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Einkettige Polyprenylphosphate bilden primitive
Membranen**
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Terpenoidkomponenten sind ubiquitdr und in grofer Viel-
falt in biologischen Membranen vorhanden (archeale Lipide,
Hopanoide, Carotinoide, Steroide, Dolichole, Ubiquinonab-
kémmlinge usw.). Wir haben weiterhin gezeigt, daB3 der Bau
vieler Molekiilfossilien (sogenannte sedimentarische Biomar-
ker) es unter Beriicksichtigung bekannter Biosynthesemechanis-
men ermdglicht, die Strukturen ihrer Vorldufermolekiile abzu-
leiten; dies scheinen oft bis jetzt noch nicht entdeckte Membran-
terpenoidlipide zu sein. Auf diese Weise kamen wir zu dem
Schluf3, daB die allgemeine Rolle von Terpenoiden darin be-
stand, in allen lebenden Organismen an der Membranbildung
oder Membranverstirkung beteiligt zu sein™!.

Wir haben auch gezeigt, daBl die synthetisierten oder postu-
lierten Membranterpenoide in einer hypothetischen Evolutions-
reihe angeordnet werden konnen, und auch vorgeschlagen, dafl
die einfachsten Verbindungen dieser Substanzgruppe, die an ei-
ner Vielfalt von biologischen Funktionen beteiligt sind, unter
den Molekiilen zu finden sein miissen, die fiir die einfachsten
,.-azymatischen*, also nicht enzymkatalysierten Reaktionen, zu-
ganglich sind!. Dies fiihrte uns zu dem Postulat, daB} die ein-
fachsten Membranbausteine acyclische Polyprenoidphosphate
gewesen sein diirften, wobei die Kohlenwasserstoffketten so
lang waren, daB3 die Molekiile einen amphiphilen Charakter
aufwiesen, der Voraussetzung fiir die spontane Bildung von Ve-
sikeln ist. Diese Phosphate konnten im wesentlichen durch eine
Reaktion des aligemeinen Typs (a) gebildet worden sein.

C* +C=C —» C-C-C* @)

Wir haben eine Reihe von Dipolyprenylphosphaten syntheti-
siert und in der Tat festgestellt, daB ihre Salze Vesikel bilden, was
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heren Isoprenologen mit zwei C, s- oder C,o-Ketten!®!. Auf ei-
ner Wasseroberfliche bilden die gleichen Dipolyprenylphos-
phate Monoschichten, welche sich bei Zugabe von Cholesterin
oder Hopanoiden!*, genauso wie die von N-Acylphospholipi-
den dichter zusammenlagern. Es wurde aulerdem gezeigt, dal
die Zugabe von Diphythanylphosphat (eine Mischung aus R-
und S-Diastereomeren) die Abgrenzungseigenschaften von
Dipalmitoylphosphatidylcholinvesikeln verstirkt!®],

Wir fragten uns, ob Monopolyterpenylphosphate und/oder
-pyrophosphate in Analogie zu einigen Fettsduren!® und vielen
anderen einkettigen Amphiphilen!” sich nicht auch autoasso-
ziieren k6énnen, um Doppelschichtstrukturen und insbesondere
geschlossene Vesikel auszubilden. Diese Phosphate und die
entsprechenden Pyrophosphate wurden als Zwischenstufen bei
der Biosynthese von Polyterpenoiden beschrieben'®], aber ihr
Phasenverhalten wurde nicht untersucht. Es wurde lediglich
kurz erwéhnt, dal die Ammoniumsalze des Monofarnesylphos-
phats in leicht sauren wiBrigen Losungen (uncharakterisierte)
Micellen bilden™®). Es wurde auch gezeigt, daBl Phytanyltrime-
thylammonium-Phytanylphosphat 7 trotz der besonderen
Struktur, bei der sich sowohl die kationische als auch die anioni-
sche Kopfgruppe an einer identischen lipophilen Kette befinden,
zu stabilen Vesikeln fithrt!'®!. Wenn die Natriumsalze von Mo-
noprenylphosphaten Vesikel bilden koénnen, wiirde uns das
nicht nur in die Lage versetzen, einen Schritt zuriick zu einfache-
ren Membranen, die wahrscheinlich ,,primitiver” als die der
Dipolyprenylphosphate sind, zu gehen, sondern es wire gleich-
zeitig eine experimentelle Bestitigung eines Teils der Hypothe-
sen von Wichtershiuser, dic Bestandteil seiner Theorie des
,-pyritgesteuerten* chemoautotrophen Ursprungs des Lebens
zur Bildung von Polyterpenoidmembranen sind!*!3, DaB diese
Phosphate in der Tat interessante Phaseneigenschaften haben
konnen, wurde durch die wohlbekannte Verwendung langket-
tiger Alkylphosphate als Industriedetergentien nahegelegt, ob-
woht diese Seifen in der Regel Micellen und keine geschlossenen
Vesikel ausbildent!?],

