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Selektivititserhohung einer einfachen
photosensitiven Sonde in Gegenwart grofler
Mengen Cholesterin **

Siw Bodil Fredriksen, Valérie Dollé, Masakuni
Yamamoto, Yoichi Nakatani *, Maurice Goeldner
und Guy Ourisson

Wir beschrieben kiirzlich eine photoaktivierbare Phospholi-
pid-Transmembransonde 1{-2!, Diese hatie gegeniiber den frii-
her von Khorana et al."*) und Breslow et al.!* beschriebenen
einfacheren Membransonden den deutlichen Vorteil, viel regio-
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spezifischer zu sein und bevorzugt die terminalen Kohlenstoff-
atome der benachbarten Phospholipide anzugreifen. Bei einem
Anteil von 33 Mol-% Cholesterin, was einer nahezu physiologi-
schen Konzentration entspricht, war diese Selektivitdt beson-
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ders ausgeprigt. Chole-
sterin ist ein normaler
Bestandteil  eukaryoti-
scher Membranen und
verstirkt diese durch sei- DMPC +2+
nen ordnenden Einflup  Cholesterin
auf die Phospholipide. HO
Die Sonde 1 ist daher in
Gegenwart von Choleste-
rin ein niitzliches, neues
Werkzeug fiir die Erfor-
schung der Membran-
topographie. Ihre Synthe-
se ist jedoch nicht einfach.
In den élteren Arbeiten
wurden auch keine Versu-
che gemacht, die sehr
niedrige Selektivitit der
einfacheren Sonden durch
Zugabe von Cholesterin
zu erhOhen. Dies gilt auch
fur zwei kiirzlich verof-
fentlichte Studien: Die eine beschreibt einen weiteren Typ einer
photoaktivierbaren Transmembransonde!™, die andere befalBt
sich mit einfachen Benzophenon-Sonden, die der im folgenden
beschriebenen sehr dhneln, aber aus den gleichen Griinden nicht
sclektiver als die von Khorana oder Breslow beschriebenen sind.
Wir synthetisierten die photoaktivierbare Phospholipid-
,,Halbsonde* 2 iiber den in Schema 1 gezeigten Weg (alle Pro-
dukte wurden mit 'H-NMR- und !3C-NMR-Spektroskopie,
das Endprodukt mit Massenspektrometrie (MS) und elementar-
analytisch vollstindig charakterisiert). Zugabe von 5 Mol-%
der neuen Sonde 2 zu 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin (DMPC) und Orientierung durch wiederholtes Einfrieren
und Auftauen in Wasser konnte die Phaseniibergangs-Tempera-

O NaH / Mel NaH / l{CH,)1,CO,Me
HO" ‘\ M eo‘ ‘ DMF

95 %

3) LH-20,
HPLC

n-Oxomyristinsauremethylester

(n=4,5,..12, 13, 14)
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MeOO’\/\/\/\/\ﬁNi DMF
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i 00] O\\ /8)%\,133
MeO o~~~ Kot P/
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Schema 1. Synthese der Halbsonde 2. A: Schmp. 139- 140 °C; B: Schmp. 93-94°C;
C: Schmp. 138-139°C; D: Schmp. 127-128°C; 2: T,, = 46.3°C (in Substanz);
Ty = 23.6°C (5 Mol-% in DMPC). DMF = N ,N-Dimethylformamid; LMPC =
Lysomyristoylphosphocholin,

Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 11

MeO O COsMe  MeO
1) hv j X i +
2) MeONa HO OH

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

M802C

Myristinsduremethylester + X
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lo/AcOH
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MM\ O\’(@ _1) RuCly/NalO,
MeQ.C

MeO,C

Schema 2. Reaktionssequenz zur Bestimmung der durch Photoreaktion funklionalisierten Positionen in den Myristoylketien von
DMPC. X: Teil des durch Photoaktivierung mit Cholesterin oder Myristinsiuremethylester verbundenen Sondenmolekiils.

