[3] Gleichzeitiges Vorliegen von Ubergangsmetali-Tonen in verschiedenen
Oxidationsstufen (z.B. fir Typ 1 im Fall: x < 1) solite ebenfalls Elek-
tronenwanderung (electron hopping) méglich machen.

Darstellung von 2: Auf einer Fritte wurden unter N,-Atmosphire ca. 3 g

(4.3 mmol) I mit 5 mL frisch destilliertem Pyrrol itberschichtet. Der unge-

16st gebliebene Feststoff wird erst griin, anschlieBend schwarz. Nach

30 min bei ca. 20 °C wird das iiberschissige Pyrrol abfiltriert und das feste

Produkt nach Waschen mit CH,Cl, im Vakuum getrocknet (30 °C). Ele-

mentaranalyse, berechnet firr C,,H;,N,FeSn,: C 29.62, H 4.19, N 12.73,

Fe 7.25, Sn 46.22%; gefunden: C 29.53, H 4.22, N 12.48, Fe 7.29, Sn

44.03%.

[5] #(CN)-Absorptionen (in cm ™", IR): 2050(s, br); 1: 2141(vs), 2080(w).

[6) Ausden Analysenwerten (siche [4]) ergeben sich die signifikanten Quotien-

ten: H(Ppy)/N(Ppy) 6.11, C(Ppy)/N(Ppy) 4.61, Su/N(Ppy) 3.42; vgl. dem-

gegeniiber mit den fiir ,,Ppy(Cl0,),.3;" angegebenen Werten [10b): H/N

3.37, C/N 3.94.

Zylindrische PreBlinge von 1 bis 8§ (Durchmesser: 1 cm, Héhe: 1-2 mm)

wurden unter Driicken von 5 x 10% Pa hergestellt. Die Widerstandsmes-

sung erfolgte in einer seibstgebauten Apparatur (evakuierter Korundtopf,
vergoldete Elektroden, Widerstandsthermometer Pt-100, Eurotherm Sin-
gle Loop Communication Controller 820, Hewlett-Packard Multimeter

4329 A).

Darstellung von 1”: Orangegelbes 1 wird an der Luft entweder mehrere

Monate dem Tageslicht oder knapp eine Woche dem Licht einer UV-

Lampe ausgesetzt. Farbwechsel ilber griin nach blau; allmihliche Ab-

nahme von . IR, #[cm™!]: v-CN, 2142(vs), 2085(vs); 5-Fe''C, 600(w),

v-SnC, 555(s), v-Fel'C, 412(m).

9} Darstellung von 4 und 8 geméf den Angaben in [2); korrekte Elementar-
analysen (C, H, N, Fe); fiir 3 siche [1].

[10] Vgl. a) K. K. Kanazawa, A. F. Diaz, M. T. Krounbi, G. B. Street, Synth.
Met. 4 (1981) 119; b) G. B. Street, T. C. Clarke, M. Krounbi, K. Kana-
zawa, V. Lee, P. Pfluger, J. C. Scott, G. Weiser, Mol. Cryst. Lig. Cryst. 83
(1982) 253, sowie in [11] zitierte weitere Literatur.

[11}] M. G. Kanatzidis, L. M. Tonge, T. J. Marks, H. O. Marcy, C. R. Kanne-
wurf, J. Am. Chem. Soc. 109 (1987) 3797.

[12] Die Erdrterungeiner hier denkbaren Leitfdhigkeitserhohung (von 2) durch
einen entsprechenden Perkolationsmechanismus gebt auf die Anregung
eines Gutachters zuriick.

[13] Neutrale Ppy-Filme sind praktisch Isolatoren: vgl. {10b].

{14} o mit CdS beladenen Zeolithen bewirken die ladungskompensierenden
Protonen beim Evakuieren eine Verschiebung der Reaktion [Cd?®Zeol?®]
+ H,S = [CdS - Hf Zeol?®] nach links; vgl. N. Herron, Y. Wang, M. M.
Eddy, G. D. Stucky, D. E. Cox, K. Moller, T. Bein, J. Am. Chem. Soc. 111
(1989) 530.