Zur Herstellung von Phosphaten mit ungeséittigten Polyterpe-
nylketten kann natiirlich nicht die Hydrogenolyse von Diphe-
nylphosphaten, wie sie fiir die erste saubere Priparation von
langkettigen N-Alkylphosphaten verwendet wurde!" 3}, herange-
zogen werden. Wir haben jetzt eine Reihe von Monopolyprenyl-
phosphaten synthetisiert, darunter die von Geraniol 2, Farnesol
3, Geranylgeraniol 4, Dodecanol § (zum Vergleich), Phytol 6
und von (3R,35)-Phytanol 7, und zwar in Form ihrer Natrium-
oder Ammoniumsalze nach einer von Cramer entwickelten und
von Danilov et al.t*#! angepaBiten Phosphorylierungsmethode.
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Als Cyclohexylammoniumsalze wurden diese Phosphate aus
dem Reaktionsgemisch nach einer von Julia et al.'* 3! entwickel-
ten Methode isoliert. Fiir die Bildung der Pyrophosphate von
Geraniol 8, Farnesol 9, Geranylgeraniol 10, Phytol 11 sowie von
Phytanol 12 haben wir die schnelle Synthesemethode von Keller
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und Thompson!'®! genutzt, und aus diesen Pyrophosphaten
kénnen durch kontrollierte Hydrolyse wieder die Phosphate er-
halten werden. Nach Aufbringen auf eine Kationenaustauscher-
sdule, um die entsprechenden Natrium- oder Ammoniumsalze
zu erhalten, wurden die Produkte, die dinnschicht-
chromatographisch sauber waren, potentiometrisch untersucht
(pK,, = 3.2-3.3, pK,, = 6.6-6.7 fiir die Phosphate; wihrend
der Titration der Pyrophosphate trat Hydrolyse ein, so daB die
pK,-Werte und die der Phosphate identisch waren) und ihre 'H-
und 3!P-NMR-Spektren aufgenommen. Die Suspensionen die-
ser Verbindungen in Wasser wurden elektronenmikroskopisch
(Kryomikroskopie) untersucht, und die Bildung von Vesikeln
aus den Feststoffen in Gegenwart verschiedener Puffer wurde
mit zwei unterschiedlichen optischen Mikroskopiertechniken
verfolgt, der Differential-Interferenz-Mikroskopie und der
Konfokalmikroskopie, beides Methoden, die nur die Beobach-
tung von Riesenvesikeln zulassen.

Die Tabelle 1 faBt die ermittelten Resultate zusammen. Die
Verbindungen 2 und 8, die nur die C,,-Kette von Geraniol tra-
gen, 16sen sich offensichtlich entlang des gesamten pH-Bereichs
vollstindig in Wasser. Im Fall des Farnesylphosphates konnte
mit Lichtmikroskopen keine Vesikelbildung festgestellt werden,
wohingegen die Elektronenmikroskopie die Anwesenheit klei-
ner Vesikel anzeigte. Alle anderen Phosphate und Pyrophospha-
te bildeten bei Kontakt des Feststoffs mit einem geeigneten Puf-
fer Riesenvesikel (Durchmesser > 10 um, Abb. 1). Das Vesikel-

Tabelle 1. Herstellung geschlossener Vesikel (siehe Experimentelles) [a].

