
5H): "C-NMR (100 MHz, CDCl,): R =19.49 (4; CH,). 20.0 (9; CH,), 39.73 
(dt, C3), 53.93 (dt: C6), 62.22 (t ;  C2), 116.39 (dd; CN), 119.36 (m; C4), 125.74 
(in; CS), 127.05 (C3,,), 129.58 (C2,,). 129.90 (C4,,), 131.72 (CI,,J. 
6:  1 mmol LiAIH, und 1 mmol AICI, werden in 6 niL T H F  einige Minuten 
geruhrt, dann wird 1 mmol 5 in 4.5 mL T H F  langsam zugetropft. Nach 1.5 h 
bei Raumtemperatur wird in ublicher Weise mit CHCI, aufgearbeitet und uber 
Kieselgel (CHC1,IMeOH 10:l) chromatographiert. Gelbes 0 1 .  Ausbeute: 
18.6% IR (NaCI): ~ [ c m - ' ]  = 3379, 3319 (NH);  'H-NMR (250 MHz, CDCI,): 
6=1.58  (s, 3H), 1.69 (s, 3H), 2.46 3.03 (m, 6H), 7.14-7.42 (m, SH), 
(250 MHz, [DJDMSO): b = 2.86 (d, NH,); "C-NMR (63 MHL, CDCI,): 
6 =19.19(q;CH3), 20.56(q:CH3), 30.05(qt;C3),41.15(qt;C6),51.49(s;C2), 
51.93 (tt; CH,NH,), 123.08 (m; C4), 125.72 (CS). 126.76 (C4,,), 127.04 (C3,,). 
128.31 (C2,,). 142.59 (s; CIAr). 
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Selektive Photomarkierung in der Mitte von 
Doppelschichten mit einer photosensitiven 
Transmembransonde 
Von Masukuni Yamamoto, William A. Warnock, 
Alain Milon, Yoichi Nakatani und Guy Ourisson* 

In den siebziger Jahren unternahmen Khorana et aI.['] 
und Breslow et a1.[21 den Versuch, das Innere von Membra- 
nen mit Hilfe molekularer Sonden zu erforschen, die so auf- 
gebaut waren, daB sie in der richtigen Orientierung in die 
Phospholipid-Doppelschicht integriert werden sollten. Diese 
amphiphilen Molekule enthielten in einem gewissen Abstand 
von der Kopfgruppe eine photoempfindliche Gruppierung, 
die nach Aktivierung Kohlenstoffatome der Membrankom- 
ponenten in der Nahe der Doppelschichtmitte markieren 
sollte. Die Ergebnisse waren jedoch enttauschend: Sowohl 
wenn Phospholipide als auch wenn Proteine markiert wer- 
den sollten, resultierte nach Bestrahlung eine breite raumli- 
che Verteilung der Vernetzungspositionen (bei Proteinen 
hing die Lage der Vernetzungsposition eher von der Art der 
Aminosaure als von ihrer Position ab). Mogliche Ursachen 
hierfiir waren die grol3e Beweglichkeit der Phospholipid- 
matrix, eine durch den Einbau der Sonde oder des Proteins 
iuduzierte Fehlordnung oder eine Kombination all dieser 
Faktoren. 

['I Prof. G. Ourisson, M. Yanamoto, Dr. W. A. Warnock, Prof. A. Milon"'. 
Prof. Y. Nakatani 
Laboratoire de Chimie Organique des Substances Naturelles, 
associe au CNRS, UniversitC Louis Pasteur 
5 rue Blaise Pascal, F-67084 Strasbourg (Frankreich) 

31062 Toulouse (Frankreichj 
['I Gegenwdrtige Adresse: CRBGC, CNRS, 118 route de Narbonne. F- 

Wir haben nun versucht, die Regioselektivitat solcher 
Sonden zu verbessern : Zu diesem Zweck wurde die 4,4'-Di- 
alkoxybenzophenon-Einheit, deren photochemische Reak- 
tion mit C-H-Bindungen bekanntlich mit hoher Quanten- 
ausbeute ~e r l au f t ' ~ ] ,  als photosensitive Gruppe in die Mitte 
einer Kohlenstoffkette integriert, die an beiden Enden eine 
Lecithinkopfgruppe tragt und mit ca. 30 8, lang genug ist, 
urn eine normale biologische Membran vollkommen zu 
durchspannen. Die Synthese von 1, einer solchen Transmem- 
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1, X = H ;  2 ,  X = D  