[15] Vgl. hierzu: a) F. Vogtle: Supramolekulare Chemie, B. G. Teubner, Stutt-
gart 1989, Kap. 10.5 und 11.1; b) G. A. Ozin, A. Kuperman, A. Stein,
Angew. Chem. Adv. Mater. 101 (1989) 373; Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
Adv. Mater. 28 (1989) 359; Adv. Mater. 1989, 69.

[16] T. Bein, P. Enzel, 197. ACS Nat. Meet., Dallas, TX, 9.~ 14. April 1989,
Abstr. INOR 135; Chem. Eng. News 67 (1989) Nr. 17, S. 42.

[17] Anmerkung bei der Korrektur (9. Aug. 1989): a) Zumindest ein Teil des in
2a cingelagerten Ppy 148t sich — ohne erkennbare Farbverinderung —
durch Ionenaustausch (gemdB [2]) dberraschend leicht freisetzen. b) Die
Leitfahigkeit des gegeniiber 2 wesentlich helleren, gleichfalls diamagneti-
schen Reaktionsprodukts von 1 mit Pyridin, das ebenfalls , ladungskom-
pensierende Protonen‘* enthalten sollte, liegt allerdings deutlich unter
1078 Sem™*. ¢) Eine solche 1:1-Oxidation (Oxidans:Pyrrol) von Pyrrol
findet z. B. in wiBriger Lésung nicht statt; siche S. P. Armes, Synth. Met.
20(1987) 365. d) Erste Dotierungsversuche von 2 mit Iod fiihrten zu keiner
nennenswerten Erhéhung von o.
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Ketten-substituierte Lipide als Substrate
fiir Phospholipase A, **

Von Fredric M. Menger* und M. G. Wood, Jr.

Fiir kalorimetrische!!), massenspektrometrische!? und
biochemische!*# Untersuchungen sowie fiir Monoschich-
ten-'%), 3C-NMR-I®) und Transportstudien!™, die in jlingster
Zeit an neuen Lipidsystemen vorgenommen wurden, war die
Synthese von ,,Lysophospholipid‘‘-Zwischenprodukten
durch Phospholipase-A ,-katalysierte Hydrolyse [Gl. (a)] er-
forderlich.
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CH,0COR CH,OCOR
| Phospholipase A, |
CHOCOR —————— CHOH

| |
CH,~P CH,~P

Bei diesen Arbeiten ist uns aufgefallen, daB3 Phospholipide
mit bestimmten Alkylgruppen an Kohlenstoffatomen der er-
sten Hilfte der C, 3-Kette bei Umsetzung mit der Phospholi-
pase keine isolierbaren Produkte ergaben. Diese Beobach-
tung veranlaBte uns zu untersuchen, ob Ketten-substituierte
Lipide - dhnlich wie kurzkettige Lecithine ® — die Phospho-
lipase-A,-Aktivitdt inhibieren. Solche Inhibitoren sind ein
wichtiges Ziel der derzeitigen chemopharmakologischen
Forschung!® 131 denn Phospholipase A, katalysiert die
Freisetzung von Arachidonsiure, einer Vorstufe fiir Prosta-
glandine, Thromboxane und Leukotriene. Mit Hydrolyse-
bestdndigen Phospholipiden wire es zudem moglich, Wirk-
stoff-tragende Liposome zu entwickeln, die weniger leicht
metabolisch abgebaut wiirden.

CH,0COR
——=> CHOCOR' (a)

|
CH,~CD

CH,—0COC, H,,

CH-0COC,,H, 1
@
CH,—OP(0)OCH,CH,N(CHy),
06

Tabelle 1 faBt Ausbeuten und Reaktionsgeschwindigkei-
ten der Hydrolysen synthetischer Derivate von Distearoyl-
phosphatidyicholin (DSPC) 1 mit Phospholipase A, zusam-
men. Bei einer typischen Reaktion!'*! wird ein Gemisch aus
40 umol Lipid in 3.3 mL Methanol/Ether 1/9 und 1mg
Schlangengift von Crotalus adamanteus™>' in 30 pL 5 mm
CaCl, 24 Stunden unter DC-Kontrolle gertihrt und anschlie-
Bend die Reaktion mit 5 mL Wasser gequencht. Die wiBrige
Phase wird abgetrennt, mit Ether gewaschen und gefrierge-

Tabelle 1. Ausbeuten und Reaktionsgeschwindigkeiten der Phospholipase-A ;-
katalysierten Hydrotyse von 1 und Derivaten von 1.