tur 7,, wie bei seinem Transmembran-Analogon 1 kaum senken.
Dies zeigt, daB 2 die zu untersuchende Doppelschicht tatsich-
lich nicht stort. Wir untersuchten daraufhin, wie sich 2 in
DMPC-Vesikeln mit unterschiedlichen Cholesterinanteilen bei
Bestrahlung verhilt. Die Produkte der Reaktion wurden, wie in
Lit.I2] nach der in Schema 2 zusammengefaBten Reaktionsfolge
analysiert. Die mit einer Erhéhung des Cholesteringehalts ver-
bundenen Effekte sind in Abbildung 1 dargestellt, die bei einem

07

&0 1
—0— 0%
—0— 10%
—a— 20%
—o— 33%

Abb. 1. Effekt von Cholesterin auf die Verteilung der durch Bestrahlung funk-
tionalisierten DMPC-Positionen in der Halbsonde 2. Angegeben ist der prozentuale
Anteil 7 der funktionalierten Positionen der Myristoylkette. n = Nummer des C-
Atoms der Kette.

Cholesteringehalt von 33 Mol-%!" erhaltenen Ergebnisse wer-
den in Abbildung 2 mit den bereits mit der Transmembranson-
de 1 erhaltenen verglichen.

Die Selektivitidt ohne Cholesterin oder mit kleinen Anteilen
an diesem Membranverstirker ist sehr niedrig: Alle Kohlen-
stoffatome bis zu C4 der Kette werden angegriffen; das Ende
der Kette wird, wie in Analogie zu den von Khorana, Breslow
oder Lala erhaltenen Ergebnissen!®* % erwartet, nicht nen-
nenswert bevorzugt. Nihert man sich 33 Mol- % Cholesterin so
dndert sich das Bild jedoch drastisch, und die Selektivitdt
wird nahezu so gut wic die fiir die Transmembransonde 1 beob-
achtete.
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Abb. 2. Vergleich der Verteilungen der durch Bestrahlung funktionalisierten

DMPC-Positionen bei einem Anteil von 33 Mol-% Cholesterin in den Sonden 1
und 2. 7 und » siche Legende zu Abbildung 2.

Der in allen Fallen mit dem Halbieren der Sonde einhergehen-
de Selektivitatsverlust entspricht der Erwartung: Die Trans-
membransonde muBl geordneter als die Halbsonde sein. Die
Selektivitdtsunterschiede bei hohen Cholesterinkonzentra-
tionen sind jedoch so gering und die Synthese der Halbsonde so
viel direkter, daB diese Verbindung oder ihre Analoga fiir die
Erforschung der Topographie des Membraninneren, insbeson-
dere der Membranproteine, mdglicherweise zum Einsatz kom-
men sollten. Man beachte, daB der Radius um die photoange-
regte Carbonylgruppe eines Benzophenon-Molekiils, innerhalb
dessen ein Wasserstoffatom auf das Sauerstoffatom tbertragen
werden kann, von Winnik® zu etwa 2 A bestimmt wurde. Dem-
zufolge zeigen unsere Ergebnisse in beiden Fillen hochgeordne-
te Doppelschichtsysteme; die Selektivitit mit diesem Chromo-
phor kann wahrscheinlich nicht erhoht werden.

Der Zusatz von Cholesterin sollte ferner unvermeidbar zu
einem Angriff auf diese Verbindung fithren. Dies ist in der Tat
der Fall, und wir haben kleine Menge der Produkte isoliert, die
nach Transmethylierung getrennt und mit MS, 'H-NMR- und
13C.NMR-Spektroskopie analysiert wurden. Drei dieser Pro-
dukte haben die fiir das dehydratisierte Photoprodukt aus
Cholesterin und Sonde erwartete Molekiilmasse; ihre NMR-
Spektren lassen vermuten, daf sie in der Seitenkette substituiert
wurden. Niher charakterisiert wurden diese Produkte noch
nicht.

Photoreaktionen der Halbsonde mit chiralen Substraten wie
Cholesterin oder Proteinen fithren notwendigerweise zu Diaste-
reomerengemischen. Dies und der relative Aufwand bei der
Aufarbeitung der Photoprodukte sollte beim Design von Ana-
loga beriicksichtigt werden.