bransonde, wurde von uns bereits beschriebenL4], ebenso wie 
einige sehr nutzliche Eigenschaften dieser Verbindung: Mi- 
schungen aus l und 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho- 
cholin (DMPC) bilden bei der Ultraschallbehandlung in 
Wasser Vesikeln; im Konzentrationsbereich von 2- 
20 Mol-% wird 1 nahezu vollstandig in die DMPC-Vesikeln 
eingebaut ; dabei befindet sich das Benzophenon-Chromo- 
phor, wie aus dem Absorptionsspektrum ersichtlich wird, in 
einer lipiden Umgebung, d. h. im Innern der Doppelschicht. 
Wir zeigen nun, da13 der Einbau von 1 in die DMPC-Vesikeln 
mit einer vollstandigen Mischbarkeit in der fluiden Phase 
einhergeht, daB 1 im wesentlichen senkrecht zur Doppel- 
schicht orientiert ist und daB es benachbarte Molekule 
(Phospholipide, Sterine und auch Proteine, wie spater be- 
richtet werden wird) sehr effizient und regioselektiv nahe der 
Membranmitte photomarkiert. Diese Regioselektivitat ist 
sehr ausgepragt (ca. 90% Markierung innerhalb von 3 A um 
die Membranmitte), aber nur wenn die DMPC-Vesikeln 
auch einen Cholesteringehalt aufweisen, wie er in biologi- 
schen Systemen ublich ist. 

Das Phasendiagramrn von Mischungen aus DMPC (T, = 

25°C. A H =  24kJniol-') und 1 (T,, = 51 "C, A H =  
70 kJ mol- ') wurde durch Differentialkalorimetrie (DSC) 
fur zunehmende Konzentrationen an 1 ermittelt (Abb. 1). 

T[o:ok 20 

L+ G 

/ 

G I  

0 20 LO 60 8 0  100 
~ [ l l  IMol%l- 

Abb. 3 .  Phasendiagramm fur wi0rige Dispersionen aus DMPC + 1. G: Gelzu- 
stand; L: flussigkristalliner Zustand. : Soliduswerte; : Liquiduswerte. 

Der Phasenubergang von DMPC bei 2.5 "C bleibt scharf, 
seine Intensitat nimmt jedoch mit wachsendem Gehalt an 1 
immer mehr ab. Somit zeigt die Soliduskurve ein monotekti- 
sches Phasenverhalten, d. h. eine Nichtmischbarkeit im Gel- 
zustand. Die Temperatur eines weiteren Phasenubergangs 
(Liquiduskurve) steigt von 25 auf 51 "C, wenn der Anteil an 
1 in der Mischung von 0 auf 100% erhoht wird. Folglich sind 
die beiden Lipide in der fliissigkristallinen Phase vollstandig 
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mischbar. Dies bestatigt sehr gut die Ergebnisse einer UV- 
spektroskopischen Untersuchung dieser L~posomen[~].  Da- 
her haben wir die Markierungsexperimente im fliissigkristal- 
linen Zustand durchgefiihrt. 

Zur Bestimmung der Orientierung der molekularen Sonde 
in  der Membran wurde das deuterierte Derivat 2 iiber die 
3,3'-Diiodverbindung synthetisiert. Das Festkorper-'H- 
NMR-Spektrum (Bruker MSL-300) wurde an einer Probe 
aus ausgerichteten Multidoppelschichten gemessen, die nach 
einem bereits beschriebenen Verfahren''] aus einer Losung 
von DMPC (90 Mol-YO) und der Sonde 2 (10 Mol-YO) in 
2-Propanol hergestellt wurden. Das 'H-NMR-Spektrum des 
Multidoppelschichtsystems (Ausrichtung 90" zum Magnet- 
feld, T = 318 K;  Abb. 2) weist zwei Quadrupolaufspaltun- 
gen auf: AuQA = 2.75 kHz (ca. 90% der Intensitat) und 

- 
10 0 - 10 

Abb. 2. 'H-NMR-Spektrum von mi Winkel von 90' angeordneten Multidop- 
pelschichtsystemen aus DMPC mit 10 Mol-% 2 bei 318 K. 

