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ABSTRACT

THE STUDY OP MEMBRANE STRUCTURE 

USING_ F I L I P I N  AS A PROBE

b y  !
i

B. KUSUMA REDDY 

A d v i s e r :  P r o f e s s o r  R o b e r t  B i t t m a n

The o r g a n i z a t i o n  o f  l i p i d s  i n  m em branes  h a s  b e e n  i n ­

v e s t i g a t e d  i n  r e c e n t  y e a r s  b y  v a r i o u s  t e c h n i q u e s .  One 

a p p r o a c h  i s  t o  o b s e r v e  t h e  mode o f  a c t i o n  o f  a g e n t s  w h i c h  

i n t e r a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h  e i t h e r  p h o s p h o l i p i d s ,  s t e r o l s  

o r  p h o s p h o l i p i d - s t e r o l  c o m p l e x e s .  I n  t h i s  d i s s e r t a t i o n ,  

membrane  s t r u c t u r e  was  i n v e s t i g a t e d  by u s i n g  f i l i p i n  I I I  

a s  a  p r o b e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  s t e r o l s  w i t h  p h o s p h o l i p i d s  

i n  m ode l  membranes and i n  c i l i a r y  m em b ran es  o f  T e t r a h y m e n a  

p y r i f o r m i s  s t r a i n  W grown i n  t h e  a b s e n c e  and p r e s e n c e  o f  

s t e r o l s .

Model  membranes w e r e  p r e p a r e d  f ro m  b o t h  e g g  l e c i t h i n  

and  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n ,  w i t h  and w i t h o u t  s t e r o l s ,  and  w e re  

f r a c t i o n a t e d  on a g a r o s e  g e l s .  The i n t e r a c t i o n s  o f  f i l i p i n  

I I I  w i t h  a  hom ogeneous  f r a c t i o n  o f  v e s i c l e s  a s  w e l l  a s  

w i t h  c i l i a r y  membranes  i s o l a t e d  f r o m  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s



w e r e  s t u d i e d  b y  m o n i t o r i n g  c h a n g e s  i n  a b s o r b a n c e ,  f l u o r e s ­

c e n c e  and  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r a .

When t h e  a b s o r p t i o n  maxima o f  f i l i p i n  i n  n o n p o l a r  

s o l v e n t s  and i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v e s i c l e s  w e r e  c o m p a red  w i t h  

t h o s e  o f  t h e  p o l y e n e  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  i t  was f o u n d  t h a t  

t h e r e  w e r e  s h i f t s  t o w a r d  l o n g e r  w a v e l e n g t h s .  I n  t h e  p r e s ­

e n c e  o f  egg l e c i t h i n  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  s t e r o l s ,  t h e  r a t i o  

o f  p e a k s  323 n m /3 5 8  nm was ch an g e d  s i g n i f i c a n t l y .  T h i s  

c h a n g e  was a b s e n t  when t h i o c h o l e s t e r o l  was i n c o r p o r a t e d  i n  

t h e  v e s i c l e s .  The d e c r e a s e  w i t h  t i m e  i n  t h e  a b s o r p t i o n  

maxima o f  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  

a n d  w i t h o u t  s t e r o l s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  p r o b e  

t o  m o d e l  m em branes  i n v o l v e d  a  r e a c t i o n  t h a t  o c c u r r e d  d u r i n g  

t h e  c o u r s e  o f  s e v e r a l  h o u r s .

T h e r e  w as  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  

o f  f i l i p i n  on i n t e r a c t i o n  w i t h  v e s i c l e s  p r e p a r e d  f r o m  egg 

l e c i t h i n  b u t  t h i s  i n c r e a s e  was a b s e n t  i n  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n  

l a m e l l a e .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

i n t e r a c t i o n  d e p e n d e d  on t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h e  

d o u b l e  b o n d s  a n d  on t h e  p h a s e  o f  t h e  f a t t y  a c y l  c h a i n s .  

F i l i p i n  u n d e r w e n t  an  i n c r e a s e  i n  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  

on r e a c t i o n  w i t h  egg  l e c i t h i n  : c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s , s u g ­

g e s t i n g  t h a t  t h e  m o b i l i t y  o f  f i l i p i n  was  r e d u c e d  on b i n d i n g .

I n  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  s t u d i e s  t h e  a n t i b i o t i c  e x h i b i t e d  

e n h a n c e d  n e g a t i v e  d i c h r o i . c  b a n d s  when bound  t o  e g g  l e c i t h i n :  

c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s .

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  c i l i a r y  m em branes  l a c k i n g  s t e r o l s ,



b a t h o c h r o m i c  s h i f t s  o f  f i l i p i n  w e r e  a b s e n t  b u t  t h e  peak  

r a t i o  323 n m /3 5 8  nm o f  t h e  p o l y e n e  w as  i n c r e a s e d .  On b i n d ­

i n g  o f  f i l i p i n  t o  c i l i a r y  m em branes  c o n t a i n i n g  e r g o s t e r o l ,  

t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  a r o u n d  338  nm a n d  358  nm d e ­

c r e a s e d  , b a t h o c h r o m i c  s h i f t s  o c c u r r e d , t h e  p e a k  r a t i o  323  

nm/ 3 5 8  nm i n c r e a s e d  a n d  t h e  c i r c u l a r  d i c h r o i c  b a n d s  o f  t h e  

p o l y e n e  w e r e  e n h a n c e d .  T he  p e a k  r a t i o  323 nm/ 3 5 8  nm o f  

f i l i p i n  w as  i n c r e a s e d  f r o m  1 t o  1 . 2 6  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

t e t r a h y m a n o l - c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m em bran es  a nd  t o  1 .8 7  i n  

e r g o s t e r o l - c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m em b ranes  i n  e t h y l e n e  

g l y c o l - T r i s  b u f f e r  w hen  t h e  membrane p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n e d  

e q u i v a l e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t e t r a h y m a n o l  and  e r g o s t e r o l .  

C i l i a r y  m em b ran e s  c o n t a i n i n g  e r g o s t e r o l  may h a v e  a  h i g h e r  

a f f i n i t y  f o r  f i l i p i n  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  i n  a  medium 

d e f i c i e n t  i n  t h i s  s t e r o l ,

L a r g e  c h a n g e s  i n  t h e  c i r c u l a r  d i c h r o i c  b a n d s  o f  

f i l i p i n  o c c u r  when t h e  l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n  i s  s t r o n g .  

The c h a n g e s  i n  t h e  c i r c u l a r  d i c h r o i c  p r o p e r t i e s  o f  f i l i p i n  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m o d e l  m em branes  p r e p a r e d  w i t h  s t e r o l s  

a n d  c i l i a r y  m e m b ra n e s  o f  T e t r a h y m e n a  r e f l e c t  t h e  s t r e n g t h  

o f  t h e  l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n .  T h e s e  f i n d i n g s  s u p p o r t  

t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  p o l a r  l e c i t h i n  p h o s p h a t e  g r o u p  and  

t h e  c h o l e s t e r o l  h y d r o x y l  g r o u p  a r e  h y d r o g e n  b o n d e d  b e c a u s e  

m o d i f i c a t i o n s  a t  t h e  3 p o s i t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  p r o d u c e d  

m arked  c h a n g e s  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  a n d  c i r c u l a r  d i c h r o i c  

p r o p e r t i e s  o f  f i l i p i n .
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INTRODUCTION*

P o l y e n e  A n t i b i o t i c s

T h e  s e l e c t i v e  t o x i c i t y  o f  t h e  a n t i f u n g a l  a n t i b i o t i c s  

h a s  p r o m p te d  t h e i r  u s e  a s  b i o c h e m i c a l  t o o l s  f o r  t h e  i n ­

v e s t i g a t i o n  a n d  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  s t e r o l s  i n  

m e m b r a n e s .  T h e  mode o f  a c t i o n  o f  t h e  p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  

h a s  b e e n  e x p l a i n e d  b y  t h e  w e l l - k n o w n  " s t e r o l  r e c e p t o r "  

h y p o t h e s i s .  T h i s  h y p o t h e s i s  s t a t e s  t h a t  p o l y e n e  a n t i ­

b i o t i c s  b i n d  s p e c i f i c a l l y  t o  s t e r o l s .  C o n s i d e r a b l e  

e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  p o l y e n e s  b i n d  t o  s t e r o l s  p r e s e n t  

i n  t h e  m em b ran es  o f  f u n g i  an d  p r o d u c e  l e t h a l  c h a n g e s  i n  

mem brane  p e r m e a b i l i t y  ( 6 , 7 ) .  S t u d i e s  w i t h  p h o s p h o l i p i d  

d i s p e r s i o n s  i n d i c a t e d  t h a t  some p o l y e n e s  p r e f e r e n t i a l l y  

d i s r u p t  p h o s p h o l i p i d  s t r u c t u r e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  

( 8 ) .  M o n o l a y e r  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  p o l y e n e  

a n t i b i o t i c s ,  f i l i p i n  and n y s t a t i n ,  p e n e t r a t e d  m o n o l a y e r s  

o f  c h o l e s t e r o l  o r  e r g o s t e r o l  b u t  f a i l e d  t o  p e n e t r a t e  

m o n o l a y e r s  o f  p h o s p h o l i p i d s  ( 9 ) .  B i l a y e r  e x p e r i m e n t s  

showed t h a t  f i l m s  p r e p a r e d  f ro m  l e c i t h i n  w e re  r e n d e r e d

* T h e  l a b o r a t o r y  work  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  was 
c o m p l e t e d  i n  J u l y  1 9 7 1 •  A f t e r  t h e  w o rk  d e s c r i b e d  i n  
t h i s  t h e s i s  w a s  c o m p l e t e d ,  p u b l i c a t i o n s  a p p e a r e d  w h ic h  
i n d i c a t e d  t h a t  s p e c t r a l  c h a n g e s  o c c u r r e d  when p o l y e n e  
a n t i b i o t i c s  i n t e r a c t  w i t h  c h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  mem­
b r a n e s  ( 1 - 5 ) .  P r e l i m i n a r y  p u b l i c a t i o n  o f  a  p a r t  o f  
t h i s  w o r k  h a s  a p p e a r e d  i n  t h e  X X II I  I n t e r n a t i o n a l  
C o n g r e s s  o f  P u r e  a n d  A p p l i e d  C h e m i s t r y , I ,  461 ( 1 9 7 1 ) .



u n s t a b l e  b y  f i l i p i n  o n l y  when s t e r o l  was  p r e s e n t  ( 1 0 ) .  

The  a b i l i t y  o f  p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  t o  r e d u c e  s e r u m  

c h o l e s t e r o l  l e v e l s  u p o n  o r a l  a d m i n i s t r a t i o n  i n  d o g s  

i n d i c a t e d  t h a t  a  p o l y e n e  c o u l d  b e  u s e d  t o  s t u d y  v a r i o u s  

a s p e c t s  o f  c h o l e s t e r o l  m e t a b o l i s m  and f u n c t i o n  ( 1 1 ) .

The  p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  p r o d u c e d  l e s i o n s  i n  e r y t h r o c y t e  

m em branes  w h i c h  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  p r o d u c e d  by t h e s e  

a n t i b i o t i c s  i n  l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  l i p o s o m e s  ( 1 2 ) .  

A d d i t i o n  o f  s t e r o l s  t o  p o l y e n e s  c a u s e d  s p e c t r a l  c h a n g e s  

i n  a q u e o u s  s o l u t i o n s  o f  f i l i p i n  a n d  p r o v i d e d  e v i d e n c e  

t h a t  p o l y e n e s  c o u l d  i n t e r a c t  w i t h  s t e r o l s  i n  a  3 t e r e o -  

c h e m i c a l l y  d e f i n e d  m anner  t o  p r o d u c e  a  f i l i p i n - s t e r o l  

c o m p le x  ( 2 ,  1 3 ) -  C han g es  i n  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  

w e r e  o b s e r v e d  on t h e  b i n d i n g  o f  p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  t o  

s t e r o l s  and  t h e  b i n d i n g  c o n s t a n t s  c o u ld  b e  c o r r e l a t e d  

w i t h  t h e  p o t e n c i e s  o f  t h e  p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  ( 1 ) .  

T h e r e f o r e ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  f i l i p i n  c o u l d  

s e r v e  a s  a  p r o b e  o f  l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s .

M ode ls  o f  M embranes

Many m o d e l s  o f  membrane s t r u c t u r e  h a v e  b e e n  p r o ­

p o s e d  i n  r e c e n t  y e a r s  t o  s t u d y  t h e  m o l e c u l a r  o r g a n i z a ­

t i o n  o f  b i o l o g i c a l  membranes  and t h e  r e l a t i o n  o f  

s t r u c t u r e  t o  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n .