Substanz Elektronen- Lichtmikroskopie pH oder
mikroskopie pH-Bereich
2 nt. — (wasserloslich)
3 + — (zu kleine Vesikel)
4 + + 2-8
5 n.t. + 3-10
6 nt. + 3-9
7 nt. + 2.5-12.5
8 n.t. — (wasserioslich)
9 n.t. + 1.5
10 n.t. + 2
1 n.t. + 2-10
12 n.t. + 2.5

fa} n.t.: nicht getestet; +: Vesikelbildung; —: keine Vesikelbildung (Leerfeld); un-
tersuchter pH-Wert oder pH-Bereich, in dem Vesikelbildung auftritt.
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Abb. 1. Kopie einer Videoaufnahme des Differential-Interferenz-Kontrastbildes ei-
ner multivesikuldren Struktur von Natriumgeranylgeranylphosphat in einer Puffer-
l16sung bei pH 4.1 und 23 °C. Der Balken entspricht 5 um.

wachstum, ausgehend vom Feststoff, kann durch verschiedene
Prozesse beschrieben werden: Man beobachtet die Bildung von
Blasen, die wachsen, bis sie sich schlieBlich als geschlossene
Vesikel von der Feststoffoberfliche abl6sen, oder die Entste-
hung von Réhren, deren distales Ende kontinuierlich zu einer
Anschwellung, dann zu einer Blase und schlieBlich zu einem frei
beweglichen Vesikel wird. Am besten lieBen sich Riesenvesikel
in einem Acetat- oder Phthalatpuffer bei pH 4 beobachten. Bei
den Pyrophosphaten trat nichtsdestoweniger nach wenigen Mi-
nuten Hydrolyse ein. Weiterhin muB eingerdumt werden, dal3
unser MeBaufbau keine Anderung der Beobachtungstempera-
tur, die in allen Fillen bei 23 °C liegt, zuldBt. Diese scheint
dennoch oberhalb der Phaseniibergangstemperatur dieser Poly-
terpenylphosphate zu liegen; man erinnere sich, da3 durch eine
Verzweigung der lipophilen Ketten die Phaseniibergangstempe-
ratur so stark herabgesetzt wird, daB es unmdoglich ist, sie zu
messen, wenn man den Fall der Archaelipide!” verallgemei-
nern will.

Weiterhin haben wir der Vesikelpriaparation 5% des Fluores-
zenzfarbstoffes 9-Methylanthracen 13 (Nile Red) zugegeben
und die Laservorrichtung des Konfokalmi-
kroskopes dazu verwendet, die Fluoreszenz Me

der Vesikel nach Anregung bei 4 = 485 nm
und 551 nm in der xz- und xy-Ebene zu mes- OOO
sen (Abb. 2). Die Ergebnisse zeigen, dall zu-

mindest einige der Vesikel quasi sphérisch 13

und leer sind und aus einer lipophilen Schicht

bestehen (sie emmitieren im ersten Fall im grilnen, im zweiten im
roten Spektralbereich). Weiterhin wird wie erwartet beobachtet,
daB lipophile Molekiile selektiv in die Vesikeldoppelschicht ein-
dringen, was bei der Diskussion der Bildung wachsender
Komplexibilitit in selbstorganisierten Systemen von Wichtig-
keit ist.

Es ist offensichtlich, daB 2 und 4 (oder 8 und 10) sehr viel
plausiblere primitive Membranbausteine sind als N-Alkylam-
phiphile oder die aus Meteoriten stammenden aromatischen
Aminosduren, denen vorher diese Rolle zugesprochen wur-
de!®). Gegenwirtig untersuchen wir die Eigenschaften dieser
neuen Vesikel (insbesondere, um die jeweilige Bedeutung der
Kettenverzweigungen und die der Doppelbindungen, zwei
Punkte, die bis jetzt noch nicht ganz verstanden sind, herauszu-
finden) und deren Bildung unter pribiomimetischen Bedingun-
gen, wie sie bereits vorher vorgeschlagen wurden® 111,
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Abb. 2. Konfokalfluoreszenzbild eines Ammoniumphytanylphosphatvesikels, das
5% Nile Red 13 enthilt und aus dem Feststoff in einem Puffer bei pH 7.3 und 23°C
entstanden ist. Anregungswellenlinge 2 = 551 nm. Das gleiche Vesikel wird aus
zwei zueinander orthogonalen Richtungen, der xy- und xz-Ebene, betrachtet. Der
Balken entspricht 10 pm.

