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Die Bildung von Riesenliposomen aus
kristallinen Komplexen von
Monoalkylammoniumtensiden und
4-Hydroxybiphenyl

Norihiro Yamada,* Mayumi lijima, Kulthida
Vongbupnimit, Keiichi Noguchi und Kenji Okuyama

Einkettige Alkylammoniumhalogenide sind wohlbekannte
kationische Tenside, die in Wasser eine micellare Struktur
annehmen. Eine Micelle ist ein kleines kugelformiges Ag-
gregat, das eine geringe Zahl von Tensidmolekiilen enthilt
und das sich unter normalen Bedingungen nicht in groBere
Aggregate wie z.B. ein Liposom iiberfithren 146t. Allerdings
weill man, daB sich eine micellare Losung niedriger Viskositét
unter bestimmten Bedingungen in eine hochviskose Losung
umwandeln 148t, wenn eine bestimmte aromatische Verbin-
dung, z.B. das Salicylat-Ion, hinzugefiigt wird.l! Transmis-
sionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen enthiill-
ten, daf3 die viskosen Losungen stdbchenformige Aggregate
enthielten.”l Vor kurzem berichteten einige Forscher*- und
einer von uns,® da Ammoniumtenside mit verschiedenen
aromatischen Verbindungen kristalline Komplexe bilden.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf sich in bindren
Mischungen von Ammoniumtensiden und aromatischen Ver-
bindungen Aggregate bilden, die groBer sind als Micellen. Wir
haben deshalb das Aggregationsverhalten von einigen kri-
stallinen Komplexen in Wasser untersucht und gefunden, daf3
die entstandenen Komplexe Riesenliposome mit Abmessun-
gen oberhalb eines Mikrometers sind. Die Riesenliposome
gehen dynamische Anderungen der Morphologie ein, wie sie
in dhnlicher Weise auch an wiBrigen Biolipiden!”l und an
wiBrigen Dialkylammoniumsalzen, die Doppelschichtstruk-
turen bilden, beobachtet wurden.!®!

In dieser Untersuchung wurden Dodecyltrimethylammo-
niumchlorid (DTAC) und -bromid (DTAB) sowie Cetyltri-
methylammoniumchlorid (CTAC) und -bromid (CTAB) als
typische micellenbildende Tenside verwendet. Diese Tenside
l6sten sich trotz der Unterschiede in den Kettenldngen und/
oder der Art des Gegenanions alle sehr gut in Wasser, wobei
sich schaumende und transparente Losungen niedriger Vis-
kositdt bildeten. Mit einem optischen Mikroskop, das mit
einem Dunkelfeldkondensator ausgeriistet war, konnten wir
in den wiBrigen Losungen (1-400mwm) keine Aggregate
nachweisen; demnach sollten sich kleine kugelformige Mi-
cellen gebildet haben. Wir haben dann binédre Mischungen der
Tenside und der aromatischen Verbindungen Biphenyl,
2-Naphthol, 4-Hydroxybiphenyl und 4,4'-Dihydroxybiphenyl
untersucht. Diese Arene bilden mit den genannten Tensiden
kristalline Komplexe, wenn die beiden Komponenten in
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einem Achatmorser gemeinsam gemorsert werden oder wenn
die Mischung aus der aromatischen Verbindung und dem
Tensid aus einem geeigneten organischen Losungsmittel
umkristallisiert wird.? Die kristallinen Komplexe werden
eingeteilt in ,,gastabhingige“ Komplexe, deren thermisches
Verhalten jenem des Gastkristallsi®! stark dhnelt, und in
»,wirtabhéngige“ Komplexe, deren thermisches Verhalten
dem des Wirtkristalls sehr #dhnlich ist.®®! Alle kristallinen
Komplexe mit Ausnahme des DTAB/4-Hydroxybiphenyl-
Paares gehoren entweder zu den gast- oder den wirtabhén-
gigen Komplexen (Tabelle 1). Die DTAB/4-Hydroxybiphe-
nyl-Mischung kann in Abhéngigkeit vom Mischungsverhalt-
nis beide Arten von Komplexen bilden.

Tabelle 1. Kristallarten und -morphologien in waBrigen kristallinen Kom-
plexen.[?