I n  18 9 5  O v e r t o n  o b s e r v e d  t h a t  l i p o p h i l i c  s u b s t a n c e s  

c o u l d  e a s i l y  p e n e t r a t e  m em b ra n e s ,  b u t  p o l a r  m o l e c u l e s  

c o u l d  n o t .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  l e d  t o  t h e  c o n c e p t  t h a t  

t h e  c e l l  membrane  was  a  l i p i d  b a r r i e r .  I n  1 9 2 5  G o r t e r



and G r e n d e l  s u p p o r t e d  t h i s  i d e a  ( 1 4 )  and  w e r e  t h e  f i r s t  

t o  p r o p o s e  t h e  b i l a y e r  m o d e l  ( 1 5 ) .  They  p r o p o s e d  t h a t  

t h e  r e d  c e l l  w as  composed o f  a  b i m o l e c u l a r  l a y e r  o f  

l i p i d s  ( f i g u r e  1 A ) .  T hey  e x t r a c t e d  l i p i d s  f ro m  r e d  

b l o o d  c e l l s  a n d  f o u n d  t h a t  t h e s e  l i p i d s  o c c u p i e d  a  s u r ­

f a c e  a r e a  t w i c e  t h a t  o f  e r y t h r o c y t e  c e l l s .  T h e i r  

e x p e r i m e n t s  i n  t h e  l i g h t  o f  t o d a y ' s  k n o w l e d g e  w e r e  d o n e  

p o o r l y  b e c a u s e  t h e  mean m o l e c u l a r  a r e a  o c c u p i e d  by  l i p i d  

m o l e c u l e s  d e p e n d s  on t h e  s u r f a c e  p r e s s u r e .  H ow ever ,  

r e c e n t  r e d e t e r m i n a t i o n s  by m od ern  m e t h o d s  o f  e x t r a c t i n g  

l i p i d s  and  m e a s u r i n g  s u r f a c e  p r e s s u r e  h a v e  s u p p o r t e d  

t h e i r  c o n c l u s i o n s  ( 1 6 ) .  I n  1935  D a v so n  a n d  D a n i e l l i  

p r o p o s e d  a  b i l a y e r  m o d e l  f o r  p l a s m a  m em branes  ( f i g u r e  I B ) .  

T h e i r  m ode l  c o n s i s t e d  o f  a  b i l a y e r  o f  c l o s e l y  p a c k e d  

p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s .  The  n o n p o l a r  p a r a f f i n  c h a i n s  

a r e  i n  c o n t a c t  w i t h  e a c h  o t h e r ,  w h e r e a s  t h e  p o l a r  e n d s  

a r e  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  p r o t e i n s  i n  a n  e x t e n d e d  

c o n f o r m a t i o n  ( 1 6 ) .

L a t e r  R o b e r t s o n  i n t r o d u c e d  t h e  u n i t  membrane s t r u c t u r e  

( 1 7 ) .  T h i s  m o d e l  was a  r e f i n e m e n t  o f  t h e  D a n i e l l i  m od e l  

b e c a u s e  t h e  t h i c k n e s s  was d e f i n e d  a nd  t h e  p r o t e i n  e x i s t e d  

on t h e  e x t e r i o r  s p r e a d  a s  a  m o n o l a y e r  ( f i g u r e  1 C ) .  T h e s e  

o b s e r v a t i o n s  w e r e  l a r g e l y  b a s e d  on e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  

s t u d i e s .

K av an u  p r o p o s e d  t h a t  n a t u r a l  m em b ran e s  e x i s t  a s  

p r o t e i n - l i p o p r o t e i n - l i p i d  c o m p l e x e s  ( 1 8 ) .  T h e s e  c o m p le x e s  

a r e  c a p a b l e  o f  e x i s t i n g  i n  many f o r m s .  T he  f o r m  h a v i n g



a  " c l o s e d "  c o n f i g u r a t i o n  h a s  a  b i l a y e r  o f  l i p i d  and  l i e s  

b e t w e e n  two p r o t e i n  m o n o l a y e r s .  T h e  " o p e n "  f o r m  i s  a r ­

r a n g e d  i n  t h e  fo r m  o f  a n  h e x a g o n a l  a r r a y  o f  c y l i n d r i c a l  

m i c e l l e s .

The membrane m odel  a s  c o n c e i v e d  by L u cy  i n d i c a t e d  

t h a t  i n c o r p o r a t i o n  o f  s t e r o l s  i n t o  b i o l o g i c a l  m em b ran e s  

p r o d u c e d  a l t e r a t i o n s  i n  membrane s t r u c t u r e  ( 1 9 ) .  Modi­

f i c a t i o n s  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  s t e r o l s  p r o d u c e d  p h a s e  

c h a n g e s  i n  t h e s e  m em b ran es .

Van d e n  H e u v e l  s u g g e s t e d  a  m o d e l  f o r  l e c i t h i n -  

c h o l e s t e r o l  c o m p le x .  The m o l e c u l a r  a s s o c i a t i o n  o f  

c h o l e s t e r o l  and  p h o s p h o l i p i d  i s  a r r a n g e d  i n  a  m a n n e r  s u c h  

t h a t  t h e  s t e r o i d  n u c l e u s  i s  i n  Van d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n

w i t h  t h e  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  and

a l s o  t h e  h y d r o x y l  g r o u p  o f  t h e  s t e r o l  i s  i n  c l o s e  c o n t a c t  

w i t h  t h e  p o l a r  g r o u p s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  ( 2 0 ) .

The  p r o t e i n  c r y s t a l  m o d e l  h a s  b e e n  p r o p o s e d  by

V a n d e r k o o i  ( 2 1 ) .  The membrane c o n s i s t s  o f  l i p i d s  and

p r o t e i n s .  The p r o t e i n s  a r e  g l o b u l a r  and b i m o d a l  

( a m p h i p a t h i c )  i n  n a t u r e .  The l i p i d  e x i s t s  a s  a  l a m e l l a r  

b i l a y e r  and  f i l l s  i n  t h e  s p a c e s  b e t w e e n  t h e  p r o t e i n s .

S i n g e r  and  N i c o l s o n  e x am in e d  s e v e r a l  m o d e l s  o f  

g r o s s  s t r u c t u r a l  organ:? n a t i o n  o f  m em b ran e s  and c o n c l u d e d  

t h a t  a  f l u i d  m o s a i c  s t r u c t u r e  was t h e  o n l y  membrane 

m o d e l  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  t h e r m o d y n a m i c s  o f  h y d r o p h o b i c  

i n t e r a c t i o n s  and  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  ( 2 2 ) .  I n  t h e  

m o s a i c  m o d e l  t h e  p r o t e i n s  h a v e  an  a m p h i p a t h i c  s t r u c t u r e



an d  a r e  a r r a n g e d  i n  a  m a n n e r  s u c h  t h a t  p o l a r  g r o u p s  f a c e  

t h e  a q u e o u s  p h a s e  an d  t h e  n o n p o l a r  g r o u p s  r e m a i n  i n s i d e  

t h e  h y d r o p h o b i c  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  m em brane .  The p r o t e i n s  

a r e  d i s t r i b u t e d  r a n d o m l y  i n  t h e  f o r m  o f  a g g r e g a t e s  i n  t h e  

m a t r i x  o f  t h e  b i l a y e r  o f  l i p i d s  a n d  p a r t s  o f  t h e  p r o t e i n  

m o l e c u l e s  a r e  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  p h o s p h o l i p i d s .  The 

p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s  i n  t h i s  m od e l  a r e  n o t  o f  a  

m a j o r  c o n s e q u e n c e  i n  t h e  membrane s t r u c t u r e .  The p h o sp h o ­

l i p i d s  a r e  a r r a n g e d  i n  a  c o n t i n u o u s  b i l a y e r  s t r u c t u r e  

w h e r e  t h e  i o n i c  and  p o l a r  h e a d  g r o u p s  a r e  i n  a s s o c i a t i o n  

w i t h  t h e  p r o t e i n s  a n d  t h e  n o n p o l a r  f a t t y  a c y l  c h a i n s  a r e  

i n  a  h y d r o p h o b i c  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  m em brane .  The p h o s p h o ­

l i p i d s  i n  t h i s  m o d e l ,  a s  i n d i c a t e d  b y  c a l o r i m e t r i c  d a t a  

a r e  i n  a  f l u i d  r a t h e r  t h a n  i n  a  c r y s t a l l i n e  p h a s e  i n  a l l  

f u n c t i o n a l  c e l l  m e m b r a n e s .



F i g u r e  1 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n s  o f  membrane  m o d e l s .

a .  H y p o t h e t i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  p l a s m a  membrane a s  
v i s u a l i z e d  by  G o r t e r  and  G r e n d e l .

b .  T he  b i l a y e r  m ode l  o f  D av so n  a n d  D a n i e l l i .  A l a y e r  
o f  l i p i d  i s  b o u n d e d  on e a c h  s i d e  b y  m o n o l a y e r s  o f  
p h o s p h o l i p i d  m o l e c u l e s ,  t h e  p o l a r  e n d s  o f  w h i c h  a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  g l o b u l a r  p r o t e i n s .

c .  The  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  t h e  u n i t  membrane  a s  
c o n c e i v e d  by J . D .  R o b e r t s o n .  T h i s  m o d e l  d e f i n e s  
t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  l i p i d  l a y e r .  P r o t e i n  e x i s t s  
on t h e  e x t e r i o r  o f  t h e  m em brane  a s  a  c o n t i n u o u s  
m o n o l a y e r .

d .  The  b i l a y e r  m ode l  o f  v e s i c l e s  s k e t c h e d  s c h e m a t i c a l l y .
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C h e m i s t r y  o f  F i l i p i n

The p o l y e n e  a n t i b i o t i c  f i l i p i n  i s  p r o d u c e d  by  

S t r e p t o m y c e s  f i l i p e n s i s  w h i c h  was i s o l a t e d  f r o m  t h e  s o i l  

o f  t h e  P h i l i p p i n e s .  The s t r u c t u r e  o f  f i l i p i n  was  e s t a b ­

l i s h e d  by C e d a r  a n d  R y h a g e  ( 2 3 ) .  The p r o p o s e d  f o r m u l a  o f  

f i l i p i n  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  2 .  I t  i s  a  y e l l o w  

c r y s t a l l i n e  compound w i t h  a n  e m p i r i c a l  f o r m u l a  o f  

C ^ H ^ q O - q  ( 24*  2 5 ) .  The  c r y s t a l l i n e  m a t e r i a l  c o n s i s t i n g  

o f  t h e  f i l i p i n  c o m p le x  h a s  a  s p e c i f i c  r o t a t i o n ,  [ o C ' ] ^  f 

o f  - 1 4 8 . 3  ( c  0 . 8 9  i n  m e t h a n o l ) .  I t  h a s  a  c h a r a c t e r i s t i c  

u v  s p e c t r u m  w i t h  a b s o r p t i o n  maxima a t  3 5 8 , 338  and  323  nm 

a nd  a  s h o u l d e r  a t  305 nm. The l i g h t  a b s o r p t i o n  o f  t h e  

a n t i b i o t i c  i s  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c o n j u g a t e d  

d o u b l e  b o n d s  and  a l s o  t o  t h e  l a c t o n e  g r o u p  i n  t h e  m o l e c u l e  

The a n t i b i o t i c  i s  u n s t a b l e  t o  h e a t  and  l i g h t .  I t  

r e a d i l y  d e c o m p o s e s  w i t h  l o s s  o f  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .

The d e g r a d a t i o n  p r o d u c t  i n d u c e d  b y  h e a t  h a s  a n  a l t e r e d  

u v  s p e c t r u m  and  a  c o m p l e t e  l o s s  o f  s p e c i f i c  r o t a t i o n  

(25* 2 6 ) .  C a t a l y t i c  h y d r o g e n a t i o n  o f  f i l i p i n  r e s u l t e d  

i n  t h e  l o s s  o f  o p t i c a l  a c t i v i t y ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a  

r a c e m i c  m i x t u r e  o f  d i a s t e r e o i s o m e r s  w e r e  p r o d u c e d  i n  t h e  

r e d u c t i o n  o f  t h e  p o l y e n e  ( 2 6 ) .

F i l i p i n  i s  a  c o m p l e x  c o n s i s t i n g  o f  f o u r  c o m p o n e n ts  

( 2 7 ) .  T h r e e  o f  t h e  f o u r  c o m p o n e n t s  c o n s t i t u t e  96$  o f  

t h e  c o m p le x .  The a n t i b i o t i c  h a s  b e e n  s e p a r a t e d  i n t o  

f o u r  c o m p o n e n ts  by t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  on s i l i c a  g e l



F i g u r e  2 .  The  s t r u c t u r e  o f  f i l i p i n  a s  e s t a b l i s h e d  b y  
C e d a r  and  R yhage  ( 2 3 ) .
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T h ey  d i f f e r  i n  t h e i r  R f  v a l u e s  a nd  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  I ,  

I I ,  I I I  and  IV ( 2 7 ) .  F i l i p i n  I I  a n d  I I I  a r e  t h e  m o s t  

p o t e n t  and  h e m o l y t i c  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  c o m p le x  a n d
i

a c c o u n t  f o r  t h e  a n t i b i o t i c s  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  ( 2 8 ) .  

C o m p a r i s o n  o f  t h e  a n t i f u n g a l  a c t i v i t i e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  

f i l i p i n  c o m p o n e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

a n t i b i o t i c  was m a i n l y  d u e  t o  t h e  l a r g e  a m o u n t s  o f  

f i l i p i n  I I  and  I I I  p r e s e n t  i n  t h e  c o m p l e x  ( 2 7 ) .

R e c e n t  m ass  s p e c t r a l  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  

f i l i p i n  IV i s  i s o m e r i c  w i t h  f i l i p i n  I I I ,  and  t h a t  f i l i p i n  

I I  and  I  c o n t a i n  one  and two h y d r o x y l  g r o u p s  f e w e r  t h a n  

f i l i p i n  I I I ,  r e s p e c t i v e l y  ( 2 9 ) .  F i l i p i n  I I I  h a s  t h e  

s t r u c t u r e  p r o p o s e d  by C e d a r  and  R y h a g e .