Experimentelles

Differential-Interferenz-Kontrastmikroskopie: Invertiertes Mikroskop (Axio-
vert 135, 63 x/1.4-Plan-Achromat-Oil-DIC-Objektiv, x 2.5-Einsatzlinse, Carl
Zeiss), Ladungskopplervorrichtung (CCD), Kamera (C2400-75i, Hamamatsu Pho-
tonics), Bildprozessor (Argus-20, Hamamatsu Photonics), S-VHS-Videorekorder
(SVO-9500MDP, Sony), Videomonitor (PVM-1443, Sony) und Videodrucker VP-
1500, Seikosha).

Konfokale Mikroskopie: Invertiertes Konfokalmikroskop (LSM Invert 410, Plan-
Apo-X63-Objektiv, Carl Zeiss), Laserquellen Ar (488 nm, Bandpass 515-565-Fil-
ter) und He/Nc (543 nm, Langpass-595-Filter), Bildprozessor (Matrox 4MQ), PC
486-488PX-Mikrocomputer, Farbmonitor (FT 3420 ETKL, Mitsubishi), Drucker
(VP 1800 EPM, Sony) und Digital-Bildrekorder (Focus).

Beobachtungen am Mikroskop: Ein typisches Experiment wird wie folgt durchge-
fithrt: 3 mg des Phosphats werden in 300 pL einer Lésung von Chloroform/Metha-
nol (2:1) geldst und ein Aliquot von 1.5 pL. auf ein Deckglas (0.17 mm dick) ge-
tropft. Nach zehnmintitiger Trocknung wird der auf dem Deckglas zuriickbleibende
lamellare Feststoffilm fokussiert und mit 4.5 pL Puffer (z.B. Acetatpuffer, pH 4.1)
bei 25 °C versetzt. Es wurde beobachtet, daB die Vesikelbildung an der Phasengrenz-
linie Feststoff/Fliissigkeit beginnt. Neben den in der Abbildung gezeigten multila-
mellaren Strukturen wurden ebenfalls unilamellare Vesikel und Réhrenstrukturen
beobachtet. Die Membranen erscheinen aufgrund der Interferenzbelichtung sehr
dick.
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Durch Screening ermittelte Katalysatoren
und Reaktionsbedingungen fiir eine
C-H-Insertionsreaktion**

Kevin Burgess*, Hee-Jong Lim, Alexander M. Porte
und Gary A. Sulikowski

Diazoverbindungen mit geeignet ausgerichteten Substituen-
ten konnen iiber metallunterstiitzte Reaktionen intramolekula-
re Ringbildungsreaktionen eingehen, vermutlich unter Insertion
von Carbenkomplexfragmenten in C-H-Ketten!!*%. An den
meisten der bekannten Reaktionen dieses Typs sind Rhodium-
komplexe!®! beteiligt, die typischerweise optisch reine Amino-
sdureliganden tragen!!. Zwei von unserer Gruppe berichteten
kiirzlich, dafl optisch aktive Kupferkatalysatoren besser fiir die
in Schema 1 gezeigte Reaktion geeignet sind!®). Im glinstigsten

CO,(L-Men)

CO,(L-Men)
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H
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Schema 1. L-Men = L-Menthyl.

Fall wurde das Produkt 3 in 64 % Ausbeute als eine 2.3:1.0-Dia-
stereomerenmischung isoliert. Diese Ergebnisse soliten durch
Einsatz anderer Katalysatoren, die es mit einem hocheffizienten
Katalysatorscreening zu ermitteln galt, verbessert werden.
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