DTAX CTAX
X=CI- X =Br- X=CI- X=Br-
Biphenyl N, - N, - N, - N, wa (2:1)

4-Hydroxybiphenyl L,ga(1:1) L,ga(1:1) L,ga(1:1) LC,-
4 4'-Dihydroxybiphenyl C, — C,wa (2:1) C, wal’ C, -
2-Naphthol L,ga(1:1) L,- L, - LC, -

[a] Das Tensid und die aromatische Verbindung wurden in einem Morser in
molaren Verhiltnissen von 1:1 und 2:1 gemischt. Die Aggregatmorpho-
logie hing mit Ausnahme der DTAB/4-Hydroxybiphenyl-Mischung nicht
vom Mischungsverhéltnis ab. Diese Mischung bildete einen wirtabhéngi-
gen Komplex, wenn das DTAB/4-Hydroxybiphenyl-Verhéltnis 2:1 betrug.
Bei einem Mischungsverhiltnis von 1:1 wurden Kristallite gemeinsam mit
Liposomen beobachtet (siche Text). N: es wurden keine Kristallite und
keine Liposomen beobachtet; L: es wurden Liposome beobachtet; LC: es
wurden Liposomen und Kristallite beobachtet. ga: gastabhéngig; wa:
wirtabhingig; — keine Daten. [b] CTAC:4,4'-Dihydroxybiphenyl:H,0 =
2:1:2.

Zur Bestimmung der Morphologie wurden drei Methoden
angewendet (siche Experimentelles). Hauptsidchlich wurde
Methode I verwendet, wihrend die anderen beiden dazu
dienten, den Auflosungsproze3 der Komplexe und der
aromatischen Verbindungen in Wasser oder in der Tensidlo-
sung zu untersuchen. Die Ergebnisse der Beobachtungen mit
dem Mikroskop sind in Tabelle 1 zusammengefafit. Die
Abbildungen 1 und 2 zeigen typische mikroskopische Bilder
des wiBrigen DTAC/4-Hydroxybiphenyl-Komplexes. Man er-
kennt Liposomen mit verschiedenen Formen (Abbildung 1 a).
GroBle Liposomen waren erkennbar, wenn die Probe nach
Methode II beobachtet wurde (Abbildung 1b). Der Durch-
messer dieser Liposomen lag im Bereich von 10 bis 50 pm;
beim grofiten betrug er mehr als 100 um. Die Liposomen-
bildung wurde stark durch die Konzentration beeinflufit. Im
Falle der Losung von DTAC/4-Hydroxybiphenyl beobachte-
ten wir in verdiinnten Losungen unterhalb von 10mm
Kristallite statt Liposomen; in 10—20mM Losungen fanden
wir Kristallite und Liposomen und in Losungen oberhalb von
20mm nur Liposomen. Die Liposomen hielten sich in der 20-
mM-Losung mehrere Monate lang ohne Niederschlagsbil-
dung, sie sind also bei relativ hohen Konzentrationen stabil.
Es ist aber ungewohnlich, da3 hohe Wassergehalte die
Kristallite statt der Liposome begiinstigen. Zwar konnte
man dieses Phanomen im Prinzip thermodynamisch erkldren,
doch wird es noch detailliert weiter untersucht.
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Abbildung 1. Dunkelfeld-lichtmikroskopische Aufnahmen von aus dem
DTAC/4-Hydroxybiphenyl-Komplex gebildeten Liposomen; MaBstabsbal-
ken: 50 um. a) 20mm wiBrige Losung (Methode I); b) Liposomen mit
Durchmessern von 10 bis 50 um wurden bei Raumtemperatur beobachtet
(Methode II); c¢) beim Quellen des 4-Hydroxybiphenyl-Kristalls wurde
direkt nach dem Mischen ein myelinartiges Muster beobachtet (Metho-
de III).