M o n o l a y e r s

S u b s t a n c e s  s u c h  a s  l o n g  c h a i n  f a t t y  a c i d s  and 

a l c o h o l s ,  when  s p r e a d  on t h e  s u r f a c e  o f  w a t e r  f o r m  a  

f i l m  a t  t h e  a i r / w a t e r  i n t e r f a c e .  The mean m o l e c u l a r  

a r e a  o c c u p i e d  by  t h e s e  m o l e c u l e s  d e p e n d s  on t h e  s u r f a c e  

p r e s s u r e  o f  t h e  m o n o l a y e r s .  P l o t s  o f  s u r f a c e  p r e s s u r e  

a g a i n s t  a r e a  o f  t h e  f i l m  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  m o l e c u l a r  

a r e a  d e p e n d s  on t h e  n a t u r e  o f  t h e  s u b s t a n c e  a n d  on tem ­

p e r a t u r e  and  pH. Prom s t u d i e s  on  m o n o m o l e c u l a r  l a y e r s  

o f  p h o s p h o l i p i d s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  o b s e r v e  t h e  i n t e r ­

a c t i o n s  b e t w e e n  f a t t y  a c i d s  o f  v a r y i n g  c h a i n  l e n g t h  

and  s a t u r a t i o n ,  b e t w e e n  f a t t y  a c i d s  and  c h o l e s t e r o l  

and  b e t w e e n  f a t t y  a c i d s  and  p h o s p h o l i p i d s  ( 3 0 ) .

The f o r c e - a r e a  a n d  s u r f a c e  p o t e n t i a l  m e a s u r e m e n t s  

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  mean m o l e c u l a r  a r e a  o c c u p i e d  by  a  

l e c i t h i n  m o l e c u l e  d e c r e a s e d  w i t h  an  i n c r e a s e  i n  t h e  

l e n g t h  o f  t h e  s a t u r a t e d  h y d r o c a r b o n  c h a i n  ( 3 1 ) .  The 

a r e a  p e r  m o l e c u l e  i n  s y n t h e t i c  m o n o l a y e r s  i n c r e a s e d  

w i t h  i n c r e a s i n g  u n s a t u r a t i o n  i n  t h e  f a t t y  a c y l  c h a i n s  

( 3 2 ) .  T he  mean a r e a  p e r  m o l e c u l e  i n  m ix e d  f i l m s  o f  

c h o l e s t e r o l  w i t h  s a t u r a t e d  l e c i t h i n s  f o l l o w e d  a  s i m p l e  

a d d i t i v i t y  r u l e  ( 3 3 ) •  A c o n d e n s i n g  e f f e c t  w i t h  c h o l e s ­

t e r o l  was  e v i d e n c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l e c i t h i n s  h a v i n g  

one  o r  m ore  d o u b l e  b o n d s  i n  one  o r  b o t h  o f  t h e  f a t t y  

a c y l  c h a i n s  ( 3 0 ) .  S h a h  a n d  S c h u lm a n  p o s t u l a t e d  t h a t  i n  

m ix e d  m o n o l a y e r s  o f  l e c i t h i n ,  c h o l e s t e r o l  d i d  n o t  c o n ­

d e n s e  t h e  m o n o l a y e r  n o r  d i d  i t . h a v e  m o l e c u l a r  i n t e r -



a c t i o n  w i t h  t h e  p h o s p h o l i p i d s ,  i n s t e a d  t h e  s t e r o l  o c c u r  

p i e d  t h e  v a c a n t  s p a c e s  i n  t h e  p h o s p h o l i p i d  m o n o l a y e r .  

S h e r e f o r e  i n  t h i s  m o d e l  t h e  a d d i t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  d i d .  

n o t  l e a d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a r e a  ( 3 3 ) .  A m ore  c o n v i n c ­

i n g  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h i s  e f f e c t  was s t a t e d  h y  Demel 

and  c o w o r k e r s  ( 3 0 ) .  (They a l s o  o b s e r v e d  t h e  same 

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  i n t e r f a c i a l  b e h a v i o r  o f  m ix e d  c h o l e s t e r o l -  

s a t u r a t e d  l e c i t h i n  m o n o l a y e r s  a nd  a t t r i b u t e d  t h e s e  

d i f f e r e n c e s  t o  t h e  i n c r e a s e d  Van d e r  W a a ls  f o r c e s  b e t w e e n  

u n s a t u r a t e d  l e c i t h i n s  and  s t e r o l s .  The a b i l i t y  o f  p o l y ­

u n s a t u r a t e d  l e c i t h i n s  t o  c o n d e n s e  w i t h  c h o l e s t e r o l  was  

r e d u c e d  on i n c r e a s i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  i n  c h o l e s t e r o l -  

c o n t a i n i n g  m o n o l a y e r s .  The t e m p e r a t u r e  c h a n g e s  i n d u c e d  

d i s t o r t i o n s  i n  t h e  d o u b l e  b o n d s .  The d i s t o r t i o n  p r o d u c e d  

a  r e d u c t i o n  i n  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d s  w i t h  

s t e r o l s .  The m i x i n g  o f  t h e  p o l y u n s a t u r a t e d  p h o s p h o l i p i d s  

w i t h  t h e  s t e r o l s  may c a u s e  c h a n g e s  i n  t h e  e n t r o p y  o f  t h e  

h y d r o c a r b o n  c h a i n s .  T h i s  may l e a d  t o  s t r u c t u r e - b r e a k i n g  

e f f e c t s  on t h e  w a t e r  a d j a c e n t  t o  t h e  m o n o l a y e r .  T hus  t h e  

c o n d e n s a t i o n  phenomenon r e s u l t s  f r o m  Van d e r  W a a l ' s  i n t e r ­

a c t i o n  and  a l t e r a t i o n  i n  t h e  e n t r o p y  o f  t h e  f a t t y  a c y l  

c h a i n s  and  c h a n g e s  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  w a t e r .  A l l  t h e s e  

‘e f f e c t s ,  i t  h a s  b e e n  e x p e r i m e n t a l l y  o b s e r v e d ,  a r e  g o v e r n e d  

by  t e m p e r a t u r e .



"Thin L i p i d  Membranes

T h i n  l i p i d  m em branes  a r e  a l s o  known a s  s i n g l e  

b i l a y e r  m em branes  and  a s  b l a c k  l i p i d  m e m b ran e s .  They  

a r e  fo rm e d  by a p p l y i n g  a  m e m b r a n e - f o r m i n g  s o l u t i o n  

w i t h  a  f i n e  s a b l e  b r u s h  a c r o s s  a  c i r c u l a r  h o l e  

h a v i n g  a  p a r t i t i o n  made f r o m  a  t e f l o n  o r  p o l y e t h y l e n e  

c u p .  An a p e r t u r e  o f  1 - 2  mm i n  d i a m e t e r ,  s e p a r a t e s  

tw o  a q u e o u s  p h a s e s  ( 3 4 ) .  The s e q u e n c e  o f  e v e n t s  

l e a d i n g  f ro m  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  t h i c k  f i l m  t o  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  a  t h i n  b l a c k  membrane c a n  b e  o b s e r v e d  

by  r e f l e c t e d  l i g h t .

I n  a l l  m e m b r a n e - f o r m i n g  s o l u t i o n s , a n  a m p h i p a t i c  

c o m p o n e n t  and  a  h y d r o c a r b o n  s o l v e n t  a r e  p r e s e n t .  

P h o s p h o l i p i d  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  l i p i d s  o r  l i p i d s  

i s o l a t e d  f ro m  r e d  c e l l  m em branes  o r  s y n t h e t i c  l e c i t h i n ,  

s p h i n g o m y e l i n ,  p h o s p h a t i d y l  i n o s i t o l  o r  d i o l e o l e c i t h i n  

a r e  d i s s o l v e d  i n  a  h y d r o c a r b o n  s u c h  a s  h e x a n e ,  o c t a n e ,  

h e p t a n e ,  d e c a n e  o r  n - t e t r a d e c a n e .  A d d i t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  

t o  t h e s e  m e m b r a n e - f o r m i n g  s o l u t i o n s  h a s  a l s o  y i e l d e d  

s t a b l e  s t r u c t u r e s .

I t  i s  g e n e r a l l y  r e c o g n i z e d  t h a t  t h i n  l i p i d  mem­

b r a n e s  a r e  b i l a y e r s .  T h e r e  a r e  s e v e r a l  r e a s o n s  f o r  

r e a c h i n g  s u c h  a  c o n c l u s i o n .  R e s u l t s  o b t a i n e d  f ro m  

c a p a c i t a n c e  m e a s u r e m e n t s  ( 3 5 )  » o p t i c a l  m e a s u r e m e n t s  

( 3 6 )  and e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  ( 3 7 )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

t h i c k n e s s  o f  t h e  l i p i d  f i l m  was 60^ 2 0 $  .



The c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  b i l a y e r s  h a s  b e e n  

d e t e r m i n e d  by  u s i n g  r a d i o a c t i v e  c o n s t i t u e n t s  i n  t h e  

m e m b r a n e - f o r m i n g  s o l u t i o n s .  The a n a l y s i s  o f  t h e  

r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  r a t i o  o f  c h o l e s t e r o l  t o  

p h o s p h o l i p i d  i s  t h e  same i n  m e m b r a n e - f o r m i n g  s o l u t i o n  a s  

i n  t h e  f i l m ,  b u t  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  7 0 0 : 1  o f  t h e  

h y d r o c a r b o n :  p h o s p h o l i p i d  i n  t h e  m e m b r a n e - f o r m i n g  

s o l u t i o n  i s  a l t e r e d  t o  a  m o l a r  r a t i o  o f  1 0 : 1  i n  t h e  

f i l m  ( 3 8 ) .  T h e r e f o r e  by  t h i s  m ethod  o f  p r e p a r a t i o n ,  i t  

i s  n o t  p o s s i b l e  t o  e l i m i n a t e  t h e  h y d r o c a r b o n  s o l v e n t  

i n  t h i n  l i p i d  m em b ran es .

The b i l a y e r  i s  s t a b l e  f o r  h o u r s  and  s o m e t i m e s  d a y s  

u n d e r  p r o p e r  c o n d i t i o n s .  I f  a p p r o p r i a t e  p r e c a u t i o n s  t o  

e x c l u d e  o x y g e n  a r e  o b s e r v e d ,  o x i d a t i o n  o f  t h e  f i l m  

l e a d i n g  t o  f i l m  r u p t u r e  c a n  b e  p r e v e n t e d  ( 3 9 ) .

T he  b i l a y e r  membrane h a s  a  low  s u r f a c e  t e n s i o n  

( 1  d y n e / c m ) .  T h i s  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  p l a s m a  

m em b ran es  o f  s h e e p  r e d  c e l l s  ( 4 0 ,  4 1 ) .  T h e  lo w  s u r f a c e  

t e n s i o n  o f  t h e  p l a s m a  membrane was b e l i e v e d  t o  b e  due  

t o  a d s o r b e d  p r o t e i n s  on t h e  s u r f a c e  ( 4 1 ) ,  b u t  t h e s e  

s t u d i e s  showed t h a t  b i l a y e r  f i l m s  a l s o  p o s s e s s  t h e s e  

p r o p e r t i e s .

The e l e c t r i c a l  r e s i s t a n c e  o f f e r e d  by  b l a c k  l i p i d  

m em b ranes  v a r i e s  w i t h  t h e  s o l v e n t  u s e d  i n  t h e  m em b ran e -  

f o r m i n g  s o l u t i o n .  The r e s i s t a n c e  o f  m em b ran e s  fo rm e d
O  Q  p

f r o m  d e c a n e  s o l u t i o n s  was o f  t h e  o r d e r  1 0  -  1 0  S I  cm ;



t h e  r e s i s t a n c e  o f  m em branes  o b t a i n e d  f r o m  c h l o r o f o r m -
C £  _ p

m e t h a n o l  was b e t w e e n  1CK -  1 0  i L  cm . T h i s  i n d i c a t e d  

t h a t  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e s e  l i p i d  m em branes  was i n ­

c r e a s e d  i n  a  n o n p o l a r  e n v i r o n m e n t .  When i o n i c  s o l u t i o n s  

a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  p l a c e d  on e i t h e r  s i d e  

o f  t h e  m em b ran e ,  a  d i f f u s i o n  p o t e n t i a l  was  p r o d u c e d  

w h i c h  was u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  t r a n s f e r e n c e  n u m b e r s  i n  

t h e s e  s y s t e m s .  The  p o t e n t i a l  d i f f e r e n c e  m e a s u r e m e n t s  i n ­

d i c a t e d  t h a t  c a t i o n s  w e r e  m ore  p e r m e a b l e  t h a n  a n i o n s  

when t h e  m em b ranes  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  e r y t h r o c y t e s  ( 4 2 ) .

The f i l m s  w e r e  n o t  p e r m e a b l e  t o  u r e a ,  e r y t h r i t o l  

and  g l y c e r o l  ( 4 3 ) .  L i p i d  s o l u b l e  o r g a n i c  s u b s t a n c e s  s u c h  

a s  i n d o l e  ( 4 4 )  a n d  l a r g e  m o l e c u l e s  l i k e  t o b a c c o  m o s a i c  

v i r u s  c o u l d  p a s s  t h r o u g h  t h e s e  m em branes  ( 4 5 ) .

C o m p a r i s o n  o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f  b l a c k  l i p i d  mem­

b r a n e s  w i t h  n a t u r a l  m em branes  show s t r i k i n g  s i m i l a r i t i e s  

s u c h  a s  i o n  c o n d u c t i v i t y  and  w a t e r  p e r m e a b i l i t y .  E l e c ­

t r i c a l  e x c i t a b i l i t y  c o u l d  b e  i n d u c e d  i n  t h e s e  f i l m s  by  

a d d i t i o n  o f  m a t e r i a l  o b t a i n e d  f r o m  c u l t u r e s  o f  

A e r o b a c t e r  c l o a c a e  ( 4 6 ) ,  T h i s  m a t e r i a l  i s  g e n e r a l l y  

r e f e r r e d  t o  a s  EIM ( e x c i t a b i l i t y  i n d u c i n g  m a t e r i a l ) .

