chemisch an Glycolipide angeliraalirden, indem eine Amid-Bindung
aufgebaut wurde (z.BLa und 1b). Leider erwiesen sie sich als recht oxidationgigf und
werden auch schnell unter basischen BedingungenNuteophilen angegriffen. Deshalb
haben wir auch Phenylpentaen-Fettsauren des a2 yasgestellt (siehe Abb. 2), die nicht nur
stabiler sind, sondern auch bessere Absorptionssipaften aufweisen (siehe Zwischen-
bericht).
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Abb. 2 Strukturen fluoreszierender Fettsduren: Pentaetsdteenla und 1b sowie der Phenylpentaen-
Fettsduren des Ty

Enzymatische Studien und neuartige fluoreszierendeettsauren

Da die Fettsaured und 2 in der chemischen Synthese der Glycolipide leieldrebliche
Probleme mit sich brachten, hatten wir gro3e Hofian in ein schonendes enzymatisches
Verfahren gesetzt. Die chemischen Umsetzungen —allem beim Entschiitzen — hatten
gezeigt, dass Nukleophile leicht angreifen sowie Identakt mit Sauerstoff langsam zur
Zersetzung fuhrt. Wir haben daher die Fettsdureemddch in eine aktivierte Form
Uberfuhrt und in walriger LOsung enzymatische ®tuanit dem Enzym Ceramid-Synthase
(CerS) durchgefiihrt (Schema 1). Ein mdglicher Umsatz 8phingosin-Alkohol3 zu
Ceramid5 wurde massenspektrometrisch mittels ESI-MS untétsunsgesamt wurden drei
verschiedene Fettsauren (jeweils mit n = 2) geteAtierdings konnte in keinem Experiment
die gewtinschte Masse des Ceramids festgestelleweBei den beabsichtigten Umsetzungen
scheint es zwei grol3ere Probleme zu geben: Eiteristidie Loslichkeit der aktivierten
Fettsdure im walrigen Medium stark begrenzt. Anders scheinen auch hier wieder die
schon bei der chemischen Synthese zutage getreRenbieme, die wahrscheinlich auf den
leichten Angriff vieler Nukleophile zurtickgehen,aeder aufzutreten. Da das Enzym eine
ganze Reihe nukleophiler Stellen besitzt und auehAmhwesenheit von Sauerstoff nicht
auszuschlie3en ist, ist davon auszugehen, dasgereglhunerwinschten Nebenreaktionen
kam, die uns dem anvisierten Ziel einer enzymagis®Bynthese nicht ndher kommen liel3en.

Aufgrund dieser Problematik wurde von der urspriohgl beabsichtigten, zweiten
enzymatischen Reaktion, namlich der Umsetzung eib&P-Zuckers mit Ceramid-
Galactosyltransferase und einem mit fluoreszierenBettsaure versehenem Ceramid
abgesehen und stattdessen vermehrt Augenmerk geledie chemische Synthese weiterer
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fluoreszierender Fettsduren, die chemisch an deca@GiPart des Glycolipids angebracht
werden. Von diesen ist bereits die Herstellung reimeiteren - auf Thiophen basierenden —
fluoreszierenden Fettsdure abgeschlossen.
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Schema 1l Versuchte enzymatische Ceramid-Synthese mit fluggsenden Fettsauren vom T¥p

Ausgehend von kommerziell erhaltlichem Thienylalgtef gelang uns mit Hilfe einer HWE-
Reaktion die erste Kettenverlangerung zum E&f{@&chema 2). Eine Reduktions-Oxidations-
Sequenz ergab den Aldehy] der in analoger Weise wiederum zum Edfeverlangert
werden konnte. Eine Repetition der Sequenz liefelde ThienylnonatetraendlO. Der
gesattigte Part der Fettsdure wurde Uber eine Bddehde Wittig-Reaktion eingefuhrt, die
fast ausschlief3lich dieZ)-konfigurierte Doppelbindung liefert. Allerdingadst sich die all-
(E)-Verbindung einfach mit Hilfe katalytischer Mengeon lod erhalten, die das Olefin-
System zur Isomerisierung bringen.
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Schema 2 Chemische Synthese der auf Thiophen-basierendereflmerenden Fettsauta.
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Die Absorptions- und Emissionsspektren der Fetesdal®2 sind ahnlich denen der
Phenylpentaenfettsaure, allerdings leicht zu hdh&vellenlangen verschoben, was fur die
Untersuchungen innerhalb einer Membran (mit entseder Laseranregung) forderlich ist.
Die Stabilitat scheint — verglichen mit Pentaend ittnenylpentaenfettsauren — etwas héher zu
sein. Diese Fettsaure soll daher auch chemiscimtaprechende Glycane angebracht werden,
um so geeignete Verbindungen bereitzustellen, Hasdhverhalten innerhalb einer Membran
zu untersuchen.

In Balde ist eine Publikation geplant, in der dignt®ese einer Reihe von fluoreszierenden
Fettsauren (z.B12), die auch im Rahmen dieses Projektes synthdtisig@rden, vorgestellt
werden. Selbstverstandlich wird der DECHEMA dalbeidie Unterstlitzung gedankt werden.
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