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Phospholipide als funktionelle Bausteine biologischer Membranen**
Von Hansjorg Eibl*

In diesem Beitrag werden neue Verfahren zur Synthese biologisch aktiver Phospholipide
beschrieben. Die physikalischen Eigenschaften dieser Verbindungen stehen in direkter Be-
ziehung zu ihrer chemischen Struktur, wobei die Position der Substituenten am Glycerin-
grundgeriist von EinfluB auf das Phasenverhalten ist. Phaseniibergidnge konnen durch Tem-
peraturinderung und - biologisch relevant — bei konstanter Temperatur durch Anderung
der Oberflichenladung und des Protonierungsgrades induziert werden. Wie Modellstudien
zeigen, reichen die Eigenschaftsunterschiede der Lipidphasen aus, Membranprozesse zu
steuern und zu regeln. Natiirliche Membranen k6énnen schnell und reversibel durch Alkyl-
glycerine so verindert werden, dal eine erhdhte Permeation von Wirkstoffen méglich ist.
Ein Beispiel ist der verbesserte Transport von Cytostatica iiber die Blut-Hirn-Schranke. In
Kenntnis der Substratspezifitit Phospholipid-metabolisierender Enzyme kénnen mabBge-
schneiderte cytotoxische Phospholipide synthetisiert werden, die sich selektiv in Tumorge-
webe anreichern. Die sinnvolle Kombination von chemischer Synthese und physikalischen
Strukturuntersuchungen schafft somit Grundlagen, die ein Verstindnis einfacher Mem-
branprozesse auf molekularer Ebene ermoglichen. Die an Modellsystemen gewonnenen Er-
fahrungen werden umgesetzt, um natiirliche Membranen, z.B. die Blut-Hirn-Schranke oder
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Tumorgewebe, gezielt zu beeinflussen.

1. Einleitung!™"

Biologische Membranen sind komplex in Struktur und
Funktion. Thre quantitativ wichtigsten Bestandteile, Phos-
pholipide und Proteine, begiinstigen in wiBrigem Milieu
den Aufbau planarer Doppelschichten, wobei die struktu-
rierenden Eigenschaften der Phospholipide - Neigung zur
Selbstorganisation und zur Bildung von Uberstrukturen —
dominieren. Als Ursache miissen die Strukturelemente der
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amphoteren Phospholipidmolekiile genannt werden: lipid-
l6sliche, lipophile oder apolare sowie wasserldsliche, hy-
drophile oder polare Bereiche im gleichen Molekiil.

Die Nomenklatur der Phospholipide!” geht auf einen
Vorschlag von Hirschmann'® zuriick. Nattrliche Phospho-
lipide enthalten Glycerin, das in Position 1 und 2 mit Fett-
siuren und in Position 3 mit Phosphat verestert ist. So er-
gibt sich fiir Phosphatidsiure (PA) die systematische Be-
zeichnung 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphat (sn bedeutet
»stereospezifisch numeriert*). Die selektive, nicht statisti-
sche Verteilung der Substituenten iiber die Positionen 1, 2
und 3 des Glycerinmolekiils bewirkt Chiralitit. Allerdings
wurde 2,3-Diacyl-sn-glycero-1-phosphat, das (S)-Enantio-
mer, in der Natur bisher nicht nachgewiesen.

In typischen Membranphospholipiden ist die Phosphat-
gruppe mit einem weiteren Alkohol verestert, bei-
spielsweise in Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidyletha-
nolamin™ (PE) und Phosphatidylglycerin (PG) (Schema
1). Je nach Struktur des polaren Bereichs sind diese Lipide
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bei pH-Werten um 7 neutral (zwitterionisch; PC und PE)
oder weisen eine negative Oberflichenladung auf (PA und
PG).

R-CO-O- CHz
R—CO—O—C—H PA
CH2—0~F|>029 Na®
OH
R-CO-O-CH,
R-CO-O—C-H PC
¢ H,-O-PO,°
O—CH,<C Hz——N(C Hi)s
R—CO-O-CH,
R—CO-O—C~H PE
CH,-0-PO°
O-CH;—C HZ-NH;,
R~CO-0
R-CO-O—C-H PG
CHZ—O—}I’OZG Na®
O~CHp-GH~CH,
OH OH

Schema 1. Typische Membranphospholipide mit abgekiirzten Bezeichnungen
(siehe Text). R ist eine langkettige Alkylgruppe, die auch eine oder mehrere
Doppelbindungen enthalten kann. Mit PP kann ein synthetisches Analogon
von PG bezeichnet werden, dem die Hydroxygruppe an C-2 der unsubstitu-
ierten Glycerineinheit fehlt (siche Tabelle 5).

Die klassischen Untersuchungen von Gorter und Gren-
del®™ iiber die Zusammensetzung der Erythrocytenmem-
bran haben gezeigt, daB die dort vorhandenen Phospholi-
pide die Bildung einer lamellaren Doppelschicht ermdgli-
chen. Dieser Befund ist in die Vorstellungen Giber den Auf-
bau biologischer Grenzflichen eingeflossen. Dabei hat das
von Danielli und Dawson'™ im Jahre 1935 vorgeschlagene
Modell iiber den Aufbau von Biomembranen seine grund-
sitzliche Bedeutung auch beim heutigen Kenntnisstand
behalten. Das Grundgeriist einer Membran ist die Lipid-
doppelschicht. Die polaren Bereiche der Phospholipide
sind zum Wasser hin orientiert, wihrend die apolaren Fett-
sdureketten eine hydrophobe Phase bilden (siche Abb. 1).
Auch in viele spitere Membranmodelle wurde die Lipid-
doppelschicht als Grundstruktur iibernommen. Man findet
sie in der ,,unit membrane theory* von Robertson'™ und in
den Modellvorstellungen von Finean', Singer und Nicol-
son" sowie Lynen®. Proteine als strukturbildende Ele-
mente der biologischen Membran wurden seltener vorge-
schlagen' %,
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Abb. 1. Membranmodell nach Danielli und Dawson (1935) [4].
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Biologische Zellen werden durch Membranen nach au-
Ben begrenzt und nach innen substrukturiert. Dabei wird
die Integritét der Zelle durch die Plasmamembran gewihr-
leistet, die das Cytoplasma umhiillt. Entsprechend werden
die subzelluliren Partikeln durch innere Membranen abge-
grenzt, so daB diese als geschlossene Funktionseinheiten
betrachtet werden konnen, beispielsweise das endoplasma-
tische Reticulum als Ort der Biosynthese von Phospholipi-
den!'""? und Proteinen’ und die Mitochondrien als Ort
der Erzeugung von Energie und deren Speicherung in
Form chemischer Energie!'™ (ATP-Synthese). Es iiber-
rascht deshalb nicht, dal 90% der Trockensubstanz biolo-
gischer Zellen aus Membranbausteinen bestehen.

Diese Membranen als natiirliche Begrenzung von Zellen
oder Abgrenzung von subzelluliren Riumen sollen in den
Mittelpunkt der folgenden Betrachtungen gestellt werden.
Membranen kénnen aus einer Vielzahl von Phospholipid-
und/oder Proteinmolekiilen zusammengesetzt sein, die in
einem sehr komplexen Verbund auf engstem Raum in ei-
ner vorwiegend zweidimensionalen Doppelschicht vorlie-
gen. Dort miissen sie in feiner Abstimmung mit der Umge-
bung multiple Funktionen erfiillen. Die Komplexitit der
Struktur und die Vielzahl der Funktionen schlieBen es nor-
malerweise aus, dafl durch ein Studium natiirlicher Mem-
branfragmente Erkenntnisse iiber Wechselwirkungen zwi-
schen spezifischen Phospholipiden und Proteinen sowie
iber andere molekulare Details gewonnen werden kénnen.
Fir das Verstindnis auf molekularer Ebene sollten des-
halb biologische Funktionseinheiten aus der natiirlichen
Umgebung gelost und in kiinstlichen Systemen, die che-
misch und physikalisch definiert sind, wieder aufgebaut
werden. Untersuchungen an Membranen finden deshalb
auf vier Ebenen statt: 1. Synthese von Phospholipiden ein-
deutiger Struktur und Konfiguration, 2. Analyse der phy-
sikalischen Eigenschaften reiner Phospholipid-Wasser-Sy-
steme, 3. Rekonstitutionsexperimente, d. h. Versuche zur
Wiederherstellung der biologischen Funktion reiner Mem-
branproteine mit synthetischen Phospholipiden (Studium
von Einzelereignissen) und 4. selektive Beeinflussung der
Eigenschaften natiirlicher Zellmembranen.

2. Synthese von Phospholipiden

Die zunehmende Bedeutung von Phospholipiden als
Triger fiir Arzneimittel mit verbesserter Bioverfiigbar-
keit!"” und als direkte Wirkstoffe!’™ sowie ihre besondere
Eignung zum Aufbau einfacher Modellsysteme!'*-'® sind
eine Herausforderung fiir den Synthese-Chemiker. Als
Ausdruck fiir das wachsende Interesse an diesen chemisch
variablen Strukturen kann die steigende Zahl der Verof-
fentlichungen iiber die synthetische oder halbsynthetische
Herstellung von Phospholipiden betrachtet werden.

Die erste Synthese eines Phospholipids mit natiirlicher
Konfiguration wurde von Rose beschrieben!'”. Es folgten
die klassischen Arbeiten von Baer'® sowie von de Haas
und van Deenen". Fir die neueren Verfahren sei auf
Ubersichtsartikel verwiesen!22-28,

Zentrales Edukt fiir die Synthese von Phospholipiden
war bisher 1,2-Isopropyliden-sn-glycerin, dessen begrenzte
Lagerfahigkeit (Racemisierung) und teilweise ungenii-
gende optische Reinheit AnlaB zur Kritik gibt'®**%. Wir
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haben jetzt neue Wege zur Synthese von Phospholipiden
ausgearbeitet. Edukt ist der stabile, nach Wiggins et al.*V
leicht zugingliche 3,4-Isopropyliden-D-mannit 1, der bis-
her nur begrenzt Verwendung zur Synthese von Lipiden
gefunden hat. Seine Herstellung gelingt aus D-Mannit
durch Umsetzung mit Aceton/H,SO,, wobei intermediir
gebildeter 1,2:3,4:5,6-Triisopropyliden-D-mannit durch
partielle milde Hydrolyse in wi#Briger Essigsdure zu 1 ge-
spalten werden kann.

CH,0H
HOC]:H
O=CH

T
H(l,-O
H(I:OH

CH,OH

1, I-p = C(CH3)2

Der Aufbau von Phospholipiden aus dieser einfachen
Grundstruktur soll am Beispiel der Synthese von vier Ver-
bindungen mit biologisch wichtigen Eigenschaften geschil-
dert werden: 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-
ethanolamin 15% (wesentliches Phospholipid zur Induk-
tion von Acetylcholinrezeptor-mediiertem Ionentrans-
port®233), 1.Hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocho-
lin 21%* (biologischer Mediator ®, auch PAF - ,platelet
activating factor* - genannt), 1-Octadecyl-sn-glycero-3-
phosphotrimethylammoniohexanol 27" (Phospholipid
mit vergréBertem Phosphor-Stickstoff-Abstand, veriander-
tem Metabolismus und méglicherweise verbesserten Tu-
morwachstums-hemmenden Eigenschaften®) und 1,2-
Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoserin  352% (wichtiger Be-
standteil von Liposomen zur Induktion von Fusionspro-
zessen®”),

Die enge Kopplung zwischen chemischer Struktur und
biologischer Wirkung wird aus den vier Modellverbindun-
gen deutlich. So haben kieine Strukturvariationen oft dra-
stische Auswirkungen auf die biologischen Eigenschaften.
Zum Beispiel werden Thrombocyten von 1-Hexadecyl-2-

acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin 21 in Konzentrationen
von 10~'° mol/L aktiviert®”. Die entsprechende Lysover-
bindung (2-Desacyl-Verbindung) ist inaktiv, hat aber im-
munstimulierende Wirkung wie 1-Octadecyl-2-methyl-rac-
glycero-3-phosphocholin (vgl. 53, Tabelle 7)P?8-49,

Diese und andere Befunde haben uns bewogen, Struk-
tur-Wirkungs-Beziehungen zwischen Phospholipiden und
Proteinen zu untersuchen. Voraussetzung dafiir sind einfa-
che Verfahren zur Herstellung von Phospholipiden, und
zwar Verfahren, die eine beliebige und schrittweise Modi-
fikation dieser wichtigen Naturstoffe erméglichen.

