
ZUSCHRIFTEN 

Geschwindigkeiten der strahlungslosen Desaktivierung in den 
naturlichen Chlorosomen sowie in kiinstlichen Bacteriochloro- 
phyll-Aggregaten Bhnlich hoch sind und daher die Halbwerts- 
zeiten der angeregten Zustande in acceptorfreien Systemen in 
der GroDenordnung von nur 10 bis 100 ps liegen['31. Dadurch 
wird die effiziente Lichtsammelfunktion naturlicher Chloroso- 
men allerdings keineswegs beeintrhchtigt. 

Eine noch effizientere Energieiibertragung als in unpolaren 
organischen Liisungsmitteln wird erreicht, wenn das Heteroag- 
gregat I .3 in eine Solvathiille hoherer Ordnung eingebunden 
wird : Wasserige, entweder mit a-Lecithin (einem Lipid) oder mit 
Triton X-100 (einem nichtionischen Detergens) versetzte Losun- 
gen von 1 und 3 (50: 1) geben Absorptions- und Emissionsspek- 
tren, die qualitativ den in Abbildung 1 wiedergegebenen ent- 
sprechen. Die Loschung der Donorfluoreszenz durch Energie- 
ubertragung hingegen ist wesentlich - auf bis zu 90 % - erhoht. 
Dies deutet darauf hin. daB durch die Einbettung des Hetero- 
aggregats in unpolare Lipide oder in Detergentien entweder die 
AggregatgroDe erhoht wird oder - was wahrscheinlicher ist ~ 

eine effiziente Interaggregat-Energieiibertragung, ahnlich der in 
nativen Chlorosomen, gefordert wird"']. Beide Moglichkeiten 
erhohen die Wahrscheinlichkeit, da13 ein angeregtes Donorag- 
gregat (1) mit einem Acceptormolekul (3) dotiert ist. 

Die In-vitro-Zinkchlorin-Aggregate eignen sich somit hin- 
sichtlich ihrer supramolekukdren Struktur" -41 nicht nur gut als 
Modellsysteme fur die In-vivo-Bacteriochlorophyll-c- und -d- 
Aggregate im Zentrum der Chlorosomen, sondern bieten sich 
auch zum Aufbau von effizienten funktionalen Einheiten fur 
heterogene Energieubertragungen durch Selbstorganisation an. 

Experimentelles 
3 wurde durch Kondensdtion von Pyrrophiophorbid d rnit Bacteriopyrrophio- 
phorbid-a-2-hydroxyethylester, anschlieI3ende selektive Reduktion der Formyl- 
gruppe und selektive Metallierung der Pyrrophiophorbid-Molekulhilfte mit Zink 
synthetisiert 13,141. Durch HPLC wurde reines 3 als dunkelpurpurfarbener Fest- 
stoff erhalten. Schmp. >300"C. 'H-NMR (CDCl,/CD,OD 7/3): 6 = 9.13, 8.95. 
8.61,8.14,8.04,8.02(6xs,jelH;m-CH).5.40(s,2H;CH,-3),4.88,4.72,4.64,4.42 
(4x d, 2J(H,H) = 20 Hz, je 1 H; CH,-13'), 4.05-4.15 (m, 1 H), 3.65-3.97(m, SH), 
3.29-3.49 (m, 3H), 3.81, 3.25, 2.96, 2.93. 2.81 (5 xs, je 3 H ;  CH,), 1.77-2.28 (m, 
lOH), 1.53, 1.43, 1.34 (3xd, 'J(H,H)=7Hz, je 3 H ;  CH,), 1.39, 0.83 (2x t ,  
'J(H,H) =7 Hz, je 3H; CH,); UV/Vis (THF): A,,, (Ire,): 751 (0.49, Q,-Bande der 
metallfreten Bacteriochlorin-Molekiilhdlfte), 678 (0.081, 647 (0.68; Q, der 
Zinkchlorin-Molekiilhilfte), 605 (0.1 11, 566 (0.06), 530 (022), 424 (0.90), 387 
(0.69), 359 nm (100); MS (FAB): mi;: 1178 ( M +  mit b4Zn). 
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Selektive Kationenwanderung durch Brevetoxin B 
enthaltende Lipiddoppelschichten** 
Stefan Matile" und Koji Nakanishi 