When EIM was a d d e d  t o  e i t h e r  o r  b o t h  s i d e s  o f  t h e  f i l m ,  

e l e c t r i c a l  r e s i s t a n c e  was l o w e r e d .  The  e l e c t r i c a l  

p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  f i l m s  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  b i o l o g i c a l  

e x c i t a b l e  s y s t e m s  ( 4 7 ) .  The i o n  s e l e c t i v i t y  o f  t h e s e  

l i p i d  f i l m s  was  a l t e r e d  by  a n t i b i o t i c s  s u c h  a s



v a l i n o m y c i n  ( 4 8 ) ,  g r a m i c i d i n  ( 4 8 )  and  p o l y e n e  a n t i ­

b i o t i c s  ( 1 0 ) ,  and t h e s e  r e s u l t s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  

t h e  b i o l o g i c a l  f i n d i n g s  t h a t  t h e s e  a n t i b i o t i c s  e x e r t  

s i m i l a r  e f f e c t s  i n  n a t u r a l  m e m b ra n e s .



L ip o s o m e s

Bangham , S t a n d i s h  a n d  W a t k i n s  p r e p a r e d  a  sys t 'em  o f  

c o n c e n t r i c  s h e l l s  o f  p h o s p h o l i p i d s  o f t e n  r e f e r r e d  t o  a s  

l i p o s o m e s  ( 4 9 ) .  They  s t u d i e d  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  m ode l  

mem brane  s t r u c t u r e s .  L i p o s o m e s  s h a r e  some common f e a t u r e s  

w i t h  b i o l o g i c a l  m em branes  i n  p e r m e a b i l i t y  p r o p e r t i e s .  The 

m o d e l  membrane s y s t e m ,  i n  a n  a q u e o u s  m edium , r e s e m b l e  

m i t o c h o n d r i a ,  e r y t h r o c y t e s  an d  l y s o s o m e s .  L y t i c  a g e n t s  

s u c h  a s  s t r e p t o l y s i n  S a n d  c e r t a i n  s t e r o i d s  a l t e r e d  t h e  

p e r m e a b i l i t y  b e h a v i o r  o f  t h e  l i p o s o m e s .  The p e r m e a b i l i t y  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  l i p o s o m e s  when e x p o s e d  t o  t h e s e  

a g e n t s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  b i o l o g i c a l  m em branes  ( 5 0 ) .

T he  d i m e n s i o n s  o f  t h i s  s y s t e m  d e p e n d  on v a r i o u s  e x t e r n a l  

f a c t o r s  s u c h  a s  w a t e r  c o n t e n t ,  t e m p e r a t u r e ,  i o n i c  s t r e n g t h  

and  m e th o d  o f  d i s p e r s i o n .

Egg l e c i t h i n  c o n t a i n s  a  m i x t u r e  o f  s a t u r a t e d  and  u n ­

s a t u r a t e d  l o n g  c h a i n  f a t t y  a c i d s  and  when d i s p e r s e d  i n  

b u f f e r ,  l i p o s o m e s  a r e  f o r m e d  ( 5 1 ) .  When v i e w e d  i n  t h e  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  a f t e r  n e g a t i v e  s t a i n i n g ,  l i p o s o m e s  

a p p e a r  t o  a s s u m e  a  v a r i e t y  o f  s i z e s  and  s h a p e s .  The l i p o s o m e s  

e x h i b i t  p o s i t i v e ,  n e g a t i v e  o r  z e r o  b i r e f r i n g e n c e ,  d e p e n d i n g  

u p o n  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  p r e s e n t  i n  t h e  s p h e r u l e s .

The p e r m e a b i l i t y  o f  l i p o s o m e s  d e p e n d s  on t h e  s t r u c t u r e  

o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  ( 4 9 )  and  t h e  p r e s e n c e  o f  c h a r g e d  com­

p o n e n t s  i n  t h e  d i s p e r s i o n  ( 5 2 ) .  The  c a t i o n  and a n i o n  

p e r m e a b i l i t y  o f  l i p o s o m e s  c a n  b e  a l t e r e d  by i n t r o d u c i n g  

c h a r g e d  s u b s t i t u e n t s  i n  t h e  d i s p e r s i o n .  E o r  e x a m p le .



when t h e  l i p o s o m e s  c o n t a i n e d  s t e a r y l a m i n e , t h e  r a t i o  o f  

C l " / K + was i n c r e a s e d ,  b u t  when t h e  l i p o s o m e s  c o n t a i n e d  

s t e a r i c  a c i d ,  t h e  r a t i o  d e c r e a s e d  ( 5 2 ) .

T he  p e r m e a b i l i t y  p r o p e r t i e s  o f  t h e  l i p o s o m e s  a n d  t h i n  

l i p i d  m em branes  p r e s e n t  s t r i k i n g  d i f f e r e n c e s .  L ip o s o m e s  

w e r e  m ore  p e r m e a b l e  t o  a n i o n s  t h a n  c a t i o n s ,  b u t  t h e  r e v e r s e  

was t r u e  f o r  t h i n  l i p i d  m e m b ra n e s ,  when  i d e n t i c a l  l i p i d  

c o m p o s i t i o n  was p r e s e n t  i n  b o t h  t h e  s y s t e m s  ( 5 1 ) .

V e s i c l e s

S t a b l e  a q u e o u s  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  v e s i c l e s  w e r e  ob­

t a i n e d  b y  p r o l o n g e d  u l t r a s o n i c  i r r a d i a t i o n  u n d e r  n i t r o g e n  

f o l l o w e d  by  m o l e c u l a r  s i e v e  c h r o m a t o g r a p h y  on l a r g e - p o r e  

a g a r o s e  g e l s  ( 5 3 ) .  A f r a c t i o n  o f  t h e  s e p a r a t e d  v e s i c l e s  

was o b s e r v e d  t o  b e  h o m o g e n e o u s .  R e c h r o m a t o g r a p h y  on a g a r o s e  

g e l ,  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  e x p e r i m e n t s  a n d  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y  i n d i c a t e d  t h a t  t h i s  f r a c t i o n  c o n s i s t e d  o f  a
g

s i n g l e  s p e c i e s  h a v i n g  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 . 1  x  10  . 

P h y s i c a l  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  i n t r i n s i c  v e l o c i t y ,  p a r t i a l  

s p e c i f i c  v o lu m e  ( 5 4 )  and d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  ( 5 5 )  o f  t h e  

h o m o g e n e o u s  f r a c t i o n  o f  v e s i c l e s  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d .

The s t r u c t u r e  o f  t h e  v e s i c l e s  i s  s c h e m a t i c a l l y  s k e t c h e d  

i n  f i g u r e  ID .

N a t u r a l  Membranes

C i l i a r y  Membranes

T he  c i l i a r y  membrane o f  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  i s  a  

t h r e e - l a y e r e d  c e l l  m em brane .  I n  T e t r a h y m e n a ,  t h e  a x o n e m a l



f i b e r s  c a n  b e  r em o v e d  f r o m  t h e  c i l i a  by  t r e a t i n g  t h e  c e l l s  

w i t h  0 . 6  M p o t a s s i u m  i o d i d e  t o  rem o v e  m i c r o t u b u l e s  a n d  t o  

o b t a i n  c i l i a r y  m em branes  ( 5 6 ) .  C i l i a  o b t a i n e d  f r o m  c e l l s  

g ro w n  i n  a  p r o t e o s e  p e p t o n e  medium w i t h  y e a s t  e x t r a c t  

c o n t a i n  a  t r i t e r p e n o i d  p e n t a c y c l i c  a l c o h o l ,  t e t r a h y m a n o l .  

T e t r a h y m e n a  c e l l s  a l s o  grow  w i t h  e r g o s t e r o l  i n  t h e  medium. 

When t h i s  e x o g e n o u s  s t e r o l  i s  s u p i p l i e d ,  t h e  o r g a n i s m  i s  

c a p a b l e  o f  i n c o r p o r a t i n g  t h e  s t e r o l  i n t o  i t s  c i l i a r y  

m em branes  and  e r g o s t e r o l  r e p l a c e s  t e t r a h y m a n o l  ( 5 7 ) .



E f f e c t  o f  F i l i p i n  on  M odel  Membranes

M o n o l a y e r s

F o r c e - a r e a  a n d  s u r f a c e  p r e s s u r e  m e a s u r e m e n t s  demon­

s t r a t e d  t h a t  f i l i p i n  was a b l e  t o  p e n e t r a t e  m o n o l a y e r s  o f  

e r g o s t e r o l  a n d  c h o l e s t e r o l  ( 9 ) .  The p o l y e n e  i n c r e a s e d  

t h e  s u r f a c e  p r e s s u r e  o f  s t e r o l  m o n o l a y e r s , u n t i l  t h e  

s t e r o l s  w e r e  c o m p r e s s e d  t o  a n  i n i t i a l  s u r f a c e  p r e s s u r e  

a b o v e  t h e  c o l l a p s e  p r e s s u r e  o f  t h e  a n t i b i o t i c .  A t  low  

a n t i b i o t i c  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 0 ” 8 m) ,  t h e  p o l y e n e  i n c r e a s e d  

t h e  s u r f a c e  p r e s s u r e  o f  c h o l e s t e r o l  m o n o l a y e r s  f r o m  an  

i n i t i a l  p r e s s u r e  o f  2 d y n e s / c m  t o  31 d y n e s / c m  ( 5 8 ) .  The 

i n a b i l i t y  o f  f i l i p i n  t o  i n t e r a c t  w i t h  m o n o l a y e r s  p r e p a r e d  

f r o m  b a c t e r i a l  l i p i d s  a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f i l i p i n ,  

b u t  i t s  a b i l i t y  t o  i n t e r a c t  w i t h  m o n o l a y e r s  p r e p a r e d  f ro m  

n e u t r a l  and  t o t a l  l i p i d s  f r o m  e r y t h r o c y t e s  i n d i c a t e d  t h a t  

t h e  p o l y e n e  b i n d s  t o  m o n o l a y e r s  c o n t a i n i n g  s t e r o l s .

R e i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p r e f e r e n t i a l  a f f i n i t y  o f  t h e  

p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  w i t h  s t e r o l  m o n o l a y e r s  a t  a  w i d e r  r a n g e  

o f  a n t i b i o t i c  c o n c e n t r a t i o n  showed t h a t  a t  lo w  m o l a r  r a t i o  

o f  a n t i b i o t i c  t o  l i p i d ,  t h e  i n i t i a l  s u r f a c e  p r e s s u r e  o f  

s t e r o l  m o n o l a y e r s  w as  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  by  f i l i p i n ,  

e t r u s c o m y c i n , a m p h o t e r i c i n  B ,  p i m a r i c i n  and  n y s t a t i n  ( i n  

d e c r e a s i n g  o r d e r  o f  e f f e c t i v e n e s s )  ( 5 8 ) .  A t  h i g h  m o l a r  

r a t i o  o f  a n t i b i o t i c  t o  l i p i d  i t  was  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

f i l i p i n ,  n y s t a t i n  a nd  p i m a r i c i n  i n t e r a c t  w i t h  m o n o l a y e r s  

o f  l e c i t h i n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s t e r o l  ( 5 8 ) .  I n  m ixed  

l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  m o n o l a y e r s ,  t h e  s u r f a c e  p r e s s u r e
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i n c r e a s e  c a u s e d  b y  f i l i p i n  d i m i n i s h e d  a s  t h e  p h o s p h o l i p i d  

c o n t e n t  was  r a i s e d .  T he  s u r f a c e  p r e s s u r e  o f  c h o l e s t e r y l  

a c e t a t e  m o n o l a y e r s  was o n l y  s l i g h t l y  a f f e c t e d  b y  f i l i p i n  

( 5 8 ) .  T h i s  e f f e c t  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  v i e w  t h a t  a  f r e e  

h y d r o x y l  g r o u p  i n  c h o l e s t e r o l  i s  n e c e s s a r y  f o r  i n t e r a c t i o n  

w i t h  p o l y e n e s .

P e r h y d r o f i l i p i n ,  s a p o n i f i e d  f i l i p i n  ( a l k a l i - t r e a t e d )  

and  u v - i r r a d i a t e d  f i l i p i n  a r e  l e s s  p o t e n t  t h a n  t h e  p a r e n t  

a n t i b i o t i c .  The  s u r f a c e  p r e s s u r e  c h a n g e s  p r o d u c e d  b y  t h e s e  

d e r i v a t i v e s  on s t e r o l  m o n o l a y e r s  w as  a l s o  s m a l l  ( 5 9 ) .  The 

h y d r o g e n a t i o n  o f  f i l i p i n  r e d u c e s  t h e  c o n j u g a t e d  d o u b l e  

b o n d s  an d  i r r a d i a t i o n  d e s t r o y s  t h e  c o n j u g a t e d  c h r o m o p h o r e  

o f  f i l i p i n .  T he  a l t e r a t i o n  o f  t h e s e  c h r o m o p h o r e s  i n  f i l i p i n  

may a f f e c t  t h e  p o l y e n e - s t e r o l  i n t e r a c t i o n  i n  m o n o l a y e r s .