Die Synthese von 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin 15 (Schema 2)® wird ausgehend
von 3,4-Isopropyliden-D-mannit 1 beschrieben. 1 wird in
Tetrahydrofuran (THF)/Triethylamin mit Tritylchlorid
umgesetzt (Schritt 4); das gebildete 1,6-Ditrityl-Derivat 2
benzyliert man in THF/Kalium-tert-butylalkoholat mit
Benzylchlorid in 2,5-Position zu 3 (Schritt B). Die Trityl-
gruppen konnen in Methanol/2-Propanol/H,SO, selektiv
abgelost werden (Schritt C). Es entsteht 2,5-Dibenzyl-3,4-
isopropyliden-D-mannit 4, der in Dichlormethan mit Pal-
mitinsiure/ Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)/4-(Dimethyl-
amino)pyridin zu 2,5-Dibenzyl-1,6-dipalmitoyl-3,4-isopro-
pyliden-D-mannit § acyliert wird (Schritt D). Die Palmito-
ylgruppe ist damit in ihrer endgiiltigen Position (sn-1).
Saure Desacetonierung von 5 in Chloroform/Trifluores-
sigsdure/70% HCIO, ergibt 2,5-Dibenzyl-1,6-dipalmitoyl-
D-mannit 6 (Schritt E). Die vicinale Diolgruppe in 3,4-Po-
sition von 6 wird mit Bleitetraacetat in THF gespalten
(Schritt F); der gebildete Aldehyd 7 148t sich in Schritt G
mit NaBH, zu 1-Palmitoyl-2-benzyl-sn-glycerin 8 reduzie-
ren. Die Phosphorylierung von 8 - vorteilhaft mit POCl,
in THF/Triethylamin - ergibt in Schritt H 1-Palmitoyl-2-
benzyl-sn-glycero-3-phosphorsiuredichlorid 9. Damit be-
findet sich auch der Phosphorsiurerest in seiner endgiilti-
gen Position (sn-3). Alle von 9 abgeleiteten Verbindungen
haben somit die natiirliche (R)-Konfiguration und entspre-
chen den Phospholipiden, die Hauptbestandteile aller tie-
rischen Membranen sind. Das phosphorylierte Produkt 9

CHOTr C,IHZOTr gHZOH (I,‘H20COR‘ (I:H20COR1
P(I)OLI‘H . leoclg . Bz(l)OCéE Bz(l)?cclzg BzIOCH .
N —C N —
e T, o, e, e
HC-O0 Hg—o | HC-O :
HCOH HCOBzl HCOBzl HCOBzl HCOBzl 1
CHOTr CH,OTr CH,OH CH,OCOR! CH;OCOR
2 3 5 6
gﬂzocoal (':HZOCORl P L"HZOCOR‘ , ('JHZOCORl , CH,OCOR! .
BzIOCH —> BzIOCH — BzIOCH — = BzIOCH —> BzIOCH —
CHO CH,OH CH,OPOCl, CH,OPOC1 CH;0PO-OCH,
OCH,CH,;NHBoc OCH,CH,NHBoc
7 8 9 10 11
CH,OCOR! CH,OCOR! CH,OCOR! CH,OCOR!
HOCH L. R%OOCH X, chooc:H o, RZCOO(::H
(IZHZOII:'O—OCH;, éHzopo—OCH3 CHZOI"O-—OLi CH,0POF
OCH,CH,;NHBoc OCH,CH,NHBoc OCH,CH,NHBoc OCH,CH;NH;
12 13 14 15

Schema 2. Synthese von 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin 15. Boc=CO—OC(CHjs)s; Bzl=CH,CsHs; Tr=C(CsHs): R'=(CH3)14CHs;

R?=(CH,),~CH=CH~-(CH_);CH,. Reaktionsschritte 4 bis N siche Text.
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wird direkt mit N-tert-Butoxycarbonyl(Boc)-ethanolamin
zu 10 umgesetzt (Schritt I). Mit Methanol/Triethylamin im
UberschuB bildet sich in Schritt J aus 10 der Phosphorsiu-
retriester 11. Katalytische Hydrogenolyse von 11 in Chlo-
roform/Methanol mit 10% Pd/C fiihrt unter Abspaltung
der Benzylschutzgruppe zum Derivat 12 mit freier Hydro-
xygruppe an C-2 (Schritt K ). Mit Olsaure/DCC/4-(Dime-
thylamino)pyridin in Dichlormethan wird daraus in Schritt
L die 2-Oleoyl-Verbindung 13. Der Olsiurerest ist damit
in der gewiinschten Position (sn-2) verankert. Zur Um-
wandlung in das Endprodukt wird 13 in Ethylmethylketon
mit LiBr zu 14 desmethyliert (Schritt M); die N-Boc-
Schutzgruppe wird anschlieBend in Schritt N mit Chloro-
form/Trifluoressigsdure/70% HClO, entfernt. Man erhélt
das Endprodukt 15 in Ausbeuten von 40 bis 50% bezogen
auf 1. Verbindung 15 ist ein Phosphatidylethanolamin
(PE, Schema 1).

. C|H20R3 . CIHZOR3 ,
4 — BzIOCH —— BzIOCH _—
O=CH CH,OH
ip
HC~0" 17
HéOle
CH,O0R?
16
?HZOR:‘ K CH,OR? 0
BzlOCH ~—— HOCH —
CH,0POC1 CHZOPO-OCH,
OCH,CH,Br OCH,CH,Br
18 19
CH,OR? . LI'H20R3
AcOCH ——  AcOCH
CH,OPO~OCH, CH,O0PO° o
OCH,CH,Br CH,C HyN(CHjs)s
20 21

Schema 3. Synthese von 1-Hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholin
21. Ac=COCH,;; R*=(CH,)sCH,. Reaktionsschritte O bis R siehe Text.

Zur Herstellung von |-Hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phosphocholin 21 (Schema 3)?* gingen wir von 2,5-Di-
benzyl-3,4-isopropyliden-D-mannit 4 aus. Umsetzung von
4 mit 1-Bromhexadecan in THF/Kalium-rert-butylalkoho-
lat fiihrt zu 2,5-Dibenzyl-1,6-hexadecyl-3,4-isopropyliden-
D-mannit 16 (Schritt 0), der analog den Schritten E bis G
(Schema 2) in 1-Hexadecyl-2-benzyl-sn-glycerin 17 umge-
wandelt wird. Die Alkylkette befindet sich somit bereits in
der gewiinschten sn-1-Position. Die Phosphorylierung von
17 mit 2-Bromethylphosphorsiuredichlorid in THF/Tri-
ethylamin ergibt in Schritt P das sn-3-Phosphorsiure-Deri-
vat 18 mit natiirlicher Konfiguration. 18 wird analog zu
Schritt J in den Methylester umgewandelt, den man analog
zu Schritt K zu 19 debenzyliert. Die Veresterung von 19 in
Dichlormethan mit Essigsiure/DCC/4-(Dimethylami-
no)pyridin ergibt Verbindung 20 mit der Acetylgruppe in
der angestrebten sn-2-Position (Schritt Q). Die Bildung des
Endprodukts ist durch Umsetzung von 20 in Chloroform/
2-Propanol mit Trimethylamin im UberschuB in einer ein-
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zigen Stufe (Schritt R) mdglich. Aminierung und Desme-
thylierung ergeben das Endprodukt 21 in Ausbeuten von
etwa 40% bezogen auf 4.

R cItHzoa4 e C‘HZOR" s
4 — leO(I_‘H —> BzIOCH —_—
O—CH CH,OPOC1,
~1p 23
H(I,‘-O
HCOBzl
CH,OR*
2
CH,OR* CH,OR*
leoc:‘ H —’ > BzlOCH LA
CH,0POC1 CHzOPO-OCH;3
O(CHy)gBr O(CH,)¢Br
24 25
CH,0R* ; C|H20R‘
BzIOCH —  HOCH
CH,0PO# CH,0OPO0,®

®
O(CHy)gN(CHa); O(Cﬂz)sl?}(CHs)s

26

Schema 4. Synthese von [-Octadecyl-sn-glycero-3-phospho-trimethylammo-
niohexanol 27. R*=(CH,),7CHj. Reaktionsschritte S und 7 siehe Text.

Die Priparation von 1-Octadecyl-sn-glycero-3-phospho-
trimethylammoniohexanol 27 (Schema 4)" gelingt eben-
falls aus 4. Analog zu Schritt O wird mit 1-Bromocta-
decan 2,5-Dibenzyl-1,6-dioctadecyl-3,4-isopropyliden-p-
mannit 22 hergestellt, der in einer zu den Schritten E bis H
vollig analogen Folge von Reaktionen zum Phosphorsiu-
redichlorid 23 umgesetzt wird. Es folgen die Veresterung
von 23 mit 6-Bromhexanol zu 24 (Schritt S) und anschlie-
Bend mit Methanol/Triethylamin zu 25 (Schritt J). Die
Umsetzung von 25 analog zu Schritt R ergibt das Phos-
phocholin-Analogon 26. Die katalytische Hydrogenolyse
von 26 in Methanol mit 10% Pd/C (Schritt T) fithrt zum
Endprodukt 27 in Ausbeuten von etwa 40% bezogen auf
4.

Die Herstellung von 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phos-
phoserin 35 (Schema 5)2% ist ausgehend von 3,4-Isopropy-
liden-D-mannit 1 moglich. Man perbenzyliert 1 in tert-Bu-
tylalkohol/Kalium-tert-butylalkoholat mit Benzylchlorid
(Schritt U) zu 28, das analog zu den Schritten E bis H in
das Phosphorsiuredichlorid 29 umgewandelt wird. 29
wird mit N-Boc-Serin-tert-butylester zu 30 (Schritt V) und
dann analog zu Schritt J mit Methanol/Triethylamin zum
Phosphorsiuretriester 31 umgesetzt. Katalytische zweifa-
che Debenzylierung in Chloroform/Methanol mit 10%
Pd/C in Gegenwart von Wasserstoff (Schritt W) fithrt zum
Ester 32, der in den Positionen 1 und 2 von Glycerin zwei
freie Hydroxygruppen aufweist. Die Veresterung von 32 in
Dichlormethan mit Olsiure/DCC/4-(Dimethylamino)py-
ridin ergibt 33 (Schritt X). Durch Desmethylierung mit
LiBr in Ethylmethylketon analog zu Schritt N erhilt man
das geschiitzte 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoserin 34,
das in einem Schritt (Y') durch Abspalten der Schutzgrup-
pen in Chloroform/Trifluoressigsdure/70% HCIO, in das
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CH,08z1 CH,0Bzl
1 %> BaocH 2, BaocH .
O<CH c'Hzopoc12
IDIP 29
H(:IOle
CH,0Bz1
28
CH,0Bzl CH,0Bzl
BZ1OCH s BuIOCH LA
CHZOII’OCI CHZOII’O—OCH3
OCH2$HNHBOC OCH;(EHNHBOC
COOC (CHy)s COOC(CHs)s
30 31
CH,0H B CIHZOCORZ .
HOCH > chooc[H —
CHZOIFO—OCHJ CH,OPO-OCH,4
OCH,CHNHBoc OCH;CHNHBoc
COOC(CHjy); éooqcm)3
32 33
CH,OCOR? CH,OCOR?
RZCOO%‘H L, RZCOO(IIH
CHzml)o—ou CH,0PO,° o
OCH2C|HNHBoc OCH2C|HNH3
COOC(CHa)s COOH
34 3s

Schema 5. Synthese von 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoserin 3§,
R?=(CH3),—CH=CH—(CH;);CH;. Reaktionsschritte U bis Y siehe Text.

Endprodukt 35 umgewandelt werden kann. Die Ausbeute
betrigt etwa 60% bezogen auf 28.

Wie aus den Beispielen 15, 21, 27 und 35 hervorgeht,
konnen Phospholipide in der gewiinschten Konfiguration
gezielt aus einfachen und stabilen Edukten hergestellt wer-
den. Somit sind sowohl natiirlich vorkommende als auch
bisher nicht in der Natur nachgewiesene Phospholipide
durch chemische Synthese zugénglich.

Die spezifische Positionierung der Fettsdurereste ist des-
halb wichtig, weil sie in den natiirlichen Phospholipiden
bevorzugt die Positionen sn-1 und sn-2 einnehmen. Die
Verteilung ist nicht statistisch. Gestttigte Fettsduren finden
sich vorwiegend in sn-1- und ungesittigte Fettsduren in sn-
2-Position'*’*%, Auf die physikalische Bedeutung dieses
Befundes werden wir in Abschnitt 3 nidher eingehen.

3. Physikalische Eigenschaften von
Phospholipid-Wasser-Systemen

Phospholipide bilden in Wasser bei Erreichen einer be-
stimmten Konzentration, der kritischen Micellkonzentra-
tion (CMC), spontan hdhermolekulare Aggregate, deren
Form sowohl von der chemischen Struktur der Phospholi-
pide als auch von physikalischen Parametern wie Oberfla-
chenladung, Temperatur und Ionenmilieu abhiingt. Fiir ty-
pische Membranlipide (z. B. 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glyce-
ro-3-phosphocholin) liegen die CMC-Werte unter 10~'°
mol/L, d. h. die Konzentration der Lipide in w#Briger Lo-
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sung ist vernachlissigbar klein. Sie sind echte Membran-
bausteine.