Die Strukturen vieler mariner Toxine aus der Gruppe der 
Polyether rnit leiterahnlichen Gerusten werden derzeit in rascher 
Folge aufgeklartt1I. Eines der ersten dieser Toxine war Breve- 
toxin B (BTX-B), das Toxin der ,,roten Flut", das von Dinofla- 
gellaten produziert wird'']. Trotz des groBen Interesses an und 
der Bedeutung von marinen Polyether-Toxinen sind die Ursa- 
chen fur deren Aktivitat nahezu unbekannt. Bei BTX-B laDt die 
spezifische Bindung an spannungsabhangige Natriumkanale 
(voltage sensitive sodium channels, VSSC) darauf schlieDen, 
daR die Wirkungsweise von Brevetoxinen auf der Aktivierung 
der VSSC basiert t31. Die im folgenden beschriebenen Ergebnisse 
lassen einen zweiten, vollig neuen Wirkmechanismus erkennen : 
Brevetoxin B steigert moglicherweise die Ionenwanderung durch 
die Zellmembran durch transmembrane Selbstorganisation. 

Der Einbau von makromolekularen Polyoxyethylenderiva- 
in Lipide fuhrt zu Kationentransportgeschwindigkeiten, 

wie sie in Ionenkanalen aus naturlichen oder synthetischen Oli- 
gopeptiden sowie aus fungiziden Macroliden gefunden wer- 

Sowohl die Polyetherstruktur als auch das starre Geriist 
von BTX-B, dessen Lange mit ca. 30 8, der Dicke von Lipiddop- 
pelschichten ent~pricht[~"], lassen die Moglichkeit der Bildung 
von Kanalen durch transmembrane BTX-B-Molekiile vermu- 
ten. Daher wurde die Ionenwanderung bei gronen unilamella- 
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Abb. 2. ZufluD von Na+-Ionen in die PC-Vesikel mit 0.3 Mol-% BTX-B (BTX- 
B ~ a  BF) (angegeben ist der Anteil X der ausgetauschten Kationen, Bedingungen siehe 

Tabelle 1). Kontrollexperimente ergaben, daD ohne BTX-B (BTX-BF) im gleichen 

ca. 30 A - P! 

Schema 1. Strukturen von BTX-B und Fluoreszenz-(,,Blaukaskaden")-markiertem 
Brevetoxin BTX-BF. Schematische Darstellung der Gradientensysteme zur Be- 
schreibung der Kinetik des Ionentransports, d. h. PC-Vesikel gewonnen aus Eiern 
rnit 0.3 Mol-% BTX-B oder BTX-BF in wabriger LiC1-Losung (A, C, D) oder 
KCI-Losung (B), verdiinnt mit isoosmolaren NaCI- (A, B), KCI- (C) oder CsC1-Lo- 
sungen (D). So besteht in A) ein Natriumgradient von auBen nach innen und ein 
Lithiurngradient in der entgegengesetzten Richtung. 

ren, aus Eiern gewonnenen Phosphatidylcholin(PC)-Vesikeln 
untersucht, deren Lipiddoppelschichten 0.3 Mol- % BTX-B ent- 
hielten (Schema 1). Die Transportgeschwindigkeiten wurden 
wie bei dem von Lehn et al.[4a1 entwickelten Bukettmolekiil 
23Na- und 7Li-NMR-spektroskopisch[61 bestimmt (Abb. 1). 
Dies hat den Vorteil, daB die Natriumkonzentration in den Vesi- 
keln nichtinvasiv gemessen werden kann. 

Abb. 1. 23Na-NMR-Spektren von PC-Vesikeln mit 0.3 Mol-% 
BTX-B gemessen a) direkt nach Aufbau des Na/Li-Gradienten 
und b) I h spater. Das zugesetzte Verschiebungsreagens fuhrt zu 
einer Hochfeldverschiebung des Signals der Kationen auf der 
AuDenseite der Vesikel; im "Na-Spektrum tritt fur aniso- 
chrones Na: und Na:, je ein Signal auf. 
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Die Transportgeschwindigkeiten der Ionen hangen von der 
Temperatur, bei der die Vesikel gebildet werden, von der Chole- 
sterinkonzentration und von der IonengroBe ab (Abb. 2, Tabel- 
le 1). Der deutlichste Geschwindigkeitsanstieg wurde rnit Vesi- 
keln gemessen, die zu 50 % aus Cholesterin bestehen (Kurve 1). 
Da die Zugabe von Cholesterin die Lipid/BTX-B-Dynamik ver- 
ringert, la& der groI3e Geschwindigkeitsanstieg vermuten, daI3 
der Ionentransport durch membrandurchspannende Kanale 
(Kanalmechanismus) ablauft und nicht uber diffundierende 
Tragermolekiile (Shuttlemechanism~s)~~~. Weiterhin wurden 

Zeitraum kein Na' eindringt. 