S t u d i e s  o f  f i l i p i n  w i t h  p u r e  s t e r o l  a n d  m ix e d  l e c i t h i n -  

s t e r o l  m o n o l a y e r s  i n d i c a t e d  t h a t  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  p o l y e n e  

w i t h  t h e  s t e r o l  was s t e r o s p e c i f i c  ( 1 2 ) .  T h e  h i g h e s t  p r e s s u r e  

i n c r e a s e s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  c h o l e s t e r o l .  S m a l l e r  i n c r e a s e s

m o n o l a y e r s  on i n t e r a c t i o n  w i t h  f i l i p i n .  T h e s e  r e s u l t s  

i n d i c a t e d  t h a t ,  d e l e t i o n  o f  t h e  s i d e  c h a i n  ( a s  i n  a n d r o s t a n -
L •

3 ^ - o l )  o r  o p e n i n g  o f  t h e  B r i n g  ( a s  i n  e r g o c a l c i f e r o l )  o f  

c h o l e s t e r o l  r e s u l t e d  i n  t h e  r e d u c t i o n  o f .  t h e  p r e s s u r e  i n ­

c r e a s e s .  E q u i m o l a r  m i x t u r e s  o f  e g g  l e c i t h i n  a n d  s t e r o l  i n  

m o n o l a y e r s  g a v e  p r e s s u r e  i n c r e a s e s  w i t h  f i l i p i n  o n l y  w i t h  

c h o l e s t e r o l  o r  s t i g m a s t e r o l  and  w i t h  e r g o s t e r o l  a t  i n i t i a l  

s u r f a c e  p r e s s u r e  o f  8  d y n e s / c m .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  i n

w e r e  o b s e r v e d  w i t h  a n d r o s t a n



m ix e d  m o n o l a y e r s ,  a  3 ^ - h y d r o x y l  g r o u p  an d  an  i n t a c t  s t e r o l  

B r i n g  a r e  e s s e n t i a l  f o r  f i l i p i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n .  A t  

t h e  p r e s e n t  t i m e  i t  i s  n o t  known how t h e  p o l y e n e s  c a u s e  

s u r f a c e  p r e s s u r e  i n c r e a s e s .  I t  i s  c o n j e c t u r e d  t h a t  i t  

r e s u l t s  f ro m  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  p o l y e n e  b e n e a t h  t h e  

m o n o l a y e r s  a n d  s u b s e q u e n t  r e o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  c o n s t i t u ­

e n t s  o f  t h e  m o n o l a y e r  m o l e c u l e s  when t h e  a n t i b i o t i c  e n t e r s  

t h e  m o n o l a y e r  ( 1 0 ) .



E f f e c t  o f  P o l y e n e s  on T h i n  L i p i d  M embranes

T h i n  l i p i d  m em b ran es  h a v e  b e e n  u s e d  a s  m o d e l s  t o  

s t u d y  t h e  m e c h a n ism  o f  p o l y e n e  i n t e r a c t i o n  i n  m em b ran e s .  

I t  was r e p o r t e d  t h a t  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  e f f e c t  o f  

f i l i p i n  on t h i n  l i p i d  m em branes  l a r g e l y  d e p e n d e d  on t h e  

m o l a r  r a t i o  o f  p h o s p h o l i p i d s  t o  s t e r o l s  i n  t h e  l i p i d  

b i l a y e r  ( 6 0 ) .  E x t e n s i v e  s t u d i e s  o f  b i l a y e r  p e r m e a b i l i t y  

i n d i c a t e d  t h a t  n y s t a t i n  and  a m p h o t e r i c i n ,  u n l i k e  f i l i p i n ,  

a l t e r e d  membrane p e r m e a b i l i t y  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h i c h  d i d  

n o t  a l t e r  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  f i l m .  The p o l y e n e  a n t i ­

b i o t i c s  l o w e r  t h e  d . c .  r e s i s t a n c e  o f  t h i n  l i p i d  membranes  

and  t h e  d e c r e a s e  i n  r e s i s t a n c e  was  i n f l u e n c e d  by  f a c t o r s  

s u c h  a s  t e m p e r a t u r e ,  s t e r o l  c o n t e n t  and  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  t h e  a n t i b i o t i c  ( 6 1 ) .  N y s t a t i n  and  a m p h o t e r i c i n  a r e  

a n i o n  s e l e c t i v e  b u t  a t  h i g h  a n t i b i o t i c  c o n c e n t r a t i o n  t h i s  

s e l e c t i v i t y  w as  l o s t .  The c o n c l u s i o n s  w e r e  a r r i v e d  a t  

i n d e p e n d e n t l y  b y  two g r o u p s  o f  w o r k e r s  ( 6 0 ,  6 1 ) .  The 

a b i l i t y  o f  n y s t a t i n  t o  e n h a n c e  i o n  c o n d u c t a n c e  a c r o s s  b i ­

l a y e r s  was  d i m i n i s h e d  w i t h  an  i n c r e a s e  i n  t e m p e r a t u r e .  

T h e r e f o r e ,  i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  p o l y e n e s  fo rm  

a g g r e g a t e s  w i t h  s t e r o l s  w h i c h  i n  an  unknown m a n n e r  c a u s e  

t h e  f o r m a t i o n  o f  p o r e s  i n  m em branes  ( 1 2 ) .  An i n c r e a s e  i n  

t e m p e r a t u r e  may l e a d  t o  a  d e c r e a s e d  a f f i n i t y  o f  n y s t a t i n  

f o r  s t e r o l  t h u s  r e s u l t i n g  i n  t h e  r e d u c t i o n  o f  p o r e  f o r m a ­

t i o n  w h i c h  e n h a n c e s  i o n  c o n d u c t a n c e .  T he  a b o v e  e f f e c t s  

o f  t h e  a n t i b i o t i c  on t h e  d . c .  r e s i s t a n c e  o f  t h e  b i l a y e r s  

a p p e a r  o n l y  when c h o l e s t e r o l  w as  p r e s e n t  a b o v e  a  c r i t i c a l  

t h r e s h o l d  c o n c e n t r a t i o n .  The p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  d i d  n o t



a f f e c t  t h e  i o n  p e r m e a b i l i t y  p r o p e r t i e s  o f  l e c i t h i n  b i ­

l a y e r  m e m b ra n e s ,  s i n c e  t h e i r  d . c .  r e s i s t a n c e  was  n o t  

a l t e r e d  ( 6 2 ) .  H o w ev e r ,  t h e  d . c .  r e s i s t a n c e  o f  e q u i m o l a r  

l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  b i l a y e r  f i l m s  w as  r e d u c e d  b y  f i l i p i n  

when a d d e d  t o  one  s i d e  o f  t h e  f i l m .  The o r d e r  i n  w h i c h  

t h e  d . c .  r e s i s t a n c e  was l o w e r e d  b y  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  

f i l i p i n  c o m p le x  p a r a l l e l s  t h e  o r d e r  o f  t h e i r  l y t i c  a c t i o n  

on  l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  b i l a y e r s .  T r a n s f e r e n c e  n u m b e r  

m e a s u r e m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  c a l c i u m  p e r m e a b i l i t y  was i n ­

c r e a s e d  i n  l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  b i l a y e r s  when f i l i p i n  was 

p r e s e n t  ( 6 2 ) .

T he  p e r m e a b i l i t y  o f  n o n e l e c t r o l y t e s  t h r o u g h  b i l a y e r s  

was f a c i l i t a t e d  b y  p o l y e n e s .  A m p h o t e r i c i n  B s e l e c t i v e l y  

i n c r e a s e d  t h i o u r e a  f l u x  t h r o u g h  b i l a y e r s  p r e p a r e d  f r o m  

c h o l e s t e r o l - d o d e c a n e  f i l m s  b u t  n o t  f r o m  d i o l e o l e c i t h i n -  

d o d e c a n e  f i l m s  ( 6 3 ) .  N y s t a t i n  i n c r e a s e d  t h e  f l u x  o f  w a t e r ,  

u r e a ,  e t h y l e n e  g l y c o l ,  g l y c e r o l ,  p r o p i o n a m i d e  a n d  e r y t h r i t o l  

t h r o u g h  l i p i d  b i l a y e r s  p r e p a r e d  f r o m  ox  b r a i n  ( 6 4 ) .  

A m p h o t e r i c i n  B s t r i k i n g l y  i n c r e a s e d  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  

w a t e r  when t h e  m em branes  w e r e  f o r m e d  f r o m  e q u i m o l a r  a m o u n t s  

o f  c h o l e s t e r o l  and p h o s p h o l i p i d s  ( 6 5 ) .  B i l a y e r  m em branes  

p r e p a r e d  f r o m  e q u i m o l a r  s o l u t i o n s  o f  l e c i t h i n  and  c h o l e s ­

t e r o l  w e r e  d i s r u p t e d  b y  f i l i p i n  c o m p l e x ,  f i l i p i n  I I ,  

f i l i p i n  I I I ,  n y s t a t i n ,  e t r u s c o m y c i n  and  p i m a r i c i n  ( 6 2 ) .  

F i l i p i n  r e d u c e d  t h e  e l e c t r i c a l  r e s i s t a n c e  o f  t h e  b i l a y e r  

by  a  f a c t o r  o f  10  a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  a nd  g r e a t l y  

r e d u c e d  t h e  s u r v i v a l  t i m e  o f  t h e  f i l m .  A t  c o n c e n t r a t i o n s



o f  1 0 " 4- 1 0 ” 2M, f i l i p i n  d i s r u p t e d  l e c i t h i n  b i l a y e r s  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  c h o l e s t e r o l .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  i n  a g r e e m e n t  

w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  i n  m o n o l a y e r  ( 5 8 )  and  i n  l i p o s o m e  

s t u d i e s  ( 8 ) .  T h e r e f o r e ,  i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  t h e  

d i s r u p t i o n  o f  t h e  m o d e l  m em branes  o b s e r v e d  a t  h i g h  a n t i ­

b i o t i c  c o n c e n t r a t i o n  may n o t  b e  d u e  t o  t h e  d i r e c t  i n t e r ­

a c t i o n  w i t h  c h o l e s t e r o l  b u t  t o  a n  e f f e c t  c a u s e d  b y  a  low  

s u r f a c e  t e n s i o n  p r o d u c e d  by  a m p h i p a t h i c  m o l e c u l e s  ( 6 2 ) .
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E f f e c t  o f  F i l i p i n  on l i p o s o m e s

The  e f f e c t s  o f  p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  on l i p o s o m e s  was 

s t u d i e d  b y  W eissm an n  and  S e s s a  ( 8 ) .  M a r k e r s  s u c h  a s  

c h r o m a t e ,  p h o s p h a t e  and  g l u c o s e  w e r e  r e l e a s e d  f ro m  

l i p o s o m e s  b y  t h e  a c t i o n  o f  f i l i p i n ,  e t r u s c o m y c i n ,  

a m p h o t e r i c i n  B a n d  n y s t a t i n .  F i l i p i n  and  e t r u s c o m y c i n  

r e l e a s e d  m a r k e r s  i r r e s p e c t i v e  o f  w h e t h e r  o r  n o t  c h o l e s ­

t e r o l  was  i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  l i p o s o m e s ,  b u t  a m p h o t e r i c i n  

B and  n y s t a t i n  w e r e  e f f e c t i v e  o n l y  when c h o l e s t e r o l  was 

p r e s e n t .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  b y  t h e s e  w o r k e r s  r e v e a l e d  

t h a t  t h e  e f f e c t  o f  f i l i p i n  c o m p le x  on a r t i f i c i a l  p h o s p h o ­

l i p i d  l i p o s o m e s  l a r g e l y  d e p e n d e d  on t h e  p o l y e n e - l i p i d  

r a t i o  ( 6 6 ) .  F i l i p i n  p r o d u c e d  l y s i s  o f  e r y t h r o c y t e s ,  

c a u s i n g  l e a k a g e  o f  h e m o g l o b i n .  I n c u b a t i o n  o f  f i l i p i n  w i t h  

l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  e g g  l e c i t h i n - d i c e t y l  p h o s p h a t e -  

c h o l e s t e r o l  p r e v e n t e d  t h e  h e m o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  

p o l y e n e  on e r y t h r o c y t e s  ( 6 6 ) .  F i l i p i n  I I I  p r e f e r e n t i a l l y  

d i s r u p t e d  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  when com pared  

w i t h  t h o s e  p r e p a r e d  w i t h  p h o s p h o l i p i d s  a l o n e .  F i l i p i n

I I  d i s r u p t e d  l i p o s o m e s  i n d i s c r i m i n a t e l y  w h e t h e r  o r  n o t  

c h o l e s t e r o l  was  p r e s e n t .  Of a l l  t h e  c o m p o n e n t s  t e s t e d ,  

f i l i p i n  I I  and  I I I  w e r e  t h e  m o s t  p o t e n t  i n  a n t i f u n g a l  

a n d  h e m o l y t i c  a c t i v i t y .  F i l i p i n  I ,  c o n s t i t u t i n g  o n l y  

4$  o f  t h e  e n t i r e  c o m p l e x ,  was m ore  a c t i v e  t h a n  I I  o r

I I I  i n  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  and  l e s s  a c t i v e  

i n  t h e  h e m o l y s i s  o f  e r y t h r o c y t e s .  F i l i p i n  IV was com­

p a r a t i v e l y  i n e r t  a n d  was  a b l e  t o  r e l e a s e  a n i o n s  o n l y
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f r o m  l i p o s o m e s  p r e p a r e d  w i th ,  p h o s p h o l i p i d s  a l o n e ,  a  c h a r ­

a c t e r i s t i c  w h i c h  was  a l s o  s h a r e d  "by u v - i r r a d i a t e d  f i l i p i n .  