- AuikHzl 

AuQB = 10.75 kHz (ca. 10 YO der Intensitit). Unter Beriick- 
sichtigung der inneren Flexibilitat und der Geometrie der 
Benzophenon-Gruppierung['] wurde die erste Aufspaltung 
(A) der gestreckten, membrandurchspannenden Orientie- 
rung der Sonde 2 zugeordnet und die zweite (B) einer U-for- 
niigen Konformation, bei der beide Kopfgruppen an dersel- 
ben Seite der Membran angeordnet sind. Auch mit der 
nichtdeuterierten Sonde 1 in deuteriertem DMPC wurden 
'H-NMR-Untersuchungen vorgenommen. Ein Vergleich 
der Quadrupolaufspaltungen (90 "-Winkel, 31 3 K) von ge- 
ordneten Doppelschichten aus reinem l-Myristoyl-2- 
[D,,]myristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin ([D,,]DMPC) 
und solchen aus [D,,]DMPC mit 10 Mol-O/o der Sonde 1 
zeigte nur einen Unterschied von weniger als 8 %  an jeder 
Position der 2-Myristoylkette des [D,,]DMPC. Die Sonde 
verursacht also in dieser Konzentration nahezu keine Sto- 
rung der inneren Mobilitat der DMPC-Ketten in den Vesi- 
keln. 

Bei Bestrahlung (HPK-Quecksilberlampe, 125 W, Philips) 
einer Suspension von Vesikeln aus 1,2-Dipalmitoyl-sn-glyce- 
ro-3-phosphocholin (DPPC, 95 Mol-YO) und 1 ( 5  Mol-%) 
iiber 3.5 Stunden bei 50 "C verschwand die Benzophenon- 
Bande im UV-Absorptionsspektrum vollstandig. Nach Ge- 
friertrocknung wurde Natriummethanolat in Methanol zu- 
gegeben, um die polaren Kopfgruppen durch Transme- 
thylierung abzuspalten. Die photomarkierten Produkte wur- 
den an einer Sephadex-LH-20-Saule (CHCIJMeOH = 

l / l )  abgetrennt und durch FAB-Massenspektrometrie unter- 
sucht (doppeltfokussierendes Massenspektrometer ZAB- 
HF). Das Intensitatsverhaltnis der aus photomarkiertem 
Palmitat (aus DPPC) und Myristat (aus 1) erhaltenen Si- 
gnale (4: 1) zeigt, da13 intermolekulare und intramolekulare 
Reaktion fast im gleichem MaRe ablaufen. Dies ist in einem 
kompakten System, bei dem intra- und intermolekulare Re- 
aktionen sich entropisch nicht unterscheiden und bei dem die 
Sonde in der Phospholipidmatrix stark verdiinnt vorliegt, 

leicht verstandlich : Wenn man annimmt, daD jede membran- 
durchspannende Kette von sechs Fettsaureketten umgeben 
ist, von denen eine zur molekularen Sonde gehort, folgt als 
Intensitatsverhdtnis 5 : 1. Dieser geringe Unterschied zwi- 
schen inter- und intramolekularer Reaktion ist sehr wichtig, 
denn die intermolekulare Reaktion ist diejenige, die zur to- 
pographischen Analyse herdngezogen werden miiBte. 

Im nachsten Schritt wurde die Verteilung der markierten 
Positionen der Myristoylketten in DMPC/l-Vesikeln unter- 
sucht (Abb. 3). Das Rohprodukt der photochemischen Re- 

HO w 
OH 

l2 / AcOH I 

G C  / MS 

Abb. 3. Rcaktionsfolge Lur Bestimmung der durch die Photoreaktion funktio- 
nalisierten Positionen in den Myristoylketten. Bestrahlung von DMPC-Vesi- 
keln. die das Sondenmolekul I und Cholesterin enthalten, liefert photomarkier- 
tes Cholesterin und photomarkterte Methylmyristate, die chromatographisch 
getrennt werden. Cholesterin wird laut Massenspektrum ausschlieBlich an der 
Seitenkette markiert. Die photoinarkierten Methylmyristate werden mit I, de- 
hydratisiert und dann oxidativ mit NaIO, zum Dimethylester der aus 1 entstan- 
denen Disiure sowie zu einer Reihe von Methyl-n-oxomyristaten (n  = 4-13) 
gespalten (Analyse durch GC-MS). Die ausgefullten Kreise stehen fur Methyl- 
estet--Gruppierungen, die leeren fur Phenoxygruppen (siehe 1). 