Auch wenn 4-Hydroxybiphenyl zu einer Tensidlosung
gegeben wurde, beobachtete man Liposomstrukturen (Me-
thode III). Die Abbildungen 1c und 2 zeigen den Auflosungs-
prozefl von 4-Hydroxybiphenyl in einer DTAC-Losung. Es
erschienen sofort myelinartige Muster, wenn die 4-Hydroxy-
biphenyl-Kristalle mit einer ca. 30mM micellaren DTAC-
Losung gesittigt wurden (Abbildung 1c). Diese Muster
wuchsen zu langen Rohrenstrukturen heran (Abbildung 2 a),
die sich dann iiber rosenkranzartige Strukturen (Abbil-
dung 2b und c) in Liposomen umwandelten (Abbildung 2 d).
Diese morphologische Dynamik entspricht genau jener, wie
sie in Doppelschichtmembransystemen wie wiliriger Leci-
thin-) und wiBriger Dialkylammoniumbromid-Losung be-
obachtet wurde.®l Die anderen Tensid/4-Hydroxybiphenyl-
Systeme und das Tensid/2-Naphthol-System weisen die
gleiche morphologische Dynamik auf. Die Stabilitidt der
Liposomen hing von der Art des Tensides ab. Tenside mit
einer kiirzeren Alkylkette (DTAC und DTAB) konnten bei
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Abbildung 2. Dynamische morphologische Umwandlung von 4-Hydroxy-
biphenyl, die durch Hinzufiigen von wiBriger CTAC-Losung (ca.30mm)
ausgelost wurde (Methode I11); MaBstabsbalken: 25 pm. a) Eine flexible,
vom gequollenen 4-Hydroxybiphenyl-Kristall (b) isolierte Rohre; c) aus
der flexiblen Rohre aus (a) hat sich ein rosenkranzartiges Aggregat
gebildet; d) kleine Liposomen, die sich sich aus dem in (c) gezeigten
rosenkranzartigen Aggregat gebildet haben.

20mwMm die Liposomstruktur ohne Niederschlagsbildung iiber
mehrere Monate erhalten, wohingegen jene mit einer lidnge-
ren Kette (CTAC und CTAB) nach einem Tag bei Raum-
temperatur Niederschldge gaben.

Bei den kristallinen Komplexen des Tensid/Biphenyl- und
des Tensid/4,4’-Dihydroxybiphenyl-Systems wurden keine
Liposomen beobachtet. Auch wenn sich der erstgenannte
Komplex in Wasser l6ste, so fanden wir doch unter dem
optischen Mikroskop keine Aggregate (Methode I). Die
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Kristalle des Biphenyls verschwanden innerhalb eines Tages
nach dem Vermischen mit einer Tensidlosung (Methode I1I).
Der kristalline Tensid/4,4’-Dihydroxybiphenyl-Komplex 16ste
sich nicht in Wasser; wurde Methode III angewendet, so
blieben die 4,4'-Dihydroxybiphenyl-Kristalle in der Tensidlo-
sung intakt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daBl die
chemische Struktur des Gastmolekiils von entscheidender
Bedeutung ist. Die spontane Bildung der Liposomen er-
fordert das Vorhandensein einer Phenolgruppe.

Doppelschichtstrukturen werden vor allem von doppelket-
tigen Ammoniumtensiden aufgebaut, wohingegen einkettige
Ammoniumamphiphile Micellenstrukturen bilden.”! Einket-
tige Ammoniumamphiphile konnen jedoch Doppelschichtve-
sikel bilden, wenn sie mit einem anionischen micellenbil-
denden Tensid gemischt werden,!' weil dann das resultierende
Tonenpaar zwei hydrophobe Ketten aufweist. In unseren hier
beschriebenen Experimenten konnte eine dissozierte Pheno-
latgruppe, wenn sie denn gebildet wird, mit der kationischen
Ammoniumkopfgruppe wechselwirken. So wiirde ein Pseudo-
Doppelkettenamphiphil entstehen, das dem gepaarten Kat-
ion-Anion-Tensid entspricht, da das Hydroxyproton des
4-Hydroxybiphenyls innerhalb der hydrophilen Region dis-
soziiert, wo die Hydroxid-Anionen dicht beieinander liegen.
Wir beobachteten die Liposombildung jedoch in 0.1m HCI,
was die Dissoziation der Phenolgruppe verhindern sollte. Des
weiteren wurden in einem Einkristall, der aus der wiaBrigen
Losung des CTAB/4-Hydroxybiphenyl-Gemisches isoliert
wurde, Bromid-Anionen nachgewiesen, wohingegen kein
dissoziertes Phenolat beobachtet wurde. Die Kristallstruktur
entsprach im ibrigen vollstindig jener, die an einem aus
organischen Losungsmitteln erhaltenen Kristall bestimmt
wurde. Demnach sind elektrostatische Wechselwirkungen
nicht der wichtigste Faktor bei der spontanen Bildung der
Liposomen.