I n c u b a t i o n  o f  a l l  f o u r  c o m p o n e n t s  o f  f i l i p i n  w i t h  s p h i n g o ­

m y e l i n  a n d  c a r d i o l i p i n  l i p o s o m e s  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  

e r y t h r o c y t e s  d e c r e a s e d  h e m o l y s i s  s i g n i f i c a n t l y .  T h e s e  

r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  t h a t  f i l i p i n ,  l i k e  o t h e r  p o l y e n e  

a n t i b i o t i c s  i n t e r a c t s  p r e f e r e n t i a l l y  w i t h  s t e r o l - c o n t a i n i n g  

m em bran e s  a t  low  a n t i b i o t i c  t o  l i p i d  r a t i o s  an d  w i t h  

p h o s p h o l i p i d s  a t  h i g h  r a t i o s .

The  d i s r u p t i o n s  p r o d u c e d  b y  f i l i p i n  on l i p o s o m e s  con­

t a i n i n g  e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  l e c i t h i n  a nd  c h o l e s t e r o l  

w e r e  s i m i l a r  t o  t h e  l e s i o n s  o b s e r v e d  i n  f i l i p i n - t r e a t e d  

e r y t h r o c y t e s  ( 6 6 ) .  W i th  c h o l e s t e r o l - f r e e  l i p o s o m e s ,  d i s ­

r u p t i o n s  w e r e  n o t  o b s e r v e d .  I r r a d i a t e d  f i l i p i n  and  

p e r h y d r o f i l i p i n  d i d  n o t  p r o d u c e  a n y  m o r p h o l o g i c a l  a l t e r a t i o n s  

i n  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  

o f  l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  l i p o s o m e s  t r e a t e d  w i t h  p e r h y d r o f i l i p i n  

r e s e m b l e d  t h o s e  p r o d u c e d  by  l y s o l e c i t h i n  l y s i s .  T h e s e  

o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  r e d u c t i o n  o f  t h e  d o u b l e  b o n d s  o f  

f i l i p i n  may c o n v e r t  t h e  p o l y e n e  t o  a  d e r i v a t i v e  w h i c h  p r o ­

d u c e s  l y s i s  b y  a  m ec h an ism  s i m i l a r  t o  t h a t  c a u s e d  by  

l y s o l e c i t h i n .  The d i s r u p t i o n s  p r o d u c e d  b y  s a p o n i n  on 

e q u i m o l a r  d i s p e r s i o n s  o f  l e c i t h i n  a nd  s t e r o l s  a r e  i n  

r e g u l a r  g e o m e t r i c a l  p a t t e r n .  T h e  l e c i t h i n  and  s t e r o l  

m o l e c u l e s  a r r a n g e  t h e m s e l v e s  i n  a  h e x a g o n a l  a r r a y .  The 

d i s r u p t i o n s . c a u s e d  by f i l i p i n  a r e  d i s t r i b u t e d  r a n d o m l y .
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L e c i t h i n - C h o l e s t e r o l  I n t e r a c t i o n s

P h o s p h o l i p i d - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s  h a v e  b e e n  t h e  s u b j e c t  

o f  v i g o r o u s  d i s c u s s i o n  f o r  many y e a r s .  The m o l e c u l a r  o r ­

g a n i z a t i o n  o f  t h e s e  tw o  c o m p o n e n t s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  

s t u d i e d .  The r o l e  o f  c h o l e s t e r o l  i n  c e l l u l a r  m em branes  

h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  t o  o b t a i n  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  

f u n c t i o n a l  c h a n g e s  i n d u c e d  by  l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s .  

C h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  e gg  l e c i t h i n  l i p o s o m e s  h a v e  l e s s  

l e a k a g e  o f  t h e  s e q u e s t e r e d  m a r k e r  i o n s  t h a n  t h o s e  p r e ­

p a r e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  s t e r o l  ( 6 7 ) .  The i n i t i a l  r a t e  

o f  w a t e r  p e r m e a b i l i t y  o f  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  egg  l e c i t h i n  

a n d  s a t u r a t e d  l e c i t h i n s  w a s  d i m i n i s h e d  on i n c r e a s i n g  t h e  

c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n  when t h e  p h o s p h o l i p i d  p r e p a r a t i o n s  

w e r e  a b o v e  t h e i r  c r y s t a l l i n e  t o  l i q u i d - c r y s t a l l i n e  t r a n s i t i o n  

t e m p e r a t u r e s  ( 6 8 ) .  T he  p r e s e n c e  o f  c h o l e s t e r o l  c a u s e d  

r e s i s t a n c e  t o  s w e l l i n g  i n  m i t o c h o n d r i a  ( 6 9 ) ,  r e d u c e d  t h e  

l e a k a g e  o f  t h e  e s s e n t i a l  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  c e l l s  i n  

P y t h i u m  ( 7 0 )  and  d e c r e a s e d  t h e  w a t e r  c o n d u c t i v i t y  o f  t h i n  

l i p i d  f i l m s  ( 7 1 ) .

S t u d i e s  o f  t h e  m o l e c u l a r  a s s o c i a t i o n  o f  l e c i t h i n  w i t h  

c h o l e s t e r o l  i n d i c a t e d  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s t e r o l ,  

t h e  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  o f  l e c i t h i n  h a v e  a  l i m i t e d  d e g r e e  

o f  f r e e d o m  ( 7 2 ) .  P u r t h e r m o r e ,  t h e  s t u d y  o f  w a t e r - c h o l e s t e r o l -  

l e c i t h i n  s y s t e m s  by  X - r a y  d i f f r a c t i o n  i n d i c a t e d  t h a t  

c h o l e s t e r o l  and  l e c i t h i n  m o l e c u l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

w a t e r  a s su m e d  a  l a m e l l a r  p h a s e ,  t h u s  g i v i n g  r i s e  t o  a  

p a l i s a d e  a r r a n g e m e n t  ( 7 2 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  s u p p o r t e d  t h e
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i d e a  t h a t  c h o l e s t e r o l  i m p o s e d  r e s t r i c t i o n s  on t h e  movement 

o f  t h e  f a t t y  a c y l  c h a i n s  i n  b i o l o g i c a l  m e m b ra n e s .

T he  i n t e r a c t i o n s  o f  l e c i t h i n  and c h o l e s t e r o l  a r e  

a l t e r e d  t o  a  l a r g e  e x t e n t  b y  t h e  p h a s e  o f  t h e  f a t t y  a c y l  

c h a i n s .  X - r a y  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  a  

s i n g l e  l a m e l l a r  p h a s e  e x i s t e d  a n d  was a  f u n c t i o n  o f  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  l i p i d  and  t e m p e r a t u r e  ( 7 3 ) .  T he  r a t e  o f  

w a t e r  p e r m e a b i l i t y  o f  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  s a t u r a t e d  l e c i t h i n s  

an d  c h o l e s t e r o l  w a s  e n h a n c e d  when t h e  p h o s p h o l i p i d  p r e p a ­

r a t i o n s  w e r e  i n  t h e  g e l  p h a s e  ( 6 8 ) .  T h e r e f o r e ,  i t  a p p e a r s  

t h a t  t h e  m o l e c u l a r  p a c k i n g  o f  t h e  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  i s  

m o d i f i e d  by  c h o l e s t e r o l .

l e c i t h i n  f a i l e d  t o  s o l u b i l i z e  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  o r  

s t e r o l s  t h a t  l a c k e d  a  5» 6 - d o u b l e  bond  ( 7 4 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  

s u g g e s t e d  t h a t  u n s a t u r a t i o n  i n  t h e  s t e r o i d  n u c l e u s  and  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  3 j 3 - h y d r o x y l  g r o u p  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  

s o l u b i l i z a t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  b y  l e c i t h i n .

T he  e f f e c t  o f  s t e r o i d s  on  t h e  p e r m e a b i l i t y  p r o p e r t i e s  

o f  egg l e c i t h i n  l i p o s o m e s  t o w a r d  g l u c o s e  and  g l y c e r o l  w e r e  

s t u d i e d .  Egg l e c i t h i n  l i p o s o m e s  w e r e  p r e p a r e d  w i t h  

3 (3 -hydroxy  s t e r o l s ,  3 o C  - h y d r o x y s t e r o l s  a n d  k e t o s t e r o i d s .

The  3 ^ - h y d r o x y  s t e r o l s  c h o l e s t e r o l ,  c h o l e s t a n o l ,  l a t h o s t e r o l ,  

7 - d e h y d r o c h o l e s t e r o l  and  B - n o r c h o l e s t e r o l  r e d u c e d  t h e  

p e r m e a b i l i t y  o f  l i p o s o m e s  t o w a r d  g l u c o s e  and  g l y c e r o l .

L ip o s o m e s  c o n t a i n i n g  t h e  p l a n t  s t e r o l s  e r g o s t e r o l  and  

s t i g m a s t e r o l , a l t h o u g h  p o s s e s s i n g  a  3 p ~ h y d r o x y l  g r o u p ,  

w e r e  f o u n d  t o  b e  l e s s  e f f e c t i v e  i n  r e d u c i n g  t h e  p e r m e a b i l i t y



o f  t h e  s e q u e s t e r e d  m a r k e r  m o l e c u l e s .  When t h e  l i p o s o m e s  

c o n t a i n  a  s t e r o l  l a c k i n g  a  s i d e  c h a i n  s u c h  a s  a n d r o s t a n -  

3 j^ -o l  o r  h a v i n g  a  n o n p l a n a r  s t e r o l  n u c l e u s  s u c h  a s  

c o p r o s t a n o l ,  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  e i t h e r  g l u c o s e  o r  g l y c e r o l  

w as  n o t  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d .  E p i c h o l e s t e r o l  and  a n d r o s t a n -  

3<C-ol d i d  n o t  e x e r t  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  on t h e  p e r m e a b i l i t y  

o f  m a r k e r  m o l e c u l e s .  C h o l e s t - 5 - e n - 3 - o n e , c h o l e s t - 4 - e n - 3 - o n e  

a n d  c h o l e s t a n - 3 - o n e  d i d  n o t  a l t e r  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  

l i p i d  b a r r i e r .  T h e r e f o r e ,  i t  was  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

r e d u c t i o n  o f  p e r m e a b i l i t y  d e p e n d s  on t h e  p r e s e n c e  o f  a  

p l a n a r  s t e r o l  n u c l e u s ,  3 ( ^ - h y d r o x y l  g r o u p  and  an  i n t a c t  

s i d e  c h a i n  ( 7 5 ) .  Many s t r u c t u r a l  s t u d i e s  i n d i c a t e d  a  

p o s s i b l e  i n v o l v e m e n t  o f  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  l e c i t h i n  

a n d  c h o l e s t e r o l  i n  d r y  f i l m s  ( 7 6 ,  7 7 ) .  D i r e c t  e v i d e n c e  o f  

t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  l e c i t h i n  and c h o l e s t e r o l  was 

o b t a i n e d  i n  s t u d i e s  o f  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  l i p o s o m e s  co n ­

t a i n i n g  e p i c h o l e s t e r o l ,  t h i o c h o l e s t e r o l  and  c h o l e s t e r o l  

( 6 8 ) .  The r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  s u p p o r t  t h e  i d e a  t h a t  

h y d r o g e n  b o n d s  a r e  i n v o l v e d  i n  s t a b l i z i n g  t h e  l e c i t h i n -  

c h o l e s t e r o l  c o m p l e x .

S t e r o l s  h a v e  b e e n  r e c o g n i z e d  a s  i m p o r t a n t  c o m p o n e n t s  

o f  b i o l o g i c a l  m e m b r a n e s .  C h o l e s t e r o l  s i g n i f i c a n t l y  r e ­

d u c e d  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  f a t t y  a c y l  c h a i n s  i n  t h e  

p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r s  c o n t a i n i n g  egg  l e c i t h i n  ( 7 7 A ) .

The b i l a y e r  s t r u c t u r e  i s  m o d i f i e d  when p h o s p h o l i p i d  p r e ­

p a r a t i o n s  c o n t a i n  c h o l e s t e r o l .  The e f f e c t  o f  c h o l e s t e r o l  

on d i p a l m i t o y l l e c i t h i n - w a t e r  d i s p e r s i o n s  was s t u d i e d  by



d i f f e r e n t i a l  s c a n n i n g  c a l o r i m e t r y  and  by  X - r a y  d i f f r a c t i o n  

a t  v a r y i n g  r a t i o s  o f  t h e  s t e r o l  and  p h o s p h o l i p i d  ( 7 7 B ) .

The  d i f f e r e n t i a l  s c a n n i n g  c u r v e s  i n d i c a t e  t h a t  w i t h  an  

i n c r e a s e  i n  c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n , t h e  s h a r p  g e l - l i q u i d -  

c r y s t a l l i n e  t r a n s i t i o n  p e a k  o f  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n  d i s p e r ­

s i o n s  b r o a d e n s  and  d e c r e a s e s .  T he  e n d o t h e r m i c  p e a k  v i r t u a l l y  

d i s a p p e a r s  when t h e  r a t i o  o f  c h o l e s t e r o l  and  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n  

a r e  e q u i m o l a r .  X - r a y  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  a t  

2 5 °  t h e  l o n g  s p a c i n g  i n  t h e  lo w  a n g l e  r e g i o n ,  w h i c h  i s  

c o n t r i b u t e d  by  t h e  l i p i d  and  w a t e r  l a y e r s ,  i s  a l t e r e d  by  

t h e  c h o l e s t e r o l  c o n t e n t  o f  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n  d i s p e r s i o n s .

A t  7 . 5  m ole  $  c h o l e s t e r o l  t h e r e  i s  a  l a r g e  i n c r e a s e  i n  t h e  

l o n g  s p a c i n g ,  b u t  on i n c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c h o ­

l e s t e r o l  t h e  l o n g  s p a c i n g  d e c r e a s e s  t o  g i v e  a  c o n s t a n t  

v a l u e  o f  64^ a t  e q u i m o l a r  r a t i o  o f  s t e r o l  and  p h o s p h o l i p i d .  