Tabelle 1. Bedingungen der in Abbildung 2 dargestellten Ionentransportversuche 
U-69 [a]. 

(1) (2) (3) (4) ( 5 )  (6 )  

Toxin BTX-B BTX-BF BTX-B BTX-B BTX-BF BTX-B 
Dialyse- RT RT RT 4 "C 4 "C RT 
temperatur 
Cholesterin- 50 50 0 0 50 50 
gehalt ["h] 
Gradient LiCI/NaCI LiCI/NaCI LiCI/NaCI LiCI/NaCI LiCI/NaCI KCI/NaCl 

[a] RT = Raumtemperatur. 

bislang nur fur Amphotericin-B-Kanale im g l e i ~ h e n [ ~ ~ ]  und fur 
Gramicidin-Kanale in einem ahnlichen Lipidsystemrsbl Ge- 
schwindigkeitskonstanten erster Ordnung mit Werten ahnlich 
denen von 0.69 + 0.2 h-' fur den Na+-Eintritt erhalten. Die 
Kationenselektivitat wurde untersucht, indem der Lithiumgra- 
dient durch einen Kaliumgradienten ersetzt wurde (Schema 1, 
B) . Dabei wurde ein geringer transmembraner Ionenaustausch 
festgestellt (Abb. 2 ,  Kurve 6). Aus Intensitatsabnahme und Ver- 
breiterung des LiL-Signals im 7Li-NMR-Spektrum14b1 bei Vor- 
liegen eines Na-, K- oder Cs-Gradienten (Schema 1, A, C 
bzw. D) erhalt man folgende Selektivitatsreihe: Na+, 
Li' > K +  > Cs'; auch nach zwei Wochen konnte kein Cs i  
' 3Cs-NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden. 

Mit fluoreszenzmarkiertem BTX-B (BTX-BF) wurden klei- 
nere Geschwindigkeitskonstanten festgestellt (Abb. 2, Kur- 
ve 2 ) .  Das Emissionsmaximum von lipidgebundenem BTX-BF 
ist verglichen mit dem von nichtlipidgebundenem BTX-BF 
blauverschoben (Abb. 3). Eine ahnliche Blauverschiebung des 

400 450 500 
?./m - 

Abb. 3. Emissionsspektren von BTX-BF in 100 m M  LiCI, 10 mM Tris bei pH = 7.4, 
eingelagert in PC-Vesikel (-) und ohne PC-Vesikel (- - - -1; Anregung bei 
360 nm. 
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Emissionsmaximums (406 nm) von micellenbildenden, amphi- 
philen C-3-,,Blauka~kaden"-Steroiden[~] deutet darauf hin, dab 
dieser Effekt durch die Selbstorganisation von BTX-BF in Li- 
piddoppelschichten und nicht durch die Einfliisse aus der Um- 
gebung auf einen Fluorophor an der Lipid/Wasser-Grenzflache 
verursacht wirdrgl. Die Blauverschiebung des Emissionsmaxi- 
mums von aggregierten ,,Blaukaskaden"-Verbindungen kann 
beispielsweise mit der Relaxation aus dem Franck-Condon-an- 
geregten Zustand erklart werden, der bei gehinderter Beweglich- 
keit der Molekiile ,,eingefroren" ist["]. Versetzt man 100 mM 
LiC1-Losungmit isoosmolarer HCl(100 mM HCl, pH = I ) ,  wer- 
den die Emissionsmaxima von lipidgebundenem und freiem 
BTX-BF jeweils nach 41 6 nm verschoben. Die Protonierbarkeit 
der Stickstoffeinheiten der extra- und der intravesikularen Fluo- 
reszenzlabel lafit den SchluR zu, da13 sich diese auf der Lipid- 
oberflache befinden und dementsprechend das BTX-B-Gerust 
senkrecht zur Lipidoberflache angeordnet ist['] (Abb. 4). 