Substituent in Kette(n) auf Position Ausbeute Relative Anfangs-

{al [%] [b] geschwindigkeit v, ,, [c]
- - — 97+ 100
Methyl 1,2 4 95* 12
Methyl 2 4 87 20
Methyl 1,2 6 90 23
Methyl 2 6 92 48
Methyl 1,2 8 91* 45
Methyl 2 8 100 100
Methyl 1,2 12 85* 100
Ethyl 1,2 4 5 3
Ethyl 1,2 6 7 3
Ethyl 2 6 15 13
Ethyl 1,2 8 14 5
Ethyl 2 8 15 18
n-Propyl 1,2 6 0 4
n-Propyl 2 6 0 14
n-Propyl 1,2 8 0 11
n-Propyl 2 8 0 29
n-Butyl 1,2 4 0 <0.3
n-Butyl 2 4 0 3
n-Butyl 1,2 6 0 <0.3
n-Butyl 2 6 0 9
n-Butyl 1,2 8 0 2
n-Butyl 2 8 0 9
n-Butyl 1,2 12 34* 42
Phenyl 1,2 8 - 2
Phenyt 1,2 12 — 50

[a] Das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Fettsdureanteils wird als C-1 gezéhit.
Entweder tragen beide Ketten (,,1,2) oder nur die abzuspaltende Kettte 2 (,,2)
einen Substituenten in der angegebenen Position. [b] Die mit Sternchen verse-
henen Prozentangaben wurden durch Sdulenchromatographie, die Gbrigen
zweifach durch 'H-NMR-Spektroskopie ermittelt. [c] Die Reaktionsgeschwin-
digkeiten wurden unter anderen Reaktionsbedingungen bestimmt wie die
Ausbeuten (siche Text). Es wurde dabei 59 mMm Lipid eingesetzt. Bezugswert
1

Dnax (1) = 420 pmol mg ™" min~*.
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trocknet. Die Ausbeuten wurden durch eine der folgenden
Methoden ermittelt: a) Vergleich der 'H-NMR-Si-
gnalintensititen der a-Methylengruppen und der Cholinme-
thylgruppen; b) Isolierung des Lysophosphatidylcholins
durch Sdulenchromatographie (Kieselgel; Eluens: CH,OH/
CHCl, 4/1).

Aus Tabelle 1 geht hervor, dal} das unsubstituierte DSPC
1 zu 97% umgesetzt wird, wihrend DSPC-Derivate, die in
beiden (,,1,2°) oder nur in der zweiten (,,2°) Kette n-Propyl-
oder n-Butylsubstituenten in Position 4, 6 oder § aufweisen,
nicht reagieren. Ein Derivat mit n-Butylsubstituenten in wei-
ter vom Glycerinteil entfernten Positionen (an C-12) kann -
allerdings nur in geringer Ausbeute (34%) — hydrolysiert
werden. Methylsubstituenten haben nur einen geringen Ein-
fluB auf die Ausbeute (85-100 %), selbst dann, wenn sich die
Methylgruppe in Ndhe des Hydrolysezentrums befindet. Mit
Ethylsubstituenten an den Kohlenstoffatomen 4, 6 oder 8
gehen die Ausbeuten auf 5-15% zuriick. Zusammenfassend
148t sich feststellen, da3 die Phospholipid-Hydrolyse beson-
ders durch grofle, in der ersten Hilfte der Kohlenstoffkette
gebundene Alkylsubstituenten gehindert wird.

Die Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolysen (Tabel-
le 1) wurden alle unter identischen Reaktionsbedingungen
bestimmt: Ein wiBriges Gemisch (6 mL), 5.9 mM an Lipid,
20 mM an Triton X-100 und 10 mMm an CaCl,, wird bei 65 °C
durch Ultraschall in ein gemischtmicellares System umge-
wandelt!'> %1, Die nachfolgende Hydrolyse, ausgeldst
durch 0.2 Einheiten der gereinigten Phospholipase aus dem
Gift der Crotalus adamanteus™™ (167 Einheiten pro mg),
wird durch Titration mit 2 oder 5Smm KOH bei pH =8
(40 °C, N,-Atmosphire, Radiometer pH-stat) verfolgt.