Die Frage nach der Form dieser Uberstrukturen ist aktu-
ell, insbesondere hinsichtlich der Diskussion iiber ein all-
gemeines Ordnungsprinzip, das bei gegebener Struktur die
wahrscheinliche Anordnung der Phospholipide in Wasser
vorhersagen laBt. Tatsdchlich ermdglichen einfache geo-
metrische Betrachtungen iiber die Grenzflichenbeanspru-
chung von Einzelmolekiilen recht sichere Prognosen. Dazu
miissen jedoch die Werte fiir die Grenzflichenbeanspru-
chung der beiden Teilbereiche des Phospholipidmolekiils
- der apolaren und der polaren Region - bekannt sein, die
iber die Auswertung von Druck-Fldachen-Diagrammen
monomolekularer Filme im Langmuir-Trogh®! oder aus
Rontgendaten von Einkristallen erhalten werden kon-
nen“**8, Je nachdem, ob die Grenzflichenbeanspruchung
des apolaren oder polaren Teilbereichs iiberwiegt, sind be-
stimmte Strukturen begiinstigt. Deshalb kann man die Bil-
dung der wichtigsten hohermolekularen Organisationsfor-
men von Phospholipiden (Micellen, lamellare Doppel-
schichten, Vesikeln, hexagonale Strukturen) oft zwanglos
erkldren (Abb. 2).

Abb. 2. Uberstrukturen von Phospholipiden in Wasser. M: Micelle; L: lamel-
lare Doppelschicht; V: Vesikel; H: hexagonale Anordnung; a: apolar; p: po-
lar. a/p =Grenzflichenverhaltnis.

Entscheidend ist das Verhiltnis der Grenzflichenbean-
spruchung des apolaren und des polaren Bereichs eines
Phospholipidmolekiils (Tabelle 1). Betrdgt dieses ,,Grenz-
flaichenverhiltnis* etwa 1, entstehen ausgedehnte lamel-
lare Doppelschichten, die auch Kugeln mit wiBrigem In-
nenvolumen, sogenannte Vesikeln oder Liposomen, bilden
konnen. Charakteristische Beispiele dafiir sind Phosphati-
dylcholine (Lecithine) wie 38 (siehe Tabelle 1).

Bei einem Grenzflichenverhidltnis <0.7 (keilformige
Molekiile mit einem Ubergewicht des polaren Bereichs)
bilden sich Micellen, die sich von den Vesikeln dadurch
unterscheiden, daB3 ihre groBflichigen polaren Bereiche
nach auBlen, d. h. gegen das Wasser, und die Fettsdureket-
ten nach innen orientiert sind. Das Innenvolumen ist apo-
lar und enthilt kein Wasser. Typische Micellbildner sind
Monoacyl-glycerophosphocholine (Lysolecithine) wie 36.
Uberwiegt der apolare Bereich, Grenzflichenverhiltnis
> 1.3 (keilformige Molekiile mit breiterem apolarem Be-

251



Tabelle 1. Grenzflichenbeanspruchung [A2/Molekil] von Phospholipiden
sowie den apolaren und polaren Teilbereichen des betreffenden Molekdls.
Das Verhaltnis der Grenzflichenbeanspruchung des apolaren und polaren
Teilbereichs (,,Grenzflachenverhiitnis'*) ermdglicht Prognosen hinsichtlich
der zu erwartenden Uberstrukturen in Gegenwart von Wasser. Ein Verhaltnis
von etwa | fiihrt zu lamellaren Doppelschichten (L); darunter sind Micellen
(M), dariiber hexagonale Anordnungen (H) bevorzugt (sieche Abb. 2). H(L)
bedeutet, dal je nach Temperatur eine hexagonale Struktur oder eine lamel-
lare Anordnung vorliegen kann (siche auch Tabelle 3); Entsprechendes gilt
fiir M(L).

Phospholipide Grenzfl.-Beanspr. [AZ/Molekiil] Verhaltnis beob.
[a] Gesamt- Teilbereiche apolar zu Uber-
molekil apolar polar polar struktur

1-Stearoyl-

sn-G-3-PC 36 40 20 40 0.50 M
1-Stearoyl-

sn-G-3-PE 37 28 20 28 0.71 M(L)
1,2-Distearoyl-

sn-G-3-PC 38 44 44 40 1.10 L
1,2-Distearoyl-

sn-G-3-PE 39 42 42 28 1.50 H(L)

[a) In den abgekiirzten Namen bedeuten G-3-PC und G-3-PE Glycero-3-
phosphocholin bzw. Glycero-3-phosphoethanolamin.

reich), so entstehen sogenannte ,invertierte Micellen*. Zur
besseren Abgrenzung gegen die Micellen hat sich die Be-
zeichnung hexagonal II' fiir Strukturen dieser Geometrie
durchgesetzt. Wichtige Beispiele sind Phosphatidyletha-
nolamine (Kephaline), z. B. 15, 37 und 39.

Wie die Vesikeln haben die hexagonalen Strukturen ein
wiBriges Innenvolumen, das nach auBen durch eine Lipid-
monoschicht - in Vesikeln dagegen durch eine Lipiddop-
pelschicht - begrenzt wird. Es bilden sich r8hrenférmige
Strukturen, die Eigenschaften von Ionenkan#len haben.
Lamellare Doppelschicht und hexagonale Anordnung las-
sen sich durch Rontgen-Strukturanalyse unterscheiden.

H;c—(cuz)m—co—o—%‘H2
IhC%CHﬂ“—COA}g-H

CH,-0-POL ®
40 O-CHyCH3-N(CHg)s
1,2-PP-GPC

In der folgenden Diskussion werden wir insbesondere
auf die lamellare Doppelschicht eingehen, weil iiber diese
fur die biologische Membran fundamentale Struktur zu-
verldssige Detailinformationen vorhanden sind. Grundle-
gende experimentelle Daten iiber die Phospholipiddoppel-
schicht wurden an 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin (1,2-PP-GPC, 40) erarbeitet, dessen Phasenverhal-
ten am besten verstanden wird. Ausgehend von den rich-
tungsweisenden Versuchen der Arbeitsgruppe um Chap-
man'* ist dieses Phospholipid in Modellsystemen aus
mehreren Griinden am intensivsten analysiert worden: Ne-
ben der einfachen Synthese™® und der biologischen Be-
deutung als Hauptphospholipid der Lungenalveolent®®3"
zeigt es thermische Phasenumwandlungen im experimen-
tell gut zugénglichen Bereich zwischen 10 und 50°C. Des-
halb ist es naheliegend, am Beispiel von 1,2-PP-GPC die
charakteristischen Eigenschaften von lamellaren Doppel-
schichten zu besprechen und die Diskussion iiber den Ein-

[*] In der Folge wird zur Bezeichnung dieser Strukturen anstelle von ,,hexa-
gonal 11" meistens nur ,hexagonal* verwendet.
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fluB von Strukturvariationen im apolaren und im polaren
Bereich an den Eigenschaften dieses Lipids zu orientie-
ren.

—

1M-25-GPC

Endothermer WarmefluB3

15-3M-GPC

1,3-PP-GPC

Abb. 3. Calorimetrische Heizkurven von Phosphatidylcholinen. L,, L;, Py,
L,: Lipidphasen; S;: Subumwandlung I; Sy;: Subumwandlung II; P: Vorum-
wandlung; M: Hauptumwandlung. Abgekiirzte Namen der Phospholipide
siche Tabelle 2. Ein Abweichen der Heizkurve von der Grundlinie wird
durch zusitzliche Wirmeaufnahme bei einer Phasenumwandlung beobach-
tet. Die Fliche des Ausschlags entspricht der Phasenumwandlungsenthalpie
AH.

Nach bisherigen experimentellen Befunden zeigt 1,2-PP-
GPC in wiBriger Dispersion beim Erwdrmen von 0 auf
50°C drei thermische Umwandlungen®?-*%, die Subum-
wandlung I (Phasenumwandlungstemperatur Ts), die Vor-
umwandlung (Phasenumwandlungstemperatur 7p) und die
Hauptumwandlung (Phasenumwandlungstemperatur Ty,),
wobei S, P und M fiir ,,subtransition, ,,pretransition** und
»maintransition stehen. Der Zustand unterhalb der
Hauptumwandlungstemperatur wird als geordnete, auch
kristalline Phase oder Gel-Phase (Py- oder Pj-Phase!™!), der
Zyustand oberhalb der Hauptumwandlungstemperatur als
fluide, auch flissig-kristalline oder ungeordnete Phase (L-
Phase) bezeichnet. Die Hauptumwandlung entspricht da-
mit beim Aufheizen einem Ubergang von der Py- in die Lq-
Phase, d. h. vom geordneten in den fluiden Zustand. Beide
Phasen differieren in der Packungsdichte der Kohlenwas-
serstoffketten. Die geordnete Phase ist dicht gepackt (all-
trans-Konformation der Kohlenwasserstoffketten), wih-
rend die fluide Phase einer aufgelockerten Packung ent-
spricht (gauche-Konformation)"*®. Der Zustand unterhalb
der Vorumwandlungstemperatur wird als L;-, oberhalb als
Pg-Phase bezeichnet, entsprechend der Zustand unterhalb
der Temperatur der Subumwandlung I als L,-, oberhalb
als Lg-Phase (Abb. 3).

[*] Bei den hier diskutierten Untersuchungen wurde der Neigungswinkel der
Feusdureketten zur Membrannormalen nicht bestimmt. Es kann deshalb
zwischen der L~ oder L{-, der Ly- oder Lg-, der Py- oder Pg- sowie der L-
oder L;-Phase nicht unterschieden werden. Nach Definition bedeutet L.
Stellung der Fettsdureketten parallel und L; geneigt zur Membrannorma-
len. Zur Vereinfachung wird in der Folge nur L, fiir L (L) geschrieben,
usw.
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Die mit der Hauptumwandlung geordnet — fluid verbun-
denen Konformationsinderungen wurden durch Laser-Ra-
man-Spektroskopie direkt nachgewiesen!®”). Sie fithren zu
einer Verkiirzung der Kohlenwasserstoffketten (gauche-
Konformation) und damit zu einer lateralen Expansion
der gesamten Lipiddoppelschicht. Fiir 1,2-PP-GPC wur-
den folgende Anderungen ermittelt: VergroBerung der
Oberflichenbeanspruchung von etwa 48 auf 70 A%/Mole-
kill®® Verkiirzung der Kohlenwasserstoffkette um 6 bis 7
A®™ Ausdehnung des Doppelschichtvolumes um 1 bis
2%"% und Einsetzen einer raschen lateralen Diffusion der
Lipidmolekiile oberhalb der Hauptumwandlung als Ergeb-
nis der verringerten van-der-Waals-Wechselwirkung zwi-
schen den Ketten. Fiir den fluiden Zustand wird ein Diffu-
sionskoeffizient von 10~% cm?/s angegeben*®®!, Im ge-
ordneten Zustand ist die laterale Diffusion unmeBbar
klein.

Wie durch die Rekonstitutionsexperimente (Abschnitt 4)
gezeigt wird, ist die Hauptumwandlung fiir biologische Sy-
steme wie auch fiir Membranmodelle besonders wichtig.
Es ist deshalb angezeigt, die Diskussion auf die Hauptum-
wandlung auszurichten und - im Hinblick auf den ampho-
teren Aufbau der Phospholipidmolekiile - den EinfluB3
apolarer und polarer Strukturelemente auf die physikali-
schen Eigenschaften des Gesamtmolekiils getrennt zu be-
sprechen. Gerade die Hauptumwandlung kann empfind-
lich auf kleine Anderungen im Ionenmilieu reagieren,
wihrend die Subumwandlung eine Packungsinderung in
einer bereits sehr starren Matrix ist, die isotherm wahr-
scheinlich wenig auf Milieuinderungen anspricht.

Der Effekt der Strukturvariationen im apolaren Bereich
wurde an ausgewihlten Phosphatidylcholinen untersucht,
die alle das gleiche Molekulargewicht aufweisen (Tabelle
2). Sie unterscheiden sich in der Kettenlinge der Fettsiu-
ren®®? und in der Art der Positionierung der Fettsduren
und des Phosphocholinrestes am Glyceringrundgeriist’®.
Der Vergleich umfaBt 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin (1,2-PP-GPC), dessen 1,3-Isomer sowie 1,2- und
1,3-Isomere von Phosphatidylcholinen, bei denen das Gly-
cerinmolekiil mit Stearinsdure und Myristinsdure verestert
ist. Nach der Anzahl der thermischen Umwandlungen und
charakteristischen Réntgenbeugungsmuster der Lipidpha-
sen konnen die Lipide in zwei Gruppen unterteilt wer-
den.