Eingegangen am 29. November 1993 (Z 6524]
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Katalytische, Pt'-vermittelte Oxidation von
Methan mit molekularem Sauerstoff
in der Gasphase **

Ralf Wesendrup, Detlef Schroder und
Helmut Schwarz*

Professor Heinz-Georg Wagner zum 65. Geburtstag gewidmet

Die Aktivierung von Methan ist bis heute eine der grofen
Aufgaben der Chemie. Insbesondere die katalytische Oxidation
von Methan zu Methanol und Formaldehyd ist dabei von wis-
senschaftlichem und 8konomischem Interesse!'), In der Regel
wird Methan an Metalloberflichen durch homolytische Spal-
tung einer C-H-Bindung und anschlieBende Reaktion des gebil-
deten Methylradikals mit einem Oxidationsmittel aktiviert. Mit
Ubergangsmetallkomplexen [M] werden intermediar Hydrido-
methylkomplexe [H-M-CH,] oder carbenartige Addukte
[M = CH,] gebildet, die durch Sauerstofftransfer oxidiert wer-
den. Ferner kann Methan mit einigen Ubergangsmetalloxiden
katalytisch oxidiert werden. Bei der ,,klassischen Aktivierung
iiber ionische Zwischenstufen wird Methan protoniert oder eine
C-H-Bindung heterolytisch gespalten'®,

Die Katalyseeigenschaften der Platinmetalle wurden bereits
im 19. Jahrhundert entdeckt. Heute werden Platin und seine
Verbindungen vielfiltig als Katalysatoren, insbesondere fiir Re-
duktions- und Oxidationsreaktionen, eingesetzt!®!, Trotz der enor-
men Forschungsaktivititen auf dem Gebiet der heterogenen Ka-
talyse sind die auf molekularer Ebene ablaufenden Prozesse bis-
lang nur teilweise verstanden. In Experimenten im Hochvakuum
eines Massenspektrometers konnen Reaktionen von ,,nackten®
Metall-Ionen mit neutralen Substraten unter streng bimolekula-
ren Bedingungen verfolgt werden, so dafi mit solchen und ande-
ren Untersuchungen in der Gasphase wichtige Details itber die
Elementarschritte der Katalyse erhalten werden'®!.

Die Reaktion von ,,nackten* Metall-Kationen der dritten
Ubergangsreihe mit Methan unter Abspaltung von Wasserstoff
und Bildung der Methylenverbindungen [M=CH,]™ wurde
von Irikura und Beauchamp beschrieben!'™ ). Wir stellen hier
die katalytische Oxidation von Methan vor!™}, die sich in ei-
nem Fourier-Transform-Tonencyclotronresonanz(FT-ICR)-Mas-
senspektrometer®! modellhaft verwirklichen lieB.

Thermalisierte Platin(1)-Kationen bilden mit Methan unter
Eliminierung von H, den Carbenkomplex [PtCH,]* (Reaktion I,
Schema 1)), Die Reaktion ist effektiv (k) und verlduft anna-
hernd mit StoBfrequenz (ADO = Average Dipole Orientation)
(kg =8.2%x1071% K oo =9.8x107%cm® Molekiil™!s™ 1)L
Aus thermochemischen Uberlegungen! ! folgt fiir die Bildungs-
enthalpie des Platinkomplexes ein Wert von AHY([PtCH,]*) <
316 kcalmol ™!, und aus der Reaktion von [PtCH,]* mit O,
(Reaktion IT) LiBt sich AH([PtCH,]*) > 308 kcalmol ~* ablei-
ten; wir verwenden im folgenden als Mittelwert AH{[PtCH,] ")
= 312 +4 kcalmol "!. Daraus erhilt man die Bindungsdissozia-
tionsenergie der Platin-Kohlenstoff-Bindung zu BDE(Pt*,CH,)
=115 + 4 kcalmol ~ 9%},

In der Reaktion von Pt* mit CH,D, werden die isotopome-
ren Ionen [PtCD,]", [PtCHD]* und [PtCH,]* im Verhiltnis
2.5:6.5:1 gebildet. Nach statistischer Korrektur fiir die Zahl der
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