Die relativen Reaktionsgeschwindigkeiten v; ., in Tabel-
le 1 korrelieren in etwa mit den Ausbeuten (eine genaue
Ubereinstimmung kann nicht erwartet werden, da die beiden
Parameter unter vollkommen unterschiedlichen Reaktions-
bedingungen ermittelt wurden) und lassen sich wie folgt in-
terpretieren:

a) Je weiter ein Methylsubstituent von der Carbonylgrup-
pe entfernt ist, desto groBer ist v, ., (z. B. filhrt eine Bisme-
thylierung der Kohlenstoffatome 4, 6, 8 oder 12 zu relativen
Reaktionsgeschwindigkeiten von 12, 23, 45 bzw. 100).

b) Bei Methylsubstitution an beiden Kohlenstoffketten ist
v, . €twa halb so grofl wie bei Methylsubstitution nur an
Kette 2. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird also nicht nur
durch Substituenten am labilen Fettsdurerest beeinflufit.

c) Ethyl- und n-Propylsubstituenten verringern v; ., um
das 3- bis 30fache in Abhéingigkeit vom Abstand zum Hy-
drolysezentrum. Das Derivat mit einer einzelnen n-Propyl-
gruppe an C-8 der Kette 2 reagierte interessanterweise in
Methanol/Ether nicht, bei Inkorporation des Lipids in wil-
rige Micellen dagegen war die Hydrolysegeschwindigkeit nur
auf etwa ein Drittel reduziert.

d) n-Butylgruppen bewirken eine drastische Herabsetzung
der Reaktionsgeschwindigkeit. So wird das in beiden Koh-
lenstoffketten an C-4 substituierte DSPC um einen Faktor
390 langsamer hydrolysiert als unsubstituiertes DSPC 1 (da
die Reaktion extrem langsam ist, konnte dieser Wert nur
geschitzt werden). Befindet sich die Butylgruppe am Koh-
lenstoffatom 12, ist ihr EinfluB auf die Reaktionsgeschwin-
digkeit weitaus geringer. Wie man Tabelle 1 entnehmen
kann, wirken Phenylsubstituenten dhnlich wie n-Butylsubsti-
tuenten.

Die inhibierende Wirkung von n-Butylsubstituenten wur-
de durch konventionelle Enzymkinetik weiter untersucht.
Flr micellares 1 wurden K_- und o_,-Werte von 3.8 mM
bzw. 420 umol mg ™! min~! bestimmt (diese Daten stimmen
zufriedenstellend mit Werten aus vergleichbaren Studien an
Phosphatidylcholin aus Hithnerei ! # iiberein). Es konnte ge-
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Abb. 1. Untersuchung der kompetitiven Hemmung von 1 durch 4,4'-Di-n-bu-
tyl-DSPC bei der Hydrolyse (pH-stat-Ergebnis; pH = 8.0, 40°C). ¢ =
Aquivalente zugegebener KOH. A: 0.84 mm DSPC 1, kein Inhibitor; B:
1 + 1.0 mM Inhibitor; C: 1 + 3.0 mm Inhibitor; D: 5.9 mMm 4,4'-Di-n-butyl-
DSPC (Inhibitor).

zeigt werden, daB das 4,4'-Dibutyl-Derivat eine kompetitive
Hemmung des Enzyms mit einem K,-Wert von 2.0 mM be-
wirkt (Abb. 1). Die n-Butylierung der Fettsdureketten ver-
hindert demnach nicht die Bindung an das aktive Zentrum
des Enzyms, sondern bewirkt eine Hemmung der
nachfolgenden Hydrolyse 1.

Die hier vorgestellten Ergebnisse legen nahe, daf} die Ket-
ten-Modifikation von Phospholipiden eine vielversprechen-
de Methode sein kdnnte, um die Reaktivitit von Lipiden
gegeniiber Phospholipase A, zu verdndern. Wie bereits er-
withnt, ergeben sich daraus Méglichkeiten zur Steuerung der
Prostaglandin-Konzentration und zur Entwicklung stabile-
rer Wirkstoff-tragender Systeme 2°!.
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