D i p a l m i t o y l l e c i t h i n  i n  t h e  g e l  fo r m  h a s  an  o r d e r e d  a r r a y  

o f  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  h a v i n g  a  t i l t  w i t h  a n  a n g l e  o f  58°  

t o  t h e  l i p i d - w a t e r  s u r f a c e .  A t  low  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

c h o l e s t e r o l  w h e r e  t h e  X - r a y  l o n g  s p a c i n g  i s  i n c r e a s e d ,  

t h e  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  o f  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n  a r e  a l i g n e d  

p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  l i p i d - w a t e r  i n t e r f a c e .  On i n c r e a s ­

i n g  t h e  c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n  t o  50 m o le  $ ,  n o t  o n l y  

i s  t h e r e  a  d e c r e a s e  i n  t h e  X - r a y  l o n g  s p a c i n g ,  b u t  a l s o  

t h e r e  i s  a  d e c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  bound  w a t e r .  At 

50 m o le  °/o  o f  c h o l e s t e r o l  i n  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n  d i s ­

p e r s i o n s ,  t h e  l i p i d  t r a n s i t i o n  t e m p e r a t u r e  i s  r e d u c e d ,  

t h e  h e a t  o f  t r a n s i t i o n  i s  d e c r e a s e d ,  t h e  am o u n t  o f  w a t e r



"bound t o  t h e  l i p i d  l a y e r s  i s  i n c r e a s e d  and  t h e  X - r a y  l o n g  

s p a c i n g  i s  d e c r e a s e d .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  c h o l e s ­

t e r o l  d e c r e a s e s  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  a d j a c e n t  f a t t y  

a c y l  c h a i n s  and  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  f l u i d i z a t i o n  o f  t h e  

h y d r o c a r b o n  c h a i n s .
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B i o c h e m i c a l  E f f e c t s  o f  F i l i p i n

Of a p p r o x i m a t e l y  40  p o l y e n e  a n t i b i o t i c s  w h i c h  h a v e  b e e n  

s t u d i e d ,  t h e  m o s t  e x t e n s i v e l y  i n v e s t i g a t e d  o n e s  a r e  f i l i p i n ,  

n y s t a t i n  and  a m p h o t e r i c i n  B .  P o l y e n e  a n t i b i o t i c s  s h a r e  some 

common s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  s u c h  a s  a  m a c r o l i d e  r i n g ,  a  c on ­

j u g a t e d  s y s t e m  o f  d o u b l e  b o n d s  ( h y d r o p h o b i c  r e g i o n )  a n d  a  

s e r i e s  o f  h y d r o x y l  g r o u p s  ( h y d r o p h i l i c  r e g i o n ) .  T h e r e f o r e ,  

t h e  a n t i b i o t i c s  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  a m p h i p a t h i c  m o l e c u l e s .

1 .  E f f e c t s  on F u n g i  •

The m e c h a n i sm  o f  p o l y e n e  a c t i o n  was  s t u d i e d  

b y  Wu i n  n e a r l y  8 0  s p e c i e s  o f  f u n g i  ( 7 8 ) .  He f o u n d  t h a t  

f i l i p i n  i n h i b i t e d  s p o r u l a t i o n ,  g r o w t h  and  g e r m i n a t i o n  o f  

y e a s t .  E l e c t r o n  m ic r o g r a p h s  show t h a t  t h e  y e a s t  c e l l  w a l l  

was damaged by f i l i p i n  ( 2 6 ) .  T h e  p o l y e n e  a n t i b i o t i c  n y s t a t i n  

i n h i b i t e d  t h e  g r o w t h  and  c e l l  d i v i s i o n  i n  C a n d i d a  and  

S a c c h a r o m y c e s  and  a l s o  i n h i b i t e d  r e s p i r a t i o n  and  g l y c o l y s i s  

i n  y e a s t  ( 7 9 ) .  Y e a s t  c e l l s  g ro w n  i n  g l u c o s e ,  p e p t o n e  and 

y e a s t  e x t r a c t  u n d e r  a e r o b i c  a nd  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  w e r e  

t e s t e d  b y  W a r b u r g ’ s  t e c h n i q u e ,  a nd  i t  was  f o u n d  t h a t  f i l i p i n  

was a  s t r o n g  i n h i b i t o r  o f  r e s p i r a t i o n  and  g l y c o l y s i s  ( 7 8 ) .

The damage c a u s e d  by  f i l i p i n  on y e a s t  r e s u l t e d  i n  t h e  l e a k ­

a g e  o f  n i t r o g e n  and  p h o s p h o r u s  com pounds  i n t o  t h e  m edium, 

b u t  t h i s  c o u l d  b e  p r e v e n t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  

s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  a n t i b i o t i c  t o  t h e  

i n c u b a t i o n  medium ( 7 8 ) .  The  a n t i b i o t i c  b i n d s  t o  t h e  f r e e  

s t e r o l  i n  t h e  medium, t h u s  r e d u c i n g  t h e  e f f e c t i v e  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  f r e e  p o l y e n e  w h i c h  c a n  r e a c t  w i t h  m em b ran e -b o u n d  s t e r o l .
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2 .  E f f e c t s  on M i c r o o r g a n i s m s

T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m ' i s  c e l l s  s u p p l e m e n t e d  

w i t h  e r g o s t e r o l  i n  t h e  g r o w t h  medium w e r e  l y s e d  20  t i m e s  

m ore  e f f e c t i v e l y  t h a n  c e l l s  i n  an  u n s u p p l e m e n t e d  medium 

( 5 7 ) .  A c h o l e p l a s m a  l a i d l a w i i  a r e  p i e u r o - p n e u m o n i a - l i k e  

o r g a n i s m s  w h i c h  grow e q u a l l y  w e l l  i n  t h e  a b s e n c e  o r  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  s t e r o l .  S t e r o l s  a r e  i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  c e l l  

mem brane  when a d d e d  t o  t h e  g r o w t h  m edium . C e l l s  g rown i n  

t h i s  m a n n e r  w e r e  s e n s i t i v e  t o  f i l i p i n  and p r o d u c e d  s p e c t r a l  

c h a n g e s  i n  t h e  p o l y e n e  ( 2 ) .  A c h o l e p l a s m a  c e l l s  t h a t  l a c k  

s t e r o l s  a r e  n o t  a f f e c t e d  b y  f i l i p i n  ( 2 ) .

3 .  E f f e c t  on N u c l e o t i d e  L e a k a g e

T he  d i s c s  i s o l a t e d  f r o m  c o r e s  o f  So lanum  

t u b e r o s u m  and B e t a  v u l g a r i s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  f i l i p i n .

The m a t e r i a l  w h i c h  a b s o r b e d  a t  260  nm was s p o n t a n e o u s l y  

r e l e a s e d  f r o m  t h e  d i s c s  and  was i d e n t i f i e d  a s  n u c l e o t i d e s  

( 8 0 ) .  T h e  e f f l u x  o f  t h i s  m a t e r i a l  w as  g r e a t l y  s t i m u l a t e d  

by  f i l i p i n .  T he  d i s c s  o f  S o la n u m  t u b e r o s u m  and B e t a  

v u l g a r i s  c o n t a i n  f r e e  s t e r o l s  a n d  s t e r o l  e s t e r s .  H ow ever ,  

i t  i s  n o t  known w h e t h e r  t h e  mechanism i n v o l v e s  a d s o r p t i o n ,  

a b s o r p t i o n  o r  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  a n t i b i o t i c  by m a t e r i a l s  

i n  t h e  d i s c .

4 .  E f f e c t s  on E r y t h r o c y t e s

R a t  a n d  human e r y t h r o c y t e s  w e r e  l y s e d  by  

f i l i p i n ,  n y s t a t i n  and  a m p h o t e r i c i n  ( 8 1 ) .  The e x t e n t  o f  

t h e  l y s i s  by  f i l i p i n  c h i e f l y  d e p e n d e d  on t h e  a n t i b i o t i c  

t o  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  ( 8 2 ) .  T he  f i l i p i n  d e r i v a t i v e s ,
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p e r h y d r o f i l i p i n  a n d  i r r a d i a t e d  f i l i p i n ,  d i d  n o t  e x h i b i t  t h e  

same b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  M o l a r  r a t i o s  o f  f i l i p i n  t o  

e r y t h r o c y t e  l i p i d  o f  a t  l e a s t  0 . 1  w e r e  r e q u i r e d  f o r  m ax i ­

m a l  h e m o l y s i s  ( 8 3 ) .  E r y t h r o c y t e  g h o s t s  l y s e d  b y  f i l i p i n  

d i s p l a y e d  d i s r u p t i o n s  i n  t h e  r e d  c e l l  membrane ( 8 3 ) .

5 .  E f f e c t  on C a l c i u m  T r a n s p o r t

V i t a m i n  D m e d i a t e s  c a l c i u m  t r a n s p o r t  ( 8 4 ) .  

F i l i p i n  was u s e d  a s  a  p r o b e  f o r  t h e  b i o c h e m i c a l  f u n c t i o n  

o f  t r a n s p o r t .  An i n c r e a s e  i n  t h e  c a l c i u m  f l u x  w as  o b s e r v e d  

i n  i l e a l  s e g m e n t s  o f  r a c h i t i c  c h i c k s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

f i l i p i n  ( 8 5 ) .  T h i o u r e a  and  w a t e r  f l u x  w e r e  a l s o  i n c r e a s e d .  

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  r e v e a l e d  t h a t  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  o f  

i l e a l  s e g m e n t s  t o  f i l i p i n  i n  r a c h i t i c  c h i c k s  c a u s e d  g r o s s  

m o r p h o l o g i c a l  a l t e r a t i o n s  t h a t  w e r e  n o t  o b s e r v e d  w i t h  t h e  

i l e a l  s e g m e n t s  o f  v i t a m i n  D - t r e a t e d  c h i c k s .

T r a n s f e r e n c e  n u m b e r  m e a s u r e m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  f i l i p i n

r e n d e r e d  l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  b i l a y e r s  c a t i o n  s e l e c t i v e  and
2+more  p e r m e a b l e  t o  c a l c i u m  t h a n  o t h e r  c a t i o n s  s u c h  a s  Mg 

an d  L a ^ + ( 2 8 ) .  T h e s e  r e s u l t s  d i f f e r  f r o m  t h e  c o n c l u s i o n s  

a r r i v e d  a t  i n d e p e n d e n t l y  by  E i n k e l s t e i n  and  C a s s  ( 6 0 )  and 

by  A n d r e o l i  and  Monahan ( 6 1 ) .  T h ey  showed t h a t  a f t e r  t h e  

i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  a n t i b i o t i c ,  t h e  l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  

b i l a y e r  was d e s t r o y e d  and  t h e  f i l m  d i d  n o t  e x h i b i t  i o n  

s e l e c t i v i t y .

R e c e n t l y  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  p o l y e n e s  b i n d  a t  

t h e  c a l c i u m  a f f i n i t y  s i t e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  membrane o f  

D e b a ro m y c e s  s p e c i e s  ( 8 6 ) ,  t h u s  i n h i b i t i n g  t h e  g r o w t h  o f  

t h e  o r g a n i s m .
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P r o b e s  U sed  t o  D e te r m in e  t h e  S t r u c t u r e  an d  F u n c t i o n  o f  

M em branes

The i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r a l  and  f u n c t i o n a l  

c h a n g e s  i n  m em branes h a s  b e e n  made p o s s i b l e  r e c e n t l y  b y  t h e  

u s e  o f  s p e c t r o s c o p i c  p r o b e s .  When t h e  m o l e c u l e s  u n d e r  s t u d y  

h a v e  c h r o m o p h o r e s , t h e y  can  b e  u s e d  a s  p r o b e s .  S u ch  m o le ­

c u l e s  h a v e  b e e n  d e s i g n a t e d  a s  '’i n t r i n s i c  p r o b e s . "  I n d i c a t o r s  

a d d e d  e x t e r n a l l y  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  " e x t r i n s i c  p r o b e s . "  

E x t r i n s i c  p r o b e s  h a v e  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  t o  s t u d y  m em brane 

s t r u c t u r e .  The u s e  o f  p r o b e s  and  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o b e  

r e s p o n s e s  t o  t h e  e n v i r o n m e n t  h a v e  a i d e d  i n  u n d e r s t a n d i n g  

t h e  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  c e l l  m e m b ra n e s .  A n i l i n o - 8 -  

n a p h t h a l e n e  s u l f o n i c  a c i d  (ANS) an d  2 - t o l u i d i n o - 6 -  

n a p h t h a l e n e  s u l f o n i c  a c i d  (TNS) a r e  known t o  b i n d  t o  p r o ­

t e i n s  an d  h a v e  b e e n  u s e d  t o  s t u d y  t h e  b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  

o f  m a c r o m o l e c u l e s .  T h e s e  f l u o r o p h o r e s  a r e  a l m o s t  n o n f l u o r -  

e s c e n t  i n  a q u e o u s  m e d ia ,  b u t  a r e  h i g h l y  f l u o r e s c e n t  i n  a  

n o n p o l a r  e n v i r o n m e n t .  ANS h a s  b e e n  u s e d  t o  s t u d y  t h e  s t a t e

c h a n g e s  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  p a r t i c l e s  t h a t  acco m p an y
2+e n e r g i z a t i o n  o f  t h e  membrane ( 8 7 ) ,  r e s p o n s e s  o f  Ca b i n d i n g  

t o  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m em branes ( 8 8 ) ,  c h a n g e s  i n  t h e  

s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  c a t i o n s ,  pH, 

t e m p e r a t u r e  and  a n t i b i o t i c s  ( 8 9 )  and  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  i o n s  

w i t h  m i t o c h o n d r i a l  m em branes ( 9 0 ) .  When AITS b i n d s  t o  s u b -  

m i t o c h o n d r i a l  p a r t i c l e s ,  i t s  f l u o r e s c e n c e  i n c r e a s e s  ( 9 1 ,  9 2 ) .  