Die Bildung der Liposomen hingt stark von der Struktur
der kristallinen Komplexe ab, denn eine Liposomenstruktur
wurde nur von gastabhidngigen Komplexen gebildet. Der
Strukturunterschied zwischen den wirt- und den gastabhén-
gigen Komplexen besteht in der Packung der aromatischen
Molekiile (Abbildung 3). In den gastabhingigen Komplexen

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Packung in den Kristallstruk-
turen von wirt- (a) und gastabhéngigen Komplexen (b).

sind die langen Achsen der aromatischen Molekiile parallel
zu jenen der Tensidmolekiile; somit ist der hydrophobe
Biphenylteil in der hydrophoben Region der Tensidmolekiile
verborgen. Dagegen verdrehen sich die aromatischen Mole-
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kiile in den wirtabhéngigen Komplexen stark, so daf die
langen Achsen der Arene fast senkrecht zu denen der
Tensidmolekiile stehen. In diesem Fall bindet der hydrophobe
Biphenylteil an die hydrophilen Bereiche im Tensid und
vermindert so die Hydrophilie der Tenside. Gemi8 fritherer
Untersuchungen an wiBrigen Doppelschichtstrukturen ist die
molekulare Orientierung fast die gleiche wie im Kristall der
entsprechenden Komponente.l'] Tm vorliegenden Fall sollte
somit auch die lokale Struktur innerhalb des Riesenliposoms
der im Finkristall des entsprechenden Komplexes dhneln.
Daher sollte eine senkrechte Ausrichtung eher als eine
parallele zur Bildung einer Liposomenstruktur fithren, weil
die senkrechte Ausrichtung die Hydrophilie der Aggregate
vermindern sollte. Tatséchlich bildet DTAB/4-Hydroxybiphe-
nyl bei einem Mischungsverhiltnis von 1:1 ein Liposom,
wohingegen bei einem Verhéltnis von 2:1 ein Niederschlag
gebildet wird (Tabelle 1).

Experimentelles

Substanzen: Alle in dieser Untersuchung verwendeten Substanzen waren
bei Wako Pure Chemical Ind. Ltd., (Osaka, Japan) kommerziell erhiltlich.
Die kristallinen Verbindungen wurden durch Umkristallisieren einer
dquimolaren Mischung eines Tensids und einer aromatischen Verbindung
aus Aceton/Ethylacetat (1/1) erhalten. Ein Einkristall eines Komplexes
wurde wie in Lit. [6b, c] beschrieben hergestellt.

Mikroskopische Beobachtungen: Es wurden drei Methoden angewendet.
Methode I: Der kristalline Komplex wurde durch Ultraschallbehandlung
in Wasser (1-20mwm) dispergiert und dann beobachtet. Methode II: Eine
sehr kleine Menge des kristallinen Komplexes wurde zwischen einen
Objekttriager und ein Deckglas gebracht. Der Raum zwischen den Glas-
scheiben wurde mit Wasser gefiillt, und dann wurde die Beobachtung
durchgefiihrt. Methode III: Eine sehr kleine Menge der aromatischen
Verbindung wurde zwischen einen Objekttrager und ein Deckglas plaziert.
Der Raum zwischen den Glasscheiben wurde mit wiBriger Tensidlosung
(10-30mm) gefiillt, woraufhin dann die Beobachtung durchgefiihrt wurde.
Uberschiissiges Wasser oder iiberschiissige Losung wurde mit einem
Filterpapier von der Kante des Deckglases abgesogen. Die Probe wurde
mit farblosem Nagellack verschlossen, um das Verdampfen des Wassers zu
verhindern. Die Beobachtungen wurden mit einem Dunkelfeld-Licht-
mikroskop (OLYMPUS BHF) mit einer 200-W-Quecksilberhochdruck-
lampe (OSRAM HBO 200W/2) als Lichtquelle durchgefiihrt. Wir erhiel-
ten ein Negativ von 132 VergroBerungen auf einem KODAK-Tri-X-pan-
Film (ISO 400) unter Nutzung eines Kameramoduls (OLYMPUS PM-
10AD; Abbildung 1) oder ein einzelnes Bild mit einem digitalen Stand-
kamerasystem (Fuji Photo Film Co., Ltd.; FUJIX HC-300; Abbildung 2).
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Totalsynthese des (+)-Tolyporphin-A-O,0O-
diacetats mit der vorgeschlagenen Struktur**