1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine mit zwei glei-
chen Fettsdureresten nehmen eine Sonderstellung ein. Thre
Eigenschaften werden durch drei thermische Umwandlun-
gen geprigt - Subumwandlung I, Vorumwandlung und
Hauptumwandlung (Abb. 3) mit den entsprechenden Um-
wandlungsenthalpien - ein Verhalten, das bei 1,2-PP-GPC
40 und 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 38 (Ta-
belle 1) gefunden wurde und wohl auch fiir das 1,2-Dimy-
ristoyl-Analogon zu erwarten ist®®. Uber die Réntgenre-
flexe konnen die dazugehérenden vier Lipidphasen (L., L,
Pg und L,) charakterisiert werden (Tabelle 2). Mit zuneh-
mender Packungsdichte der Kohlenwasserstoffketten (L,
nach L) wiichst die Anzahl der Reflexe im Bereich von 4
bis 10 A infolge der kristallihnlichen Eigenschaften der
L.-Phase.

Alle weiteren Phosphatidylcholine, die in unserer Ar-
beitsgruppe untersucht wurden, zeigen ein anderes Pha-
senverhalten. Es treten nur zwei thermische Umwandlun-
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Tabelle 2. Physikalische Eigenschaften lamellarer Doppelschichten aus
Phosphatidylcholinen (siehe auch Abb. 3) in Abhangigkeit von der Tempera-
tur 7. Bei den Zahlenwerten fir T ist angegeben, ob eine Phasenumwandiung
stattfindet: S,: Subumwandlung I; S;;: Subumwandlung II; P: Vorumwand-
lung; M: Hauptumwandlung. AH: Ph wandlungsenthalpie; L., Lg, Py,
Lo: charakteristische Phasen der lamellaren Doppelschicht; d: Abstand der
lamellaren Periodizititen, der sich zusammensetzt aus der Dicke der lamella-
ren Doppelschicht und der Dicke der Wasserschicht zwischen zwei Phospho-
lipiddoppelschichten (lange Abstinde im Bereich von 47 bis 70 A); s: Ab-
stand zwischen einzelnen Fettsdureketten und Abstand zwischen einzelnen
Phosphatidylcholinmolekiilen, die jeweils zwei Fettsdureketten enthalten
(kurze Abstinde im Bereich von 3.72 bis 10.00 A).

Phosphatidyl- T AH Phase d s
choline [a] [°Cl1  [kcai/mol] [Al A}
1,2-PP-sn-G-3-PC  § L. 58.70 10.00, 6.78, 4.40,
=1,2-PP-GPC 4.20, 3.88
40 15(5) 4.1

20 Ly 63.50 4.20, 4.05

sE 1.6

k] Py 7000 4.18

41 (M) 8.7

45 L, 68.00 4.50
1,3-PP-G-2-PC 5 L. 57.04  9.63, 6.70, 4.14

25 (Su) 8.0

35 P, 4710 4.12

39 (M) 9.4

45 Lo 62.16 4.55
1S-2M-sn-G-3-PC 4 L. 67.30 9.55, 4.49, 3.72

24 (Sp) 7.9

30 Py — 416

33 (M) 6.0

39 L. 68.40 455
1M-28-sn-G-3-PC 4 L. 60.40 998, 6.75, 4.34,

4.15, 3.86

26 (Su) 6.6

31 Py 6990 4.15

2 M) 82

46 Lo 63.80 4.55
15-3M-sn-G-2-PC 5 Le 5830 9.82, 6.69, 433,
49 4.15, 3.76

16 (Sy) 59

20 Py 6830 4.13

30 (M) 7.1

35 L 63.40 4.55

[a] In den abgekiirzten Namen bedeuten M Myristoyl (CH3(CH,),,CO), P
Palmitoyl (CH3(CH,)14CO), S Stearoyl (CH;(CH;)CO) und GPC Glycero-
phosphocholin. ‘

gen auf, die Subumwandlung II und die Hauptumwand-
lung mit den entsprechenden Umwandlungsenthalpien
und den dazugehdrenden Lipidphasen (L., Ps und L,), de-
nen charakteristische Réntgenbeugungsmuster zugeordnet
werden kénnen. Zu dieser Gruppe von Phosphatidylcholi-
nen zidhlen die 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine
mit zwei verschiedenen Fettsiureketten sowie alle 1,3-Di-
acyl-sn-glycero-2-phosphocholine, unabhfingig davon, ob
sie zwei gleiche oder zwei verschiedene Fettsiuren enthal-
ten. Der wichtigste Unterschied zwischen diesen Verbin-
dungen und den gleichkettigen 1,2-Diacylverbindungen ist
das Fehlen der Vorumwandlung und sehr wahrscheinlich
der Ly-Phase (detaillierte Diskussion siehe 1*).

Weil biologische Membranen stets aus Phospholipidge-
mischen unterschiedlicher Oberflichenladung zusammen-
gesetzt sind'*”, werden Strukturvariationen im polaren Be-
reich intensiv untersucht. Nach Trduble und Eibl" kon-
nen durch Variation der Oberflichenladung tiefgreifende
Eigenschaftsinderungen in planaren Doppelschichten aus-
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gelost werden, die sich besonders auf die Hauptumwand-
lung auswirken.

Der EinfluB des polaren Bereichs auf die Eigenschaften
des Gesamtmolekiils wurde an Verbindungen untersucht,
die 1,2-Dipalmitoylglycerin als konstantes, apolares Struk-
turelement enthielten. Das hat den Vorteil, daB bei 1,2-PP-
GPC auch die Vorumwandlung in die Betrachtungen ein-
bezogen werden kann, die ja bei den gemischtkettigen
Phospholipiden fehlt. Das Referenzmolekiil 1,2-PP-GPC
40 wurde wie folgt abgewandelt: VergroBerung des Phos-
phor-Stickstoff-Abstandes (41), Entfernung der Trimethyl-
ammonium-Gruppe (42), Verzicht auf die Phosphat-
Gruppe (43), Uberkompensation der negativen Ladung
der Phosphatgruppe durch zwei positive Ladungen (44)
und Ersatz des Cholins durch Glycerin (45). Der Einflu
dieser teilweise sehr weitgehenden Variationen von Struk-
tur und Ladung auf die physikalischen Eigenschaften der
Phospholipid-Wasser-Systeme bei pH 7 ist gering. Die
Hauptumwandlungstemperatur liegt bei 40 bis 42°C und
die Vorumwandlungstemperatur zwischen 33 und 36°C,
d.h. die Phospholipiddoppelschicht reagiert nicht auf
diese Anderungen von Struktur und/oder Oberflichenla-
dung.

i ) X
CH201ID029 CH,0POP CH,0PO0,® Na®
®
OCH,CHyN(C Hz); O(CH3)gN(CHj); OCH,CH;
40 41 42
R R
1l e O ) o
CH,N(CHg)g C1 CH201|>02 CIH3 o
[]
4 oc H2CH21[\ICIIZC H,N(CHg)s
CH c1®
44 3
7 r 2
cr1201]>02e Na® CH,0P0OL° o c1{201|302e Na®
ocuz—g H—(|7H2 OCH,CH;NH; OH
OH OH
45 46 47

R = H3C—(CH2)14—CO~O—CH2
HgC-(CHg)H—CO—O—?—H

Es gibt jedoch eine zweite Gruppe von Lipidmolekiilen,
bei denen relativ geringe Variationen von Struktur und/
oder Oberflichenladung das physikalische Verhalten 4n-
dern. Diese Lipide weisen keine Vorumwandlung auf, und
die Hauptumwandlung wird zu h&heren Temperaturen
verschoben, z. B. bei Phosphatidylethanolaminen und
Phosphatidsiduren (pH-Wert um 7). So haben 1,2-Dipalmi-
toyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin 46 und 1,2-Dipal-
mitoyl-sn-glycero-3-phosphat 47 Ty-Werte um 65°C
(pH 7); beim entsprechenden Phosphatidylcholin 40 be-
trigt Ty =41°C.

Bei der Suche nach strukturellen Analogien zwischen
Phosphatidylethanolaminen (PE) und Phosphatidsduren
(PA) und Unterschieden zu den Phospholipiden, die Phos-
phatidylcholin(PC)-ahnliche Eigenschaften haben, fillt
auf, daB die Lipide mit den héheren Tyy-Werten (um 65°C)
protoniert sind, d. h. strukturelle Protonen enthalten, wih-
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rend die Lipide mit den niedrigeren Ty,-Werten (um 40°C)
deprotoniert, die Phosphatgruppen also vollstindig disso-
ziiert sind. Moglicherweise wird das Wechselspiel der
Krifte in den polaren Regionen von Phospholipiden durch
die Gegenwart struktureller Protonen entscheidend beein-
flupttee- 67,

Eine experimentelle Uberpriifung dieser Annahme ist
moglich. Wenn der Unterschied im Protonierungsgrad
oder im Dissoziationsgrad a die direkte Ursache flir die
extremen Eigenschaftsunterschiede der Phospholipide bei
pH-Werten um 7 ist, dann sollte ein Vergleich des Phasen-
verhaltens von ein und derselben Phospholipidstruktur bei
pH-Werten, die oberhalb und unterhalb ihres pK-Wertes
liegen, AufschluB dariiber geben kénnen. Fiir diese Stu-
dien im pH-Bereich von 1 bis 12 haben wir Phospholipide
vom Typ 48 mit Etherketten, in denen 1,2-Dipalmitoyl-sn-

CIH2—0—(C Ha)15~CH;y
CH-O—(CHg)s—CH; 48
CH,;-0-X

glycerin durch 1,2-Dihexadecyl-sn-glycerin als Grund-
struktur ersetzt ist, hergestellt, die sich in w#Briger Suspen-
sion durch hohe Stabilitit auszeichnen. Der Unterschied
im physikalischen Verhalten der ,,Ether-Phospholipide*
und der ,,Ester-Phospholipide* ist gering. Die Phasenum-
wandlungstemperatur der ,,Ether-Phosphatidylcholine*
liegt um 3 bis 4°C héher als bei den entsprechenden
Estern'¢-72,

Ausgehend vom pH-Wert 12 wurde das Phasenumwand-
lungsverhalten einiger ,,Ether-Phospholipide** vom Typ 48
bei steigender Protonenkonzentration verfolgt (Abb. 4).
Deprotoniertes 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphocho-
lin sowie das entsprechende Phosphoethanolamin, Phos-
phoglycerin und Phosphat sind im physikalischen Verhal-
ten nicht zu unterscheiden (T =43°C, T,=38°C). Die

4 2PC [2pPC)'®
n=1
3— 3
2PG'® ——~ (2PG)"®
>
74 PC;PG'® PE.PA'®
x
a
20 30
l 9- 2PA — (2 PA)
M4 2PE'®e ——« [2PE)®
n=2
13
/\‘A\ Pk l
1 1 L

40 50 60
T[°C) —=

Abb. 4. EinfluB der Protonenkonzentration auf die Vor- und Hauptumwand-
lung von ,,Ether-Phospholipiden* vom Typ 48, die wegen ihrer hdheren Sta-
bilitat als Modelle flr die entsprechenden ,Ester-Phospholipide™ gewahit
wurden. PE, PA, PG und PC bedeuten hier 1,2-Dihexadecyl-rac-glycero-3-
phosphoethanolamin, -3-phosphat, -3-phosphoglycerin bzw. -3-phosphocho-
lin. Bei pH-Werten > 12 sind alle diese Lipide deprotoniert und weisen eine
Vorumwandlung und ¢ine Hauptumwandlung auf. Bei Erreichen des pK,-
Wertes wird die Hauptumwandlung zu hdheren Temperaturen verschoben.
Eine Vorumwandlung ist nicht mehr nachzuweisen,
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Yorumwandlung ist also keine charakteristische Eigen-
schaft von Phosphatidylcholinen. Sie ist vielmehr eine Ei-
genschaft gleichkettiger 1,2-disubstituierter Phosphatidyl-
Verbindungen, die vollig dissoziiert sind, also keine struk-
turellen Protonen in der Membran aufweisen. Mit steigen-
der Protonenkonzentration (sinkendem pH-Wert) kommt
damit den pK-Werten der verschieden veresterten Phos-
phatgruppen und der Ammoniumgruppe offensichtlich
eine groBe Bedeutung zu!"). Bei pH-Werten um 11 wird die
Aminogruppe des Phosphatidylethanolamins protoniert.
Damit dndern sich die Eigenschaften des Lipids sprung-
haft. Die Vorumwandlung ist nicht mehr nachzuweisen,
und die Hauptumwandlung wird bei >70°C beobachtet.
Entsprechende Eigenschaftsinderungen bei Protonierung
treten auch bei den anderen Lipiden auf, bei der Phospha-
tidsdure bei pH 9 (pK,), beim Phosphatidylglycerin bei pH
4 (pK) und beim Phosphatidylcholin bei pH 1 (pK). Das
physikalische Verhalten dieser ,,Ether-Phospholipide*
steht somit in direkter Beziehung zum Dissoziationsgrad
a; ,Ester-Phospholipide* verhalten sich analog.