aktion wurde chromatographisch in Fraktionen unter- 
schiedlicher MolekiilgroDe getrennt, die Fraktion mit 
tertiaren Alkoholen wurde mit Iod dehydratisiert und dann 
nach der Breslowschen Methode['] mit Natriumperiodat 
und katalytischen Mengen Rutheniumchlorid gespalten. Fur 
jede Photoreaktion an einem anderen Atom als an C-14 lie- 
fert diese Aufarbeitung eine Mischung aus Oxoestern mit der 
Ketofunktion am Reaktionsort; wird das terminale C-14 
markiert, so resultiert der Monoester einer x,oJ-Disiiure, der 
mit Diazomethan in den x,o-Diester iiberfiihrt wird. Die 
Reaktionsmischung wurde mit GC-MS untersucht. Bei Vesi- 
keln, die nur aus DMPC und der Sonde bestanden, erfolgte 
die Reaktion hauptslchlich an C-I 3 (w - 1 : 33 YO) und an 
C-12 (w - 2: 13 YO), war aber auch noch an von der Mein- 
branmitte weiter entfernten Positionen nachzuweisen (bis C- 
4; Abb. 4). C-14 wurde nur wenig angegriffen ( w :  0.6%), wie 
aufgrund der geringeren Reaktivitat von Methylgruppen im 
Vergleich zu Methylengruppen auch zu erwarten war. 

Die geringe Regioselektivitit ist etwas unbefriedigend, ob- 
wohl sie ausgeprigter ist als die friiher erreichten", 'I. Ursa- 
che fiir die Markierung an weit von der Membranmitte ent- 
fernten Positionen wie C-4 konnten die in U-Konformation 
vorliegenden Sondenmolekiile sein, da bei ihnen die angereg- 
te Carbonylgruppe alle Kohlenstoffatome der benachbarten 
Ketten erreichen kann. Wir wollten daher das Auftreten ei- 
ner solchen U-Konformation verhindern; dies konnte man 
mit unbeweglicheren Varianten der Sonde 1 ~ solche werden 
derzeit synthetisiert ~ erreichen oder auch dadurch, daR man 
den Anteil der gestreckten Form von 1 weiter erhoht, was, 
wie wir glaubten, durch Zugabe eines Partners, der das Sy- 
stem weniger flexibel macht, d. h. die Anisotropie der Dop- 
pelschicht erhoht, gelingen sollte. Tatsachlich bewirkte die 
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Abb. 4. Verteilung der funktionalisierten Positionen; o :  ohne Cholesterin; o :  
mit 10 MOIL% Cholesterin; A :  mil 20 MOIL% Cholesterin; 0 :  mit 33 MOIL% 
Cholesterin. Angegeben ist der prozentuale Anteil Ider funktionalisierten Posi- 
tionen der Myristoylkette. n = 1: Carboxy-C-Atom; n = 14: C-14 (w-Position). 

Zugabe von steigenden Mengen Cholesterin, einem norma- 
len Bestandteil eukaryontischer Biomembranen, zu der 
Phospholipidmischung eine spektakulare Verbesserung der 
Regioselektivitat: Bei einem Gehalt von 33 Mol-% Cho- 
Iesterin['] lag der Reaktionsort zu 90 % an w - 1 und w - 2 
(Markierung an w - 1 : 72 %). Diese bemerkenswerte Erho- 
hung der Selektivitat IaBt sich naturlich durch den ordnen- 
den EinfluB von Cholesterin auf Lipiddoppelschichten erkla- 
ren, der bereits rnit mehreren biophysikalischen Methoden 
belegt worden ist['l. Es gilt noch herauszufinden, ob dieser 
EinfluR in erster Linie auf die Sonde oder auf die Phospho- 
lipidmatrix wirkt. 

ErwartungsgemaB wurde auch das aufgenommene Chole- 
sterin von der photochemisch angeregten Sonde angegriffen, 
allerdings nur an der Seitenkette und nicht am Ringsystem, 
wie FAB-MS-Untersuchungen an der photomarkierten 
Cholesterinfraktion zeigten. Welche Position(en) in der Sei- 
tenkette genau angegriffen wurde(n), wird zur Zeit unter- 
sucht. 