Thomas G. Minehan und Yoshito Kishi*

1992 berichteten Moore und Mitarbeiter, daf3 der lipophile
Extrakt der cyanophyten Mikroalge Tolypothrix nodosa die
Mehrfachresistenz (multi-drug resistance, MDR)!! einer Vin-
blastin-resistenten Unterlinie einer humanen Eierstock-Ade-
nokarzinomlinie umkehrt und daf3 diese Aktivitit groften-
teils auf ein ungewohnliches Porphyrin, das Tolyporphin A,
zuriickzufiihren ist.??] Aufgrund umfassender spektroskopi-
scher Untersuchungen wurde fiir Tolyporphin A die Struktur
1a vorgeschlagen.l?] AnschlieBend wurden noch acht weitere
Tolyporphyrine (B-1) isoliert, die unterschiedlich starke

la (X=H) : ,,Tolyporphin A“
1b (X=Ac) : ,, Tolyporphin-A-O,O-diacetat"

Anti-MDR-Aktivitit aufwiesen.?® Die Struktur von Toly-
porphin A, der fiir diese Naturstoffklasse représentativen
Verbindung, besteht aus einem unsymmetrischen Dioxobac-
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teriochlorin-Kern mit C7 und C17 als quartiren Zentren, die
p-verkniipft C-Glycoside tragen.

Fasziniert von den einzigartigen Strukturen und der bio-
logischen Aktivitdt der Tolyporphine fiithrten wir Studien zu
ihrer Synthese durch. Insbesondere interessierten wir uns fiir
den Aufbau des Tolyporphin-Geriists aus den vier monocy-
clischen Vorldufern 2—4. Dieser Zugang hat den offensicht-
lichen Vorteil, dal der Vorldufer des C-Rings identisch mit

Me
CH,O1Bu

dem des A-Rings ist (2). Die Durchfiihrbarkeit der Methode
wurde anhand der Synthese des Modellchromophorst! de-
monstriert: Mit der Sulfidkontraktions/Iminoestercyclisie-
rungs-Methode von Eschenmoser und Mitarbeitern wurde
ein Octahydroporphyrin-Vorldufer aufgebaut, der dann in
einer doppelten Retroaldol/Oxidationssequenz zum Chromo-
phor der Tolyporphine weiterreagierte. Hier berichten wir
iiber eine Erweiterung dieser Route zur erfolgreichen Total-
synthese der vorgeschlagenen Struktur 1b von (+)-Tolypor-
phin-A-O,O-diacetat, woraus sich die Notwendigkeit einer
neuen Festlegung der Struktur fiir diese Naturstoffklasse
ergibt.

Da die Tolyporphine C-Glycosid-Unterstrukturen enthal-
ten, wollten wir den A-Ring-Vorldufer 2 aus einem geeig-
neten Kohlenhydrat wie 3,6-Didesoxy-p-xylose herstellen.
Dabei mufl man zwei Strukturcharakteristika von 2 beachten:
die 5-C-Glycosidbindung und das dem anomeren Zentrum
benachbarte quartdre Kohlenstoffatom. Wir haben kiirzlich
die Synthese sterisch gehinderter 5-C-Glycoside durch Lewis-
Saure-unterstiitzte Addition von Silylketenacetalen an Koh-
lenhydrat-1-O-acetate beschrieben.’! Damit blieb noch die
Frage, wie die Konfiguration des quartdren Kohlenstoffatoms
bei der C-Glycosidierung kontrolliert werden kann. Vorstell-
bar war, daf ein weiteres Chiralitdtszentrum im Nucleophil
die faciale Selektivitdt der Reaktion beeinflussen wiirde. Aus
zwei Griinden interessierten wir uns besonders fiir Silylke-
tenacetale mit einer geschiitzten Hydroxymethylgruppe an
C9: 1) Zur Optimierung der Stereoselektivitit in der C-Gly-
cosidierung konnte der Raumbedarf der Schutzgruppe va-
riiert werden; 2) die Hydroxymethylgruppe konnte nach der
Glycosidierung durch eine oxidative Diol-Spaltung entfernt
werden. Unter der Annahme, dafl sich ein Kohlenhydrat
einem Lacton bevorzugt von der Seite néhert, die der
dirigierenden chiralen Gruppe abgewandt ist, wurde erwartet,
daB ein (R)-Silylketenacetal wie 6[° (siche Schema 1) ein
C-Glycosid-Produkt mit der korrekten Konfiguration an C7
liefern wiirde.[”

Die Reaktion des Bisbenzylethers Sa mit dem fert-butyl-
substituierten 6a in Gegenwart von TMSOTf in CH,ClL,/THF
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