Die unterschiedlichen pK-Werte der Phospholipide sind
fiir die Funktion natiirlicher Membranen von groBer Be-
deutung. Sie bewirken, da im biologisch relevanten pH-
Bereich um 7 zwei Gruppen von Phospholipiden mit aus-
geprigten Unterschieden im physikalischen Verhalten ko-
existieren: véllig dissoziierte und teilprotonierte Struktu-
ren. So haben ,,Ether-Phospholipide* mit gleichem apola-
rem Bereich, z. B. 1,2-Dihexadecyl-sn-glycerin, als Phos-
phocholin oder Phosphoglycerin T,-Werte um 43°C und
Te-Werte um 38°C. Das entsprechende Phosphoethanol-
amin oder Phosphat dagegen weisen Ty-Werte >70°C
auf (eine zusitzliche Umwandlung nach hexagenal I1
wird spiter diskutiert).

Ursache fiir die Stabilisierung der protonierten Zu-
stinde - héhere Ty-Werte infolge dichterer Packung der
Kohlenwasserstoffketten - sind Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen negativ geladenen Phosphatgruppen und
protonierten Phosphorsdureresten oder Ammoniumgrup-
pen. Deshalb hat Phosphatidsdure bei pH-Werten um 12
(v6llig dissoziiert) und um 2 (vollig protoniert) eine deut-
lich tiefere Phasenumwandlungstemperatur als zwischen
den pK-Werten pX, und pK,. Damit ergibt sich fiir Phos-
pholipide mit zwei dissoziierten Protonen ein Plateau fiir
die Ty-Werte zwischen den pK-Werten. Das Plateau liegt
um mehr als 25°C iiber den Ty-Werten der vollig dissozi-
ierten und um mehr als 15°C iiber den T\,-Werten der v6l-
lig protonierten Zustinde (Abb. 5). Die Ausdehnung des
Plateaus wird durch die pK-Werte bestimmt. Es erstreckt
sich fiir das ,,Ether-Phosphoethanolamin® vom Typ 48
iiber den pH-Bereich von | bis 11 und fiir die analoge
Phosphatidsiure iiber den pH-Bereich von 3.5 bis 9. Dage-
gen ergibt sich ein Maximum des Ty-Wertes im pK-Wert
fir Phospholipide mit nur einem dissoziierten Proton, z. B.
fir  1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphorsduremethyl-
ester bei pH 3.57%74,

[*] Wir haben dic pK-Werte von wasserldslichem Glycerinphosphat mit de-
nen von 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphat, d. h. einem Membran-
struktur-gebundenen Phosphat, verglichen [65). Die pK-Werte fiir Matrix-
gebundenes Phosphal sind zu héheren pH-Werten verschoben (Glycerin-
3.phosphat: pK;=~2.0, pK,=6.0; 1.2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phos-
phat: pK, = 4.0, pK,=9.0). Die Dissoziation eines Protons aus einer nega-
tiv geladenen Lipidmatrix erfordert mehr Energie als die Ablosung aus
einem Einzelmolekil.
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Abb. 5. pH-Abhingigkeit der Hauptumwandlungstemperatur (Ty) mehrerer
Phospholipide. O: 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (Typ
48); ®: 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphat (Typ 48); »: 1,2-Dipalmito-
yl-sn-glycero-3-phosphorsduremethylester. Die Breite des Plateaus fiir T
wird durch den Abstand zwischen pK, und pK, bestimmt. Fiir ein Phospho-
lipid mit nur einem dissoziierbaren Proton ergibt sich am pK-Wert ein Maxi-
mum filr Ty

Neben den hoheren Ty-Werten kénnen teilprotonierte
Phospholipide wie Phosphatidylethanolamin hexagonale
Strukturen bilden (vgl. Tabelle 1). Fiir einige synthetische
Phosphatidylethanolamine wurden Strukturumwandlun-
gen beschrieben, die durch Réntgenreflexe als Umwand-
lungen von der lamellar-fluiden Doppelschicht in die he-
xagonale Struktur charakterisiert werden konnten!”, Die
Abhingigkeit der Phasenumwandlungstemperatur T, (la-
mellar-fluid nach hexagonal) von der Kettenlinge der
Fettsduren ist anders als fiir T\y. Mit wachsender Ketten-
linge verschiebt sich Ty zu niedrigeren, Ty, dagegen zu ho-
heren Temperaturen. Dagegen kann Phosphatidsdure bei
pH 7 keine hexagonale Anordnung einnehmen.

In biologischen Membranen werden pH-Werte um 7
eingehalten, da sonst irreversible Prozesse wie die Denatu-
rierung von Proteinen zu Defekten fithren kénnen. Des-
halb ist zu untersuchen, ob und wie bei pH-Werten um 7
physikalische Eigenschaften von Phospholipid-Wasser-Sy-
stemen durch Zusatz ein- oder zweiwertiger Kationen be-
einfluBt werden kénnen.

Einwertige Kationen kénnen die Dissoziation von Pro-
tonen bewirken!®>74. Voraussetzung ist, daB die Phospho-
lipidmembranen sich in einem teilprotonierten Zustand
befinden, der empfindlich auf Anderungen in der Konzen-
tration einwertiger Kationen anspricht. Dann #ndert sich
der Dissoziationsgrad «, und Ty wird niedriger (deproto-
nierter Zustand). Die Sensitivitiit gegeniiber einwertigen
Kationen ist an den kritischen pK-Wert eines Phospholi-
pids gekoppelt, den wir allgemein als pK,-Wert in einem
n-Protonen-System definieren méchten, z. B. pK; von
Phosphatidylserin (n=3; pH-Wert um 11), pK, fiir Phos-
phatidsdure (n=2; pH-Wert um 9) und pK fiir Phospha-
tidylglycerin (n=1; pH-Wert um 4). In biologischen Mem-
branen bei pH-Werten um 7 weisen die natiirlichen Phos-
pholipide keinen kritischen pK-Wert auf, und der Einflu}
einwertiger Kationen auf die physikalischen Eigenschaften
von Phospholipiden ist deshalb gering.

Wichtig jedoch ist der EinfluB zweiwertiger Kationen,
die bei konstantem pH-Wert Strukturinderungen induzie-
ren kénnen, wie wir sie fiir Protonen beschrieben haben.
Entsprechend den sehr verschiedenen pK-Werten unter-
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Tabelle 3. EinfluB von Kationen auf die Uberstruktur natfirlicher Phospholi-
pide bei pH-Werten um 7. PC: Phosphatidytcholin; PE: Phosphatidyletha-
nolamin; PG: Phosphatidylglycerin; PA: Phosphatidsaure; L: lamellare
Doppelschicht; H: hexagonale Anordnung. Voraussetzung flr eine Um-
wandlung von der lamellaren in eine hexagonale Anordnung ist der fluide
Zustand der lamellaren Doppelschicht. Deshalb gilt T);> T, d. h. die Pha-

wandlungstemperatur lamellar-fluid/hexagonal liegt immer oberhalb
der Umwandlungstemperatur geordnet/fluid. PE kann deshalb oberhalb T,
auch als lamellare Doppelschicht vorliegen. Man kann davon ausgehen, daB
natiirliche PE-Spezies bei 37°C die hexagonale Anordnung einnehmen. Ty
liegt bei diesen Phospholipiden wohl meistens unterhalb der Kérpertempera-
tur.

Phospho- EinfluB von Kationen auf die Struktur
lipide pH 7 NaCl (1 mol/L) CacCl; (0.1 mol/L)
PC L L L

PE H (L) H (L) H (L)

PG L L H (L)

PA L L H (L)

scheiden sich die Phospholipide auch in ihrer Sensitivitit
gegeniiber zweiwertigen Kationen (Tabelle 3). Phosphati-
dylcholin und Phosphatidylethanolamin sind unempfind-
lich. Thre typischen Eigenschaften, d. h. ihre Ty-Unter-
schiede und das individuelle Vermégen von Phosphatidyl-
ethanolamin zur Bildung hexagonaler Strukturen!’*7,
bleiben unbeeinfluft. Dagegen reagiert Phosphatidylglyce-
rin empfindlich auf die Anwesenheit von Calcium-Ionen,
die eine Tyy-Erh6hung um etwa 24°C und die Bildung he-
xagonaler Strukturen erméglichen”7"), Phosphatidylgly-
cerin erhilt damit ganz dhnliche Eigenschaften wie Phos-
phatidylethanolamin. Bei Phosphatidsdure ist Ty, bereits
hoch (protonierter Zustand). Die Bindung von Calcium-
Ionen erméglicht nun aber auch bei pH 7 die Bildung he-
xagonaler Strukturen!”],

Negativ geladene Phospholipide reagieren stéchiome-
trisch mit zweiwertigen Kationen. Die Bindung von Ma-
gnesium-Ionen fithrt zu Aggregation, d. h. zur Aneinanderla-
gerung von Vesikeln, deren Integritit und Individualitit
erhalten bleibt’®, Bei der Bindung von Calcium-Ionen er-
folgt ebenfalls Aggregation und im Anschlu daran Fu-
sion. Mit dem FusionsprozeB sind tiefgreifende Ande-
rungen verbunden, da die individuellen Eigenschaften ein-
zelner Vesikeln oder Membranen verloren gehen: Mem-
branen unterschiedlicher Zusammensetzung gehen dabei
in einheitliche Strukturen iiber %,

4. Rekonstitutionsexperimente

Bei Rekonstitutionsexperimenten werden biologische
Funktionseinheiten der Membran (z. B. enzymkatalysierte
Reaktionen oder Transportvorginge) aus der natiirlichen
Umgebung geldst, in physikalisch definierter Umgebung
wieder aufgebaut und als Einzelereignis studiert. Durch
solche Experimente 148t sich ermitteln, ob eine spezielle
Lipidstruktur fiir den Ablauf eines bestimmten biologi-
schen Prozesses notwendig ist. Als funktionelle Bausteine
werden solche Membrankomponenten definiert, die in ge-
reinigter Form inaktiv sind. Erst ihre Rekonstitution zu ei-
ner Funktionseinheit induziert biologische Aktivitit. Als
cinfache Beispiele werden wir den Tonentransport durch
Lipidmembranen und die biologische Aktivitdt phospholi-
pidabhingiger Enzyme besprechen.

Zum Studium des lonentransports durch planare Lipid-
doppelschichten (,,Black Films*) konnten Boheim et al.l'”!
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erstmals Filme im geordneten Zustand analysieren. Die
von uns fiir diese Experimente hergestellten gemischtketti-
gen Phospholipide, z. B. 1-Stearoyl-3-myristoyl-sn-glycero-
2-phosphocholin 49 mit Ty;=30°C (Tabelle 2), erwiesen
sich als ideale Filmbildner. Durch ihre besondere Stabilitét
konnten sie im fluiden Zustand, im Umwandlungsbereich
und im geordneten Zustand untersucht werden. Im Ver-
gleich zu den gleichkettigen Phospholipiden haben die ge-
mischtkettigen Phospholipide iiberraschend giinstige Ei-
genschaften. Die Ursache hierfiir kdnnte das Fehlen der
Vorumwandlung sein.

CHy-O-CO~CHzhs~CH;
o ©0,P-0—C-H 49
(CHy)sN—CH,—CHy~O  CHy—O-CO—(CHj);s~CHj

Clﬂz—o‘(Cths—C Hj
HyC~(CHyyy-O-C—H 50
CHZ—O—IrOZG ®
O-CHz~CH;—-N(CHg)s

Abkiihlkurven planarer Lipiddoppelschichten sind in
Abbildung 6 dargestellt. Die reine Lipiddoppelschicht aus
48 zeigt eine geringe Grundleitfahigkeit von <1 nA cm~2
Auffallend sind Fluktuationen der Leitf3higkeit, die mit
der Phasenumwandlung fluid/geordnet oder vice versa
einhergehen. Durch die Reorientierung der Phospholipide
im Phasenumwandlungsbereich treten Packungsdefekte
auf, die zu den beobachteten Leitfihigkeitsinderungen
fiihren. Die Fluktuationen sind thermisch durch das
Schmelzen der Ketten induziert. Es werden aber auch an-
dere Leitfdhigkeitsinderungen beschrieben, die durch Pro-
tonen ausgeldst werden und somit auf protonierbare Phos-
phatgruppen zuriickzufiihren sind®",

1 1.5+

& 104 8

E

8]

x

< 4

3 05

> M Ax 102

0- 4 A

T T T
20 30 L0

T [°C)—

Abb. 6. Leitfahigkeitsinderungen von planaren Lipiddoppelschichten in Ab-
hingigkeit von der Temperatur (,Abkilthlkurven'). A: Leitf4higkeitsinde-
rung von ]-Stearoyl-3-myristoyl-sn-glycero-2-phosphocholin 49; A x 10%:
vergrdBerte Darstellung von A, um Fluktuationen der Leitf4higkeit im Um-
wandlungsbereich (T <30°C) sichtbar zu machen; B: Leitfhigkeitsdnde-
rung von 1-Hexadecyl-2-tetradecyl-sn-glycero-3-phosphocholin 50 in Gegen-
wart von Valinomycin und 1 M KCl. Im Bereich der Umwandiungstempera-
tur des Lipids, Tw=28°C, fallt die Leitfihigkeit stark ab,

Der EinfluB der Lipidmatrix auf den Carrier-induzierten
Ionentransport (Abb. 6) ist besonders ausgeprigt. Hohe
Leitfahigkeiten von > | pA ¢m~2 kénnen in einem System
aus 1-Hexadecyl-2-tetradecyl-sn-glycero-3-phosphocholin
50 in Gegenwart von Valinomycin und Kaliumchlorid ge-
messen werden, solange sich der Lipidfilm im fluiden Zu-
stand oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur,
T\y=28°C, befindet. Ein spontaner Abfall des Membran-
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stroms erfolgt jedoch im Umwandlungsbereich: von etwa
1 pA cm ~2 oberhalb Ty auf etwa 1 nA cm~2 unterhalb T,
(Faktor 10%). Die Leitfahigkeit von 1 nA cm 2 entspricht
der Leitfihigkeit des Carrier-freien Films. Verstindlicher-
weise ist der fluide Zustand der Membranen fiir den Car-
rier-induzierten Transport eine notwendige Voraussetzung.
Wie die laterale Diffusion von Lipidmolekiilen ist auch der
Ionentransport iiber die Membran, d. h. von einer Lipid-
monoschicht zur anderen, in der geordneten Phase unme83-
bar klein.