Diese Ergebnisse belegen, daB unsere Transmembranson- 
de zusammen rnit Cholesterin in Phospholipid-Aggregaten 
die jnharente" Eigenschaft von Lipiddoppelschichten, den 
geringen Ordnungsgrad oberhalb T,, uberwinden kann. Da- 
rnit sollte eine genauere topographische Untersuchung der 
Polypeptidketten von membrangebundenen Proteinen mog- 
lich sein; fur diesen Fall sollte die auBergewohnliche topo- 
graphische Spezifitat unseres Systems von entscheidener Be- 
deutung sein. In Zusammenarbeit rnit Dr. F. Pattus (EMBL, 
Heidelberg) und Dr. A. van Dorsselaer (StraBburg) haben 
wir deshalb versucht, die C-terminale, membrangebundene 
Domaine des in ein Modell-Membransystem eingebauten 
bakteriellen Proteins Colicin A[91 zu charakterisieren; dabei 
konnte bereits eine Vernetzung zwischen der Sonde und dem 
Polypeptid nachgewiesen werden. Ort und Spezifitat der 
Markierung werden derzeit genau untersucht. 

Die hier beschriebene Vorgehensweise konnte auf eine 
Vielzahl von Sondenmolekulen, die sich von 1 in ihren Kopf- 
gruppen, ihrer Kettenlange, der Art und der Stellung der 
photoaktiven Gruppe usw. unterscheiden, ausgedehnt wer- 
den. 
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Polyoxovanadiumorganophosphonate - 
Eigenschaften und Struktur einer ungewohnlichen 
Pentavanadatverbindung rnit einer ins Innere des 
Clusterhohlraums gerichteten V=O-Gruppe"" 
Von Qin Chen und Jon Zubieta* 

Metallphosphonate wurden in den letzten Jahren auf- 
grund ihrer potentiellen Verwendbarkeit als Sorbentien, Ka- 
talysatoren und Katalysatortriger intensiv untersucht" 'I. 
Zahlreiche neue Verbindungen sind synthetisiert worden, dar- 
unter monomolekulare Koordinationsverbindungen[6x 'I, ein- 
dimensionale Komplexverbande[81 sowie Schichtverbindun- 
gen[', 'I. Speziell fur die festen Oxovanadiumorganophos- 
phonate, die zur strukturell vielfaltigen Klasse der V-P-O- 
Feststoffe gehoren[" - 13], sind Schichtstrukturen rnit ab- 
wechselnd organischen und anorganischen Schichten vorge- 
schlagen worden. Diese Verbindungen konnen Alkohole er- 
kennen und selektiv voneinander unterscheiden['Os 141. Weiter 
wurde die Technik der Hydrothermalsynthese angewendet, 
um eine Auzahl grol3er Polyoxovanadiumorganophospho- 
nat-Anionen herzustellen, die mit kationischen oder neutra- 
len Molekiilen Einlagerungsverbindungen wie [Me4N+ c 

(PhP0,),I4- [ I 6 ]  bilden. Im Gegensatz zu diesen Entwicklun- 
gen in den Bereichen Feststoffchemie und Hydrothermalsyn- 
these grol3er Oxovanadiumorganophosphonat-Cluster wurde 
die Chemie dieser Verbindungen in organischen Losungsmit- 
teln unter konventionellen Synthesebedingungen kaum un- 
tersucht. Wir beschreiben hier Synthese und Struktur des 
neuartigen funfkernigen Oxovanadiumorganophosphonats 
1 CH,OH. 

H,(V0,)1,(CH3P0,)817- 'I und [(HZO), = H12(VOz)12- 

(C4H,)4N[V,0,(OCH,),(PhP03)5] CH,OH 1 CH,OH 

Rote Kristalle von 1 . CH,OH, die die Form eines Parallel- 
epipeds haben, wurden in ca. 32.4 % Ausbeute bei der Reak- 
tion von (Bu,N),[V,O,,]['~~ rnit PhPO,H, in Methanol ge- 
bildet['']. Die Rontgenstr~~kturanaIyse[*~~ von l . CH,OH 
zeigt das Vorliegen von diskreten Bu,N+-Ionen und 
von Methanol innerhalb des Gitters sowie von 
[V,O,(OCH,),(PhPO,),]--Anionen (Abb. 1). Im Gegensatz 
zu den auf hydrothermalem Weg synthetisierten zwolf- und 
sechszehnkernigen Vlv-Verbindungen mit hochsymmetri- 
schen, toroidalen Strukturen["% 16]  ist die Struktur des 
Anions von 1 die eines sehr unregelm5Bigen Vv-Clusters. Die 
zentrale Baugruppe der Struktur ist eine dreikernige 
[(V0),(p2-O),]-Einheit. Vier der fiinf Phenylphosphonato- 
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