Abb. 4. MacroModel-V4.5-Darstellung [12] von beispielsweise sechs zylindrisch 
angeordneten BTX-B-Molekiilen. Die beiden vorderen BTX-B-Molekiile sind nicht 
abgebildet. Zur klareren Darstellung sind die Kohlenstoffatome kleiner und die 
Sauerstoffatome groljer gezeichnet. Die Kronenether-ahnliche Anordnung der 
Sauerstoffatome, die starren, tram-anellierten Sechsringe sowie die dazwischen an- 
geordneten flexiblen D-, E- und H-Ringe (A), dic axialen Methylgruppen (B) 
und die endstandigen Substituenten am K-Ring (C) sind konservative Struktur- 
merkmale in Brevetoxinen sowie Ciguatoxinen und vermutlich entscheidend fur 
deren Aktivitat. Cholesterin ist hier nicht abgebildet, weil es wahrscheinlich ledig- 
lich die Lipid/BTX-B-Dynaniik herabsetzt und nicht init BTX-B spezifisch wechsel- 
wirkt. 

Die transmembrane Selbstorganisation von BTX-B und der 
selektive Kationentransport iiber einen Kanalmechani~mus[~~ 
sind mit dem Model1 in Abbildung4 vereinbar. Ein zweiter 
Wirkmechanismus von BTX mu13 deshalb in Betracht gezogen 
werden : die Kationenwanderung durch die Zellmembran infol- 
ge der transmembranen Selbstorganisation von BTX-B. In An- 
betracht der ahnlichen Strukturen von marinen Polyether-Toxi- 
nen['l ist zu vermuten, da13 der transmembrane Kationentrans- 
port ein allgemeiner Wirkmechanismus ist. Besonders Maito- 
toxin[lal kann als ein kovalent verkniipftes Brevetoxinassoziat 
betrachtet werden; seine hohe Toxizitat kann dann mit der ver- 
minderten kritischen Micellenkonzentration erklart werden. 
Die Abhangigkeit der Kanalbildung durch Brevetoxin B von 
Temperatur, An- oder Abwesenheit von Cholesterin usw. legt 
nahe, da13 in vivo das Eindringen in spezifische Zellmembranen 
und die Stabilisierung durch Selbstorganisation auch durch die 
An- oder Abwesenheit von Membranproteinen gesteuert wer- 
den kann. Uber weitere Untersuchungen, besonders zur Struk- 
tur von BTX-B nach der transmenibranen Selbstorgani~ation[~~ 
und zu Messungen an einzelnen Kanalen, werden wir berichten. 

Experimen telles 
BTX-BF wurde wie in Lit. [8] beschrieben hergestellt. Nach der Methode von Rey- 
nolds et al. [I 11 wurden 15 mg PC aus friscbem Eigelb, 90 mg Octyl-8-D-glucopyra- 
nosid, 60 nmol BTX-B oder BTX-BF und in einigen Experimenten (siehe Abb. 2) 
3.9 mg Cholesterin in 5 mL Chloroform/Methanol(2/1) gelost und durch Verdamp- 
fen des Losungsmittels ein dunner Film hergestellt. Nach vollstandiger Entfernung 
der organischen Losungsmittel wurde der Ruckstand in 1 mL 100mM LiCl 
(Schema 1, A, C, D) oder KCI (Schema I ,  B) und 10 mM Tri(hydroxymethy1)- 
aminomethan (Tris) bei pH = 7.4 gelost und die klare Losung gegen 100 mM LiCl 
(Schema 1, A, C, D) oder KCI (Schema 1, B) und 10 mM Tris bei pH =7.4 
(3 x 800 mL, 4 "C oder Raumtemperatur (siehe Abb. 2)) dialysiert. Die Lipidkon- 
zentration der so hergestellten Vesikellosungen wurde iiber den Phosphatgehalt 
nach Auflosung der Vesikel und die BTX-B/BTX-BF-Konzentration durch quanti- 
tative Umkehrphasen-HPLC (Detektion bei 210 nm/400 nm) bestimmt. Die Kon- 
zentration von lipidgebundenem BTX-BF wurde dariiber hinaus fluoreszenzspek- 
troskopisch ermittelt. Hierbei wurden die Emissionen bekannter Konzentrationen 
von freiem BTX-BF als Referenz verwendet. Die Zusammensetzung der Vesikel- 
losungen veranderte sich durch das Chromatographieren an Sephadex G-25 oder 
Sepharose CL 48 nicht. 300 pL Vesikzllosung wurden mit 240 pL 100 mM NaCl 
(Schema 1, A), KCI (Schema 1, C) oder CsCl (Schema 1, D) sowie 10 mM Tris 
(pH ~ 7 . 4 )  und 100 pL Verschiebungsreagens (10 mM DyC1, 30 mM (Me,N),P,O,,. 
10 mM Tris, pH = 7.4) versetzt. 
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