Entsprechende Leitfahigkeitsinderungen wurden auch
in Mischsystemen erzielt, z. B. in Lipidfilmen aus Phos-
phatidyicholin/Phosphatidsdure®. In Gegenwart von Va-
linomycin und Rubidiumchlorid werden hohe Leitfihig-
keiten gemessen. Der Zusatz von Calcium-Ionen induziert
eine Phasenseparation, die zu Lipiddominen fiihrt mit ei-
nem iberwiegenden Anteil entweder an Phosphatidylcho-
lin oder an Phosphatidsdure. Die Phosphatidsdure-Areale
sind erwartungsgemifl elektrisch inaktiviert (geordnete
Phase unterhalb T, der Phosphatidsiure in Gegenwart
von Calcium-Ionen). Nur die Dom#nen aus Phosphatidyl-
cholin liefern einen Beitrag zum Membranstrom (fluide
Phase oberhalb Ty von Phosphatidylcholin).

In proteinfreien Lipidsystemen ist Carrier-induzierter
Tonentransport nur im fluiden Zustand méglich. Die rever-
sible Phasenumwandlung der Lipide vom geordneten in
den fluiden Zustand kann damit im Sinne eines Ein- und
Ausschaltmechanismus zur Steuerung von Membranstro-
men verwendet werden. Die Umwandlung kann thermisch
oder durch Calcium-Ionen ausgelost werden. In Mischsy-
stemen von Phosphatidylcholin (insensitiv gegen Ionen)
mit negativ geladenen Phospholipiden bewirken Calcium-
Tonen durch Bindung an die negativ geladenen Phosphat-
gruppen sowohl Phasenseparation als auch eine Erhhung
von Ty,.

In Lipid-Protein-Systemen kann eine Phasenseparation
von Lipiden durch spezifische Wechselwirkung zwischen
Proteinen und Phospholipiden induziert werden. Das ist
wichtig fiir die Funktion der aus E. coli gewonnenen D-
Lactat-Dehydrogenase, einem phospholipidabhingigen
Enzym™®. Die Phospholipidzusammensetzung der E.-coli-
Membran und méglicherweise deren Eigenschaften wer-
den durch die dominierende Rolle von Phosphatidyletha-
nolamin (iber 90 Mol-%) geprégt. Der Anteil an negativ
geladenen Phospholipiden wie Phosphatidylserin oder
Phosphatidylglycerin ist vernachléssigbar klein (unter 5
Mol-%). Hier stellt sich die Frage nach der Bedeutung der
Lipidminorititen fiir den biologischen ProzeB.

D-Lactat-Dehydrogenase benétigt fiir den enzymatisch
aktiven Zustand eine apolare Lipidmatrix. Mit syntheti-
schen 1-Acyl-1,3-propandiol-phosphocholinen 51 mit un-
terschiedlicher Kettenlinge konnten Kovatchev et al.® die
Aktivitdt des Enzyms oberhalb und unterhalb der kriti-
schen Micellkonzentration (CMC) bestimmen. Wie erwar-
tet, wurde das Enzym nur oberhalb des CMC-Bereichs ak-
tiviert, d.h. D-Lactat-Dehydrogenase kann nur durch
Wechselwirkung mit Micellen, aber nicht mit Monomeren
eine aktive Konformation einnehmen. In Tabelle 4 sind
die kritischen Konzentrationen fiir die Bildung von Micel-
len, fir die Aktivierung von D-Lactat-Dehydrogenase und
fiir die Himolyse von Rindererythrocyten fiir verschiedene
1-Acy)-1,3-propandiol-phosphocholine 51 zusammenge-
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LI‘HZ—O—R
CH, 51, R = CO—~{CHy)n~CHj,
CIHZ—O—POZG ®

OCH;—CH,~-N(CH3)s

Tabelle 4. Kritische Micellkonzentrationen (CMC) von 1-Acyl-1,3-propan-
diolphosphocholinen 51 in Abhingigkeit von der Acylgruppe. Angegeben
sind auBerdem die Konzentrationen, die 50% D-Lactat-Dehydrogenase-Akti-
vierung (LDH-Akt.) oder 50% Himolyse (von Rindererythrocyten) bewir-
ken.

Rin 51 log CMC log 50% LDH-Akt. log 50% Hamolyse
(a} [mol/L]) [mol/L] [mol/L]

22:0 —5.05 —-50 —

20:0 —5.00 —4.50 —4.70

18:0 ~4.80 -4.30 -4.70

16:0 —4.70 —4.10 —4.70

14:0 —4.35 -3.70 —4.35

12:0 —3.52 -310 —3.60

10:0 —2.46 ~2.05 —

{a] Die Acylreste R in 51 werden durch die Anzahl der C-Atome und Dop-
pelbindungen in den SHuren charakterisiert: 22:0, Behens#ure; 20:0, Ara-
chinsdure; 18:0, Stearinsdure, 16:0, Palimitinsdure; 14:0, Myristinsiure;
12:0, Laurinsdure; 10 :0, Decansaure.

stellt. Diesen Modellverbindungen fehlt die OH-Gruppe
an C-2 von Glycerin. Die gute Ubereinstimmung der Werte
tiberrascht nicht, denn Micellbildung, Enzymaktivierung
und himolytische Aktivitit der Verbindungen beruhen auf
einer fiir diese Prozesse zentralen Eigenschaft, der Grenz-
fiichenaktivitit. Sie bewirkt in Wasser die Bildung von
Uberstrukturen (Micellen, Enzymaktivierung) sowie die
Reorientierung von lamellaren Doppelschichten, wenn ein
Verhiltnis Phospholipid zu Lysophospholipid von etwa
4:1 (Himolyse) erreicht wird. Lysoverbindungen dieser
Art haben eine freie OH-Gruppe an C-2 von Glycerin.

Wichtig ist das Verhalten von D-Lactat-Dehydrogenase
in lamellaren Doppelschichten, die aus dem Hauptphos-
pholipid der E.-coli-Membran, 1-Palmitoyl-2-elaidoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamin, aufgebaut sind. Uber-
raschenderweise ist fiir dieses Lipid experimentell keine
Aktivierung nachzuweisen. Negativ geladene Phospholi-
pide wie Phosphatidylserin oder Phosphatidylglycerin da-
gegen, deren Konzentration in der natiirlichen Membran
sehr gering ist, bewirken eine ausgezeichnete Aktivitat des
Enzyms. Das bedeutet, daB das native Protein in einem ak-
tiven Zustand ebenfalls von negativ geladenen Phospholi-
piden umgeben sein muB. Der aktive Zustand des Enzyms
kann also durch Phasenseparation in der vorwiegend neu-
tralen Lipidmatrix induziert werden, wihrend statistische
Verteilung zu einem inaktiven Zustand fiihrt®, Phospha-
tidylserin und Phosphatidylglycerin kdnnen als funktio-
nelle Bausteine der E.-coli-Membranen betrachtet wer-
den.

Phospholipide sind fiir die Funktion vieler membrange-
bundener Proteine wesentlich®*¢l, Teilweise sind die An-
forderungen an die Spezifit4t nicht sehr hoch. D-B-Hydro-
xybuttersiure-Dehydrogenase aus Rinderherzmitochon-
drien®” benoétigt jedoch unbedingt Phosphatidylcho-
1in®®3%, Das Enzym befindet sich natiirlicherweise in einer
Umgebung von Phospholipiden - Phosphatidylcholin,
Phosphatidylethanolamin und Diphosphatidylglycerin
(Cardiolipin) §2 im Molverh4ltnis 43:37:20°*°" - | die
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hochungesiittigte Fettsduren enthalten. Aufgrund der un-
terschiedlichen Fettsdureketten ist die Anzahl der moleku-
laren Spezies sehr grof®2,

R~co—o—c|‘ H, CH-0-CO-R
R—C O—O—(le ('ZH—O—C O-R
CH, Na® Na® CH,
0-P0O,°® eOZIT—O
O—CHz CH-CHz-O

OH
52, R = (CH3),—CH;

Mit den in Abschnitt 2 beschriebenen Verfahren haben
wir definierte Phospholipide mit natiirlicher, aber auch
nicht natiirlicher Konfiguration und Zusammensetzung
synthetisiert. Mit diesen Phospholipiden konnten Fragen
nach der Vielfalt der molekularen Spezies von Phospholi-
piden, nach der Notwendigkeit von Diphosphatidylglyce-
rin 52 und nach dem Einflul der Phasenzustinde geord-
net/fluid auf die enzymatische Reaktion untersucht und
beantwortet werden.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
Phosphatidylcholin ist essentiell fiir die enzymatische Ak-
tivitit von D-B-Hydroxybuttersdure-Dehydrogenase. Die
Feinstruktur der Phosphatidylcholine hat dagegen fiir den
AktivierungsprozeB nur untergeordnete Bedeutung. Es gibt
keine Hinweise, daB hochungesittigte Fettsiuren Vorteile
fiir das rekonstituierte System bringen, immer vorausge-
setzt, daB die Phasenumwandlungstemperatur des Lipidge-
misches nicht unterschritten wird. Der fluide Zustand der
Lipidmatrix ist auch hier wesentlich fiir den Ablauf der en-
zymatischen Reaktion!®*%%),

Cardiolipin 52 als charakteristisches Phospholipid der
Mitochondrienmembran kann ohne EinfluB auf die kineti-
schen Parameter der Reaktion durch andere negativ gela-
dene Phospholipide ersetzt werden. Die Untersuchungen
ermoglichen eine klare Unterteilung der Phospholipide in
funktionelle Bausteine - in diesem Fall die Phosphatidyl-
choline - und in Matrixmolekiile. Offensichtlich hingen
die Eigenschaften der Lipidmatrix aber von der Phospholi-
pidzusammensetzung ab. Aus den Daten in Tabelle 5 er-
gibt sich, daB die glinstigsten Matrixeigenschaften fiir die
Enzymreaktion in einer Mischung aus Phosphatidylcho-
lin/Phosphatidylethanolamin/negativ geladenen Phos-
pholipiden erzielt werden. Diese Mischung entspricht der
Zusammensetzung der natiirlichen Membran, die aller-
dings Cardiolipin 52 als dritte Komponente enthilt. Es
findet sich kein Hinweis, daB die groBe Zahl von Lipidspe-
zies in der Natur eine besondere Bedeutung fiir den Ab-
lauf der enzymatischen Reaktion hat, sofern die Phospho-
lipidmatrix sich im fluiden Zustand befindet, d. h. ober-
halb von T\ des Lipids oder des Lipidgemisches. Auch
hochungesittigte Fettsiuren sind nicht essentiell, denn die
Vielzahl der in den Mitochondrien vorhandenen Lipidspe-
zies kann durch drei individuelle Phospholipide ersetzt
werden, die nur gesittigte Fettsiuren enthalten. p-p-Hy-
droxybuttersdure-Dehydrogenase findet in einer Matrix
aus 1-Palmitoyl-2-lauroyl-sn-glycero-3-phosphocholin, -3-
phosphoethanolamin und -3-phospho-1,3-propandiol opti-
male Bedingungen fiir die enzymatische Reaktion (Tabelle
5, rechte Spalte, letzte Zeile). In diesem Phospholipidge-
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Tabelle 5. Aktivierung von D-B-Hydroxybutiersiure-Dehydrogenase mit defi-
nierten Phospholipid-Spezies bei 37°C. Mikrodispersionen von Phospholipi-
den wurden durch Ultraschallbehandlung von PC allein, von PC/PE-Gemi-
schen (Phosphatverhilinis 5:4) und von PC/PE/PP-Gemischen (Phosphat-
verhidltnis 5:4:1) hergestellt. PC bedeutet Phosphatidylcholine mit den in
der linken Spalte angegebenen Acylgruppen [a]; PE bedeutet Phosphatidyl-
ethanolamine mit den in der Kopfleiste angegebenen Acylgruppen [a}: PP
bedeutet Phosphatidyl-1,3-propandiole mit den gleichen Acylgruppen wie
PE (siche Schema 1). Die Zahlen in der Tabelle geben das AusmaB der Akti-
vierung in Prozent bezogen auf 100 Prozent fir die Aktivierung des Enzyms
mit natiirlichem Mitochondrien-Phospholipid-Extrakt an. Die Zahien in
Klammern stehen fiir die Effektivit4t der Reaktivierung (Molverhaltnis Phos-
phatidylcholin zu Enzym, das halbmaximale Aktivierung ergibt), d. h. je klei-
ner die Zahl, um so effektiver ist das Gemisch. Fiir den natiirlichen Phos-
pholipidextrakt aus Mitochondrien wurde eine Effektivitit von 7 gefunden. -
PE oder PE/PP-Gemische fithren nicht zur Aktivierung des Enzyms.

1

1,2-Diacyl | PC +PE +PE +PE/PP +PE/PP
von PC [a] | (allein) 1-16:0 1-16:0 1-16:0 1-16:0
2-1 2-12:0 2-18:1 2-12:0

1-16:0
2181 82(29) 100(17) 100 (16) 100 (7) 100 (7)
1-16:0
2-18 2 82 (26) 99 (16) — 100 (1) -
1-16:0
2-20:4 85(27) 100 (13) — 99 (8) —
1-22:0
21811 79 (25) 100 (16) 100 (18) 100 () 98 (8)
1-16:0

. 67 (714) 97 (29) 96 (28) 96 (7) 95 (D)
2-14:0
1-16:0
21210 63 (80) 93 (30) 96 (29) 93 (7) 97 (M

[a] Die Acylgruppen werden durch die Anzahl der C-Atome und Doppelbin-
dungen in den S4uren charakterisiert; siche FuBnote [a] von Tabelle 4. 20:4,
Arachidonsdure; 18 :2, Linolsiure; 18: 1, Ols&ure.

misch ist das Phosphatidylcholin funktioneller Baustein
zur Rekonstitution der enzymatischen Aktivitit und Be-
standteil der Lipidmatrix.

Gemische aus Phosphatidylethanolaminen und Phos-
phatidyl-1,3-propandiolen allein (ohne das Phosphatidyl-
cholin) kénnen das Enzym dagegen nicht aktivieren,

5. Selektive Beeinflussung der Eigenschaften
natiirlicher Zellmembranen

Die gezielte Beeinflussung natiirlicher Membranen in
Zelloberflichen oder in subzelluliren Partikeln ist von
groBBem medizinischem Interesse. Im Vordergrund stehen
dabei Methoden, die eine Anreicherung von Wirkstoffen
in ausgewéhlten Zielorganen ermdglichen. Die Prinzipien
unserer neuesten Untersuchungen werden an zwei Beispie-
len dargestellt: am Problem der Blut-Hirn-Schranke und
an der Entwicklung von cytotoxischen Substanzen, die im
Normalgewebe entgiftet, im Tumorgewebe (Enzymdefekt)
aber nicht abgebaut werden kénnen.

Die Blut-Hirn-Schranke als hochselektive Permeabili-
titsbarriere wurde zuerst von Lewandowsky'® beschrieben.
Sie ist Ursache der relativen Therapieresistenz von Hirn-
metastasen, da eine therapeutisch wirksame Cytostatica-
Konzentration im Gehirn nicht erreicht werden kann. An-
geregt durch die Experimente von Deuticke® iiber den
EinfluB niedermolekularer Alkohole auf die Permeabili-
tdtseigenschaften von Erythrocytenmembranen haben wir
den Effekt der physiologisch vertriglicheren 1-Alkylglyce-
rine mit kurzen Alkylketten wie 1-Pentyl-rac-glycerin auf
die Blut-Hirn-Schranke untersucht.
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Mit der Methode von Oldendorf®" wurde der Transport
von zwdlf gebriuchlichen Cytostatica durch die Blut-Hirn-
Schranke gemessen. Eine Losung mit '*C-markiertem
Wirkstoff wurde Wistar-Ratten in die rechte Carotis-Arte-
rie (Halsschlagader) injiziert. Nach Dekapitation wurde
dem Tier die rechte Hirnhilfte entnommen und deren Ra-
dioaktivitit in einem Gewebsverbrenner bestimmt. Die
Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke fiir '*C-markierte
Wirkstoffe wurde im Vergleich zu frei diffusiblem *H,O als
internem Standard gemessen. Die so ermittelten ,,Brain
Uptake Index“-Werte sind in Tabelle 6 zusammenge-
stellt.

Tabelle 6. ,,Brain Uptake Index*(BUI)-Werte (als Quotient des Verhiltnisses
der Aktivititen von "*C-markiertem Wirkstoff und frei diffusiblem *H,O als
internem Standard im Gehirn und in der Injektionslésung multipliziert mit
100) und Ol-Wasser-Verteilungskoeffizienten p von Cytostatica. Die Wirk-
stoffe sind nach steigenden Molekulargewichten (MG) in drei Bereiche (100
bis 500, 500 bis 600 und 600 bis 1500) eingeteilt. Innerhalb jeder Gruppe
wurde die Einteilung nach steigender Lipophilie vorgenommen. BUI*-Werte
erhdlt man aus BUI-Werten durch Abzug von 3.3% (Fehlergrenze der Metho-
de), d. h. ein BUI-Wert von 3.3% bedeutet keine Aufnahme. 1-Pentyl-rac-gly-
cerin (PeG) wurde in physiologischen Konzentrationen (0.15 m) eingesetzt.

Wirkstoffe MG BUI1*-Werte [%] logp
ohne PeG mit PeG

5-Fluoruracil 132 04 9.7 —2.89
Methotrexat 455 2.0 229 —2.44
Cyclophosphamid 262 8.1 50.2 -1.03
Ety3-OCH,; 53 [a] 542 714 — -1.25
Doxorubicin 544 0 — -1.00
Etoposid 589 0 14.5 -0.62
Daunorubicin 528 0 — -0.30
Bleomycin 1400 0 24 -1.89
Peplomycin 1400 0.9 10.5 —0.74
Vincristin 923 0 - -047
Mitoxantrone 625 [/} 21.8 +0.13
Vinblastin 909 0 383 +0.99

[a] 1-Octadecyl-2-methyl-rac-glycero-3-phosphocholin.

Die von uns ausgewihlten Cytostatica unterscheiden
sich im Molekulargewicht (90 bis 1500) und im Ol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (logp —3 bis +1). Nach Olden-
dorf® ist die Lipophilie der entscheidende Parameter fir
die Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke. Nach unseren
Ergebnissen ist das nur fiir einen engen Molekularge-
wichtsbereich richtig.

Von den zwdlf getesteten Substanzen werden nur Cyclo-
phosphamid (Endoxan) und Et;3OCH, 53 in nennenswer-
tem AusmaB durch die Blut-Hirn-Schranke transportiert
(= 10%). Cyclophosphamid ist im Gehirn therapeutisch
nicht wirksam, da es nur in der Leber aktiviert werden
kann. Der therapeutische Wert von Et,;OCH, ist umstrit-
ten (s. u.). Somit geniigt von zwdlf gepriiften Cytostatica
nicht eines den Anforderungen, die an eine Anwendung
zur Chemotherapie von Gehirntumoren gestellt werden
miissen.

Eine systematische Diskussion der Ergebnisse aus Ta-
belle 6 erlaubt, die Wirkstoffe in drei Molekulargewichts-
bereiche zu unterteilen. Im Bereich von 90 bis 500 werden
die Transporteigenschaften der Wirkstoffe durch die Li-
pophilie bestimmt. Die Blut-Hirn-Schranke verhilt sich
wie eine Ol-Wasser-Grenzfliche, d. h. die Diffusion der
Molekiile durch die Membran wird allein durch den Ol-
Wasser-Verteilungskoeffizienten bestimmt.
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Der Molekulargewichtsbereich zwischen 500 und 600
nimmt eine Zwischenstellung ein, wihrend fiir Cytostatica
mit Molekulargewichten iiber 600 die Blut-Hirn-Schranke
eine echte Barriere bildet. Unabhingig vom Ol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten werden die Wirkstoffe ausge-
schlossen. Ein eindrucksvolles Beispiel ist Vinblastin, das
trotz des sehr giinstigen Verteilungskoeffizienten
(logp +0.99) die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren
kann'®. Dieser experimentelle Befund widerlegt die Theo-
rie von Oldendorf®®®, nach der ein Zahlenwert fiir den Ver-
teilungskoeffizienten von logp —1 bereits fiir vollstindi-
gen Wirkstofftransport durch die Blut-Hirn-Schranke aus-
reicht.

Die Ergebnisse zeigen, daB eine Chemotherapie von Ge-
hirntumoren wenig sinnvoll ist. Die Blut-Hirn-Schranke
als echte Barriere verhindert die Anreicherung der Wirk-
stoffe im Gehirn. Wir haben neuerdings jedoch zeigen
konnen'!'"", daB die Barrierefunktion der Blut-Himn-
Schranke durch 1-Alkylglycerine mit kurzen Alkylketten
giinstig beeinfluBt werden kann. Wie aus Tabelle 6 hervor-
geht, kdnnen in Gegenwart von 1-Pentylglycerin nieder-
molekulare Wirkstoffe (MG bis 500) effektiv iiber die
Schranke transportiert werden. Der Transport hhermole-
kularer Wirkstoffe (MG bis 1500) wird durch den Zusatz
von |-Pentylglycerin iiberhaupt erst moglich. Volle Rever-
sibilitéit ist in einem Zeitraum von einer Minute gegeben.
Damit unterscheidet sich die Methode prinzipiell von der
osmotischen Schocktherapie nach Rapoport et al.l'®V, in
der die Blut-Hirn-Schranke erst nach Stunden ihren Nor-
malzustand wieder erreicht.

Das Ziel, ausgewihlte Organe oder Tumorgewebe mit
einem cytotoxischen Prinzip zu erreichen, kann also iiber
Carrier-Molekille (Beispiel Blut-Hirn-Schranke) erreicht
werden, die ihre Wirkung nach Unterschreiten einer be-
stimmten Konzentration verlieren. So ermdoglicht 1-Pentyl-
glycerin den Transport von Wirkstoffen nur in der Rich-
tung vom Blut zum Gehirn. Durch Verdiinnung des Car-
riers wird die fiir den Transport notwendige kritische Kon-
zentration unterschritten. Die Wirkstoffe konnen den Ge-
hirnraum nicht wieder verlassen (Kifig-Effekt).

Cytotoxische Substanzen kdnnen aber auch dadurch in
bestimmten Organen angereichert werden, daB Unter-
schiede in der Enzymausriistung genutzt werden. Von
praktischem Interesse ist die Beobachtung von Snyder et
al.l"% daB Tumorzellen gegeniiber normalen Zellen einen
Enzymdefekt aufweisen: Es fehit das 1-O-Alkyl-spaltende
Enzym. Diese Befunde kénnen in direkten Zusammenhang
mit den Untersuchungen von Westphal, Fischer, Munder
et al. gebracht werden, die sich fiir immunstimulierende
und cytotoxische Prinzipien®® ' interessieren. Als Repri-
sentant einer neuen Klasse von Antitumormitteln wurde
1-Octadecyl-2-methyl-rac-glycero-3-phosphocholin  (Et,s-
OCH,) 53 intensiv untersucht. Man konnte erwarten, dal
es in Tumorzellen angereichert wird und dort eine selek-
tive Cytolyse bewirkt. Das iberzeugende Konzept konnte
bisher nicht in eine erfolgreiche Therapie umgesetzt wer-
den.

Auf der Suche nach den Griinden fiir die auch fiir ge-
sunde Zellen sehr hohe Toxizitit von Et,;-OCH; 53 haben
wir uns die Substrateigenschaften derartiger Spezies ge-
geniiber dem 1-0-Alkyl-spaltenden Enzym aus Rattenleber
angesehen. Mit einem neuen Test konnte die Enzymreak-
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le'Hz‘O"(C Hy),7—CHjs

H,CO—CH = -PO o
CHy0-X OCH,CH,N(CHy)s
53
CH,~O-R 'CHy-0-X CH,~O-R
HO-CH HOXCH = HC-OH
EH0-X ‘CH,~O-R ‘CH,-0-X

54, R = (CHy)1s—CH; 55, R = (CH2))5CHj3
('?HZ—OV(CHZ)H,—C Hs
HO-CH
CHz—O—lljoze
)
O—(CHj)g~N(CHj3)s

56

Tabelle 7. Substratspezifitit von 1-O-Alkyl-spaltenden Enzymen aus Ratten-
leber. Eine spezifische Aktivitdt von <0.2 bedeutet, daB moglicherweise kein
Abbau stattfindet; aus methodischen Griinden ist eine exakte Zahlenangabe
nicht moglich. Die Werte werden iiber die quantitative Bestimmung von was-
serloslichen Phosphatestern [104] ermittelt, die wihrend der Enzymreaktion
gebildet werden.

Substrate spezifische Aktivitiit
fa] [nmol (mg Protein) '
min~]

t-Hexadecyl-sn-G-3-PC 54 8.0
1-Hexadecyl-sn-G-3-P-trimethylammoniohexanol 56 1.5
3-Hexadecyl-sn-G-1-PC 55 9.0
1-Octadecyl-sn-G-3-PC 5.6
1-Octadecyl-2-methyl-sn-G-3-PC 53 <0.2
3-Octadecyl-2-methyl-sn-G-1-PC <0.2
1-Octadecyl-2-methyt-rac-G-3-PC <0.2
1-Methyl-2-octadecyi-rac-G-3-PC <0.2
1-Hexadecyl-1,3-propandiol-3-PE 7.8
1-Hexadecyl-1,3-propandiol-3-phosphoglykol 3.2
2-Tetradecyl-rac-G-3-PE 7.4
1-Octadecyl-1,3-propandioi-3-phosphat <0.2

[2] In den abgekiirzten Namen bedeuten G-3-PC und G-3-PE Glycero-3-
phosphocholin bzw. Glycero-3-phosphoethanolamin.

tion iber die Bildung von wasserldslichen Phosphat-
estern!'®! verfolgt und damit die Verwendung “C-markier-
ter Substrate!"®® umgangen werden. Die bisherigen Ergeb-
nisse sind in Tabelle 7 zusammengestellt. Es féllt auf, daB
53, wenn iiberhaupt, dann nur sehr langsam vom Enzym
gespalten wird. Bessere Substrate sind Analoga mit freier
2-Hydroxygruppe, beispielsweise 1-Hexadecyl-sn-glycero-
3-phosphocholin §4. Das Enzym hat keine ausgeprigte
Stereoselektivitit, denn 3-Hexadecyl-sn-glycero-1-phos-
phocholin 55 wird etwa ebenso schnell gespalten wie das
Substrat 54 natiirlicher Konfiguration. Als Antitumorwirk-
stoffe sind beide Verbindungen jedoch wenig geeignet, da
sie durch Acyl-Transferasen (nur das Derivat 54 mit natiir-
licher Konfiguration!’®) und durch Phospholipasen C
und D entgiftet werden kénnen.

Durch sorgfaltiges Studium der Phospholipid-metaboli-
sierenden Enzyme in Rattenleber ist es uns jetzt gelungen,
ein cytotoxisches Lysophospholipid mit natiirlicher Konfi-
guration herzustellen, das sowohl durch Acyl-Transferasen
als auch durch die Phospholipasen C und D metabolisch
nicht veriindert und entgiftet werden kann!'*"-1%1, Es han-
delt sich um 1-Hexadecyl-sn-glycero-3-phospho-trimethyl-
ammoniohexanol 56, dessen Abbau nur iiber das 1-O-Al-
kyl-spaltende Enzym maoglich ist'*%.
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Tierversuche mit diesem cytotoxischen Phospholipid na-
tirlicher Konfiguration, aber vergréBertem Phosphor-
Stickstoff-Abstand, werden jetzt durchgefiihrt. Wir erwar-
ten eine deutlich verringerte Cytotoxizitéit in Normalzellen
(biologischer Abbau) im Vergleich zu Tumorzellen (kein
Abbau). Die Befunde zeigen, wie iiber eine genaue Kennt-
nis der physikalischen und biochemischen Eigenschaften
von Phospholipiden und deren Analoga maBgeschneiderte
Strukturen mit optimaler Wirkung entwickelt werden kon-
nen.

6. Ausblick

Aus den in den letzten Jahren durch Modellstudien an
definierten Phospholipiden gewonnenen Erkenntnissen
hat sich ein neues Verstindnis der Bedeutung von Phos-
pholipiden in Biomembranen entwickelt. Phospholipide
sind nicht nur Matrixmolekiile, die eine zweidimensionale
Doppelschicht fiir den Ablauf von Membranprozessen be-
reitstellen (klassische Vorstellung), sondern auch funktio-
nelle Bausteine, die biologische Aktivitit im Zusammen-
wirken mit anderen Membrankomponenten iiberhaupt erst
ermdglichen. Es hat sich gezeigt, daB Prozesse wie lonen-
transport durch die Membran und die Aktivitit Phospholi-
pid-abhingiger Enzymsysteme von der chemischen Struk-
tur direkt abhingen und sogar iiber sie gesteuert werden
konnen. Damit erhalten physikalische Eigenschaften wie
Phasenumwandlung und Phasenseparation eine besondere
Bedeutung als wichtige Steuer- und Regelprinzipien.

Eines der driingenden Probleme unserer Zeit ist Krebs.
Uber die einfache Modifizierung von Phospholipidstruktu-
ren, die teilweise sehr sensitiv von Phospholipid-metaboli-
sierenden Enzymen erkannt werden, erschlieBen sich neue
Moglichkeiten der Therapie - ein erfolgversprechender
Einstieg besonders dann, wenn Unterschiede in der En-
zymausriistung zwischen Normal- und Tumorgewebe vor-
handen sind.

Neue Impulse fiir die Chemotherapie von Gehirntumo-
ren sollten sich aus der Beobachtung entwickeln, daB die
Blut-Hirn-Schranke fiir Cytostatica in Gegenwart von Al-
kylglycerinen spontan und reversibel durchlissig wird. Da
der Molekulargewichtsbereich fiir den Transport von
Wirkstoffen iiber die Membranbarriere auBerdem von 500
auf 1500 erweitert wird, 6ffnet sich hier eine Fiille neuer
Maoglichkeiten, insbesondere im Hinblick auf eine sinn-
volle chemische Derivatisierung von Wirkstoffen zur Ver-
besserung ihrer Lipophilie und Membrangingigkeit.

AbschlieBend machte ich eine Arbeit von Christoph Wil-
helm Hufeland'"! aus dem Jahre 1796 (,,Die Kunst, das
menschliche Leben zu verlingern*) zitieren. Der Autor,
der Persdnlichkeiten wie Goethe, Herder, Wieland und
Schiller medizinisch betreute, fordert von einer Arznei, die
als ,,Naturheilmittel“ bezeichnet wird, daB sie ,,ohne in die
Sinne fallenden Eigenschaften und ohne merkliche Altera-
tion des Organismus, still und sanft wie die Natur selbst,
die herrlichsten Wirkungen im Organismus hervorbringt*.
In diesem Sinne betrachten Kunze et al.!''"”! Lecithin als
wahres Naturheilmittel, das wie ,,Sonne, Licht, Luft, Was-
ser und Erde stets vorbeugend wirkt und in sehr vielen
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Krankheitsfillen zur Unterstiitzung der Behandlung ange-
zeigt ist.”

Eine realistischere Einschitzung der Eigenschaften von
Phospholipiden ist heute angebracht. Nach unserer Auf-
fassung sind chemisch definierte Phospholipide jedoch be-
wihrte Modelisysteme zum Studium der Eigenschaften
von Biomembranen und zur Erkennung von Transportme-
chanismen, die eine verbesserte Permeation von Wirkstof-
fen iiber die Lipiddoppelschicht zulassen. Mit Sicherheit
werden einfache chemische Abwandlungen von Phospho-
lipiden und die damit verbundenen, oft iiberraschenden
Eigenschaftsinderungen zur Entwicklung neuer Arznei-
mittel herangezogen werden kdnnen.

Danken méchte ich der Deutschen Forschungsgemein-
schaft, der Deutschen Krebshilfe, der Stiftung Volkswagen-
werk, der Max-Planck-Gesellschaft und der Technischen
Universitit Braunschweig, die meine Forschung wirkungsvoll
unterstiitzten. Mein besonderer Dank gilt meiner Frau Bri-
gitte und meiner Tochter Kirsten fiir ihr Verstindnis und fiir
ihr Interesse an meiner Arbeit. Herrn H. Brand danke ich fiir
das sorgfiltige Lesen des Manuskripts.
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Die chemische Bindung bei den hoheren Hauptgruppenelementen

Von Werner Kutzelnigg”

Viele qualitative Konzepte zur Beschreibung der chemischen Bindung, die aus der Friihzeit
der Theoretischen Chemie stammen, sind zwar durch quantenchemische Rechnungen an
Molekiilen mit Atomen von Elementen der zweiten Periode (Li bis Ne) gestiitzt worden, las-
sen sich aber - entgegen einer weit verbreiteten Auffassung - nicht ohne weiteres auf Mole-
kiile mit Atomen von Elementen der hdheren Perioden verallgemeinern. Insbesondere ist
der Begriff der Hybridisierung bei den Atomen aus héheren Perioden nur mit Vorsicht zu
verwenden. Der wesentliche Unterschied zwischen den Atomen aus der zweiten und denen
aus hoheren Perioden besteht darin, daBl bei den einen die Riimpfe nur s-AOs, bei den letzt-
genannten aber zumindest s- und p-AQs enthalten. Das hat zur Folge, daB die s- und p-Va-
lenz-AOs der Atome aus der zweiten Periode ungefihr im gleichen ridumlichen Bereich lo-
kalisiert sind, wihrend sich bei den Atomen aus den héheren Perioden die p-Valenz-AOs
deutlich weiter auBBen befinden. Hierauf beruht die groBere Bedeutung der ,lone-pair-Ab-
stoBung* und der ,,isovalenten Hybridisierung* sowie schlieBlich die Schwiche von Ein-
fachbindungen und die Stirke von Mehrfachbindungen bei den leichten Hauptgruppenele-
menten. Die Valenzausweitung (Verletzung der Oktettregel) bei Verbindungen der héheren
Hauptgruppenelemente hiingt nur sehr wenig mit der Verfiigbarkeit von d-AOs zusammen,
mehr mit der GréBe dieser Atome und somit der geringeren gegenseitigen sterischen Hinde-
rung von Liganden, etwas auch mit der geringeren Elektronegativitit der schweren Atome.
Jedenfalls kommt das Modell von Elektroneniiberschuf-Mehrzentrenbindungen der
Realitdt n3her als dasjenige von Hybriden unter d-AO-Beteiligung. Die XO-Bindungen in
Phosphanoxiden, Sulfoxiden, Oxosturen und verwandten Verbindungen werden besser se-
mipolar als als echte Doppelbindungen formuliert, auch wenn viele Eigenschaften die an-
dere Vorstellung nahelegen. - Das zunehmende Interesse der Theorie an den Verbindungen
der hoheren Hauptgruppenelemente fillt zeitlich zusammen mit neuen und zum Teil spek-
takuliren experimentellen Forschungsergebnissen aus der Chemie dieser Elemente.

1. Einleitung

Die Molekiil-Chemie!"! der héheren Hauptgruppenele-
mente hat in den letzten Jahren einen unerwarteten Auf-
schwung genommen. Hervorgehoben sei die Synthese und
Charakterisierung von Verbindungen mit ,,echten*‘? Dop-
pelbindungen, an denen Elemente wie Si oder P beteiligt
sind“-'9 und die lange als nicht existenzfihig galten, z. B.
SiC-7-%, SiSi-!'*'" gder PP-Doppelbindungen!’?-*%, Auch
die relativ junge Chemie der Phosphor-Ketten, -Ringe und
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-Polycyclen!'” sei erwihnt, z. B. die Synthese eines substi-
tuierten Tetraphosphabicyclobutans!!®, sowie auch Fort-
schritte in der Chemie von hypervalenten Verbindungen
mit ,unechten*® Doppelbindungen wie OSF,!'",
RNSF,?*-?2, H,CSF,'*® oder sogar Dreifachbindungen
wie NSF;1?%,

Parallel zu diesen Fortschritten auf experimentellem Ge-
biet hat sich auch die Quantenchemie zunehmend mit den
hoheren Hauptgruppenelementen befaBt. Dies wurde ei-
nerseits durch leistungsfihigere ab-initio-Programme er-
moglicht, fiir welche die groBe Zahl von Elektronen in den
schweren Atomen kein uniiberwindliches Hindernis ist,
andererseits durch die Vervollkommnung der ,,Pseudopo-
tentialmethoden®, bei deren Anwendung die Atomriimpfe
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