T he b i n d i n g  i s  a c c o m p a n ie d  by  a  h y p s o c h r o m ic  s h i f t ,  w h ic h  

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  ANS s i t e  w as n o t  a c c e s s i b l e  t o  t h e  a q u e o u s
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e n v i r o n m e n t  ( 9 3 ) .  T he  a d d i t i o n  o f  p h o s p h o l i p a s e  A lo w e r e d  

t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  bound ANS ( 9 4 ) .  T h e r e f o r e ,  

t h e  b i n d i n g  s i t e  h a s  b e e n  c o n s i d e r e d  t o  b e ,  a t  l e a s t  i n  

p a r t ,  p h o s p h o l i p i d .  T h e s e  r e s u l t s  h a v e  b e e n  c o n f i r m e d  b y  

t h e  f i n d i n g s  t h a t  ANS b i n d s  t o  p h o s p h o l i p i d  m i c e l l e s .  

F u r t h e r m o r e ,  l o c a l  a n e s t h e t i c s  r e a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h  

p h o s p h o l i p i d s  and  a f f e c t  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  

ANS i n  n a t u r a l  a n d  m o d e l m em branes ( 9 4 ) .

H e m o g l o b i n - f r e e  e r y t h r o c y t e  m em branes i n t e r a c t  w i t h  

ANS. ANS b i n d s  t o  t h e s e  m em branes w i t h  e n h a n c e d  f l u o r e s ­

c e n c e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a t i o n s  ( 9 5 ) .  The v o lu m e  c h a n g e s  

o b s e r v e d  i n  t h e  e r y t h r o c y t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N aC l w e re  

d u e  t o  t h e  c h a n g e s  i n  m embrane s t r u c t u r e  an d  r e s u l t e d  i n

t h e  e n h a n c e d  b i n d i n g  o f  ANS. I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  t h e
, ........

i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  e l e c t r o l y t e  r e s u l t s  i n  t h e  s h i e l d i n g  o f  

t h e  e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i v e  f o r c e s  o f  t h e  p o l a r  g r o u p s  o f  

t h e  p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  e r y t h r o c y t e  m embrane by  t h e  c a t i o n s  

i n  t h e  m edium . T h i s  e n v i r o n m e n t  may i n d u c e  a l t e r a t i o n s  i n  

t h e  p a c k i n g  o f  t h e  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  

and  t h u s  i n c r e a s e  t h e  n u m b er  o f  ANS b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  

m em b ran e ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  o f  t h e  d y e .

T he  f l u o r e s c e n c e  o f  ANS was e n h a n c e d  b y  t h e  s k e l e t a l  

m u s c le  m ic ro s o m e s  an d  p h o s p h o l i p i d s  ( 9 6 ) .  T he  e n h a n c e m e n t  

w as a  f u n c t i o n  o f  i o n i c  c o m p o s i t i o n  and  i n c r e a s e d  w i t h  c a t i o n  

c o n c e n t r a t i o n .  L a y  i n c r e a s e d  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  

e i g h t - f o l d  when co m p a red  w i t h  ANS m ic ro so m e  m i x t u r e s  i n  t h e
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e n h a n c e m e n t  and  m o n o v a le n t  c a t i o n s  p ro d u c e d  t w o - f o l d  en­

h a n c e m e n t  i n  A N S-m icrosom e s u s p e n s i o n s .  The f l u o r e s c e n c e  

e n h a n c e m e n t  i n  A N S-m icrosom e s u s p e n s i o n s  and  A M S -p h o s p h o l ip id  

d i s p e r s i o n s  w as o p t i m a l  b e lo w  pH 6 and w as a c c o m p a n ie d  by  

t r a n s i t i o n s  w h ic h  o c c u r r e d  a t  35 -  4 0 ° .  T h e s e  c h a n g e s  

o c c u r r e d  n e a r  t h e  c r y s t a l l i n e - l i q u i d  c r y s t a l l i n e  p h a s e  

t r a n s i t i o n  t e m p e r a t u r e s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  o f  t h e  

m ic ro s o m e s  an d  o f  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e .

T he i n t e r a c t i o n  o f  l e u c o c y t e s  w i t h  ANS p r o d u c e d  a  

m ark ed  r i s e  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  ( 9 7 ) .  The en­

h a n c e m e n t  w as a  l i n e a r  f u n c t i o n  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  

and  o c c u r r e d  i n  a b o u t  2 s e c o n d s .  When p o l y s t y r e n e  

s p h e r u l e s  w e re  a d d e d  t o  u n t r e a t e d  l e u c o c y t e s ,  t h e r e  was 

v e r y  l i t t l e  i n c r e a s e  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  and  i n  

t h e  o x i d a t i o n  o f  g l u c o s e ,  b u t  when p o l y s t y r e n e  s p h e r u l e s  

w e re  a d d e d  t o  p r e t r e a t e d  A N S - c o n ta in i n g  l e u c o c y t e s ,  t h e r e  

w as an  im m e d ia te  e n h a n c e m e n t  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  an d  

o x i d a t i o n  o f  g l u c o s e .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  many 

c y t o p l a s m i c  n o n p o l a r  s i t e s  o f  t h e  m em brane h a v e  b e e n  made 

a v a i l a b l e  a s  t h e  d y e  b i n d i n g  s i t e s  by t h e  a d d i t i o n  o f  ANS 

t o  t h e  l e u c o c y t e s .  T h e r e f o r e ,  t h e  a l t e r a t i o n  i n  t h e  c e l l  

s t r u c t u r e  a p p e a r s  t o  b e  r e l a t e d  t o  t h e  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  

i n  t h e  c e l l .
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S t u d i e s  o f  P h o s p h o l i p i d - C h o l e s t e r o l  I n t e r a c t i o n s  U s in g  

g i l i p i n  a s  a  P r o b e

The m ain  th e m e  o f  t h e  p r o b le m  p r e s e n t e d  i n  t h i s  d i s ­

s e r t a t i o n  i s  t o  s t u d y  p h o s p h o l i p i d - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s  i n  

m o d e l  m em b ran e s .  T he  s o l u t i o n  t o  t h i s  p r o b le m  w ou ld  a i d  

i n  u n d e r s t a n d i n g  t h e  r e l a t i o n  b e tw e e n  t h e  s t r u c t u r e  and  

f u n c t i o n  o f  v a r i o u s  l i p i d  c o m p o n e n ts  fo u n d  i n  n a t u r a l  mem­

b r a n e s .  K no w led ge  o f  t h e  d e t a i l e d  m o l e c u l a r  c o m p o s i t i o n  o f  

c e l l u l a r  m em branes an d  t h e  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  o f  l i p i d  

c o m p o n e n ts  w o u ld  a i d  i n  i n t e r p r e t i n g  t h e  c r u c i a l  r o l e  

p l a y e d  b y  b i o l o g i c a l  m em bran es  i n  c e l l u l a r  p h e n o m e n a . Re­

c e n t  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  t h e  

p h o s p h o l i p i d s  and  s t e r o l s  l e a d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  i n i t i a l  

r a t e s  o f  o s m o t i c  s h r i n k i n g  o f  l i p o s o m e s  ( 6 8 ) .  Many f u n c ­

t i o n a l  c h a n g e s  a r e  i n d u c e d  i n  b i o l o g i c a l  m em b ranes  when t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  l i p i d  c o n s t i t u e n t s  i s  a l t e r e d .  E r g o s t e r o l -  

g row n  c e l l s  a r e  l y s e d  b y  f i l i p i n  t w e n t y  t i m e s  m ore  t h a n  

t e t r a h y m a n o l - c o n t a i n i n g  c e l l s  i n  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  

( 5 7 ) .  When, t h e  m y c e l iu m  o f  t h e  P y th iu m  s p e c i e s  i s  grow n 

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s t e r o l ,  t h e  l e a k a g e  o f  t h e  c e l l  com­

p o n e n t s  i s  d e c r e a s e d  ( 7 0 ) .

I n  t h i s  d i s s e r t a t i o n ,  p h o s p h o l i p i d  and  s t e r o l  i n t e r ­

a c t i o n s  w e re  s t u d i e d  f ro m  two a s p e c t s ,  n a m e ly  by  a l t e r i n g  

t h e  s t r u c t u r e s  o f  t h e  s t e r o l  and t h e  p h o s p h o l i p i d s  i n  m o d e l 

m e m b ra n e s ,  and  by  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  s t e r o l s  i n  c i l l r a r y  

m em branes  o f  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s . The p o l y e n e  a n t i b i o t i c  

f i l i p i n  w as u s e d  a s  a  m em brane p r o b e  t o  s t u d y  t h e s e  i n t e r a c t i o n s .
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T he i n t e r a c t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d s  w i t h  s t e r o l s  w as  i n v e s t i ­

g a t e d  b y  m o n i t o r i n g  c h a n g e s  o b s e r v e d  i n  t h e  a b s o r p t i o n ,  

f l u o r e s c e n c e  and  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r a  o f  f i l i p i n .

T he tw o p h o s p h o l i p i d s  s t u d i e d  w e re  egg  l e c i t h i n  a n d  

d i p a l m i t o y l l e c i t h i n .  Egg l e c i t h i n  was i n  t h e  l i q u i d  c r y s ­

t a l l i n e  f o r m ,  w h e r e a s  d i p a l m i t o y l l e c i t h i n  was i n  t h e  g e l  

fo rm  a t  t h e  t e m p e r a t u r e s  u s e d .  I t  was e x p e c t e d  t h a t  t h e  

a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  p o ly e n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  

tw o t y p e s  o f  p h o s p h o l i p i d  p r e p a r a t i o n s  w ou ld  b e  d i f f e r e n t  

fro m  e a c h  o t h e r  a s  w e l l  a s  when com pared  w i t h  t h a t  o f  t h e  

f r e e  p o l y e n e .  The d i f f e r e n c e  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  a n d  

f i l i p i n  boun d  t o  m o d e l  m em branes c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  

w o u ld  i n d i c a t e  t h e  s p e c i f i c  w a v e l e n g t h  r e g i o n s  o f  t h e  

c h ro m o p h o re  t h a t  a r e  p o s i t i v e l y  and  n e g a t i v e l y  p e r t u r b e d  

and  t h e  i n t e n s i t y  o f  p e r t u r b a t i o n  a t  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n  

o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  p r e s e n c e  and a b s e n c e  o f  s t e r o l s .  

C h a n g e s  i n  t h e  a b s o r b a n c e  o f  f i l i p i n  o c c u r  when t h e  p o l y e n e  

i s  bo und  t o  m od e l m em branes  c o n t a i n i n g  s t e r o l s .  C o m p a r is o n s  

o f  t h e  p e a k  r a t i o  323 n m /3 5 8  nm i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  

m o d e l  m em branes w o u ld  i n d i c a t e  w h e t h e r  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  

t h e  p o l y e n e  w i t h  m o d e l  m em branes i s  g r e a t l y  i n f l u e n c e d  b y  

t h e  s t e r e o c h e m i s t r y  o f  t h e  s t e r o l .  The c i l i a r y  m em branes  

f ro m  T e t r a h y m e n a  c e l l s  s u p p le m e n te d  w i t h  e r g o s t e r o l  a n d  

f ro m  u n s u p p le m e n te d  c e l l s  w e re  s t u d i e d  t o  o b s e r v e  i f  t h e r e  

w e r e  a n y  s p e c t r a l  c h a n g e s  i n  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h e s e  m e m b ra n e s .

The p r e s e n c e  o f  c o n j u g a t e d  d o u b l e  b o n d s  i n  f i l i p i n



p r o d u c e s  a  s t r o n g  f l u o r e s c e n c e  i n  an  a p o l a r  m e d ia  ( 5 ) .  

E x p e r i m e n t s  w e r e  p l a n n e d  t o  o b s e r v e  t h e  b i n d i n g  o f  s t e r o l s  

( w h ic h  w e re  s u b s t i t u t e d  d e r i v a t i v e s  o f  c h o l e s t e r o l )  t o  

p h o s p h o l i p i d s  i n  v e s i c l e s  by  m o n i t o r i n g  t h e  c h a n g e s  ob­

s e r v e d  i n  f l u o r e s c e n c e  when b o u n d  t o  f i l i p i n  ( 5 ) .  The 

c i l i a r y  m em branes  o f  T e t r a h y m e n a  when s u p p le m e n te d  w i t h  

e r g o s t e r o l  i n  t h e  medium i n c o r p o r a t e s  t h e  s t e r o l  i n  i t s  

c i l i a r y  m em bran es  ( 5 7 ) .  I f  t h e  b i n d i n g  o f  f i l i p i n  t o  

c i l i a r y  m em branes  o b t a i n e d  f ro m  u n s u p p le m e n te d  T e t r a h y m e n a  

an d  T e t r a h y m e n a  s u p p le m e n te d  w i t h  e r g o s t e r o l  p r o d u c e s  

c h a n g e s  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y ,  t h e n  t h e  p o ly e n e  

c o u ld  s e r v e  a s  a  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  o f  t h e  r e l a t i v e  

s t r e n g t h s  o f  p h o s p h o l i p i d - e r g o s t e r o l  an d  p h o s p h o l i p i d -  

t e t r a h y m a n o l  i n t e r a c t i o n s  i n  n a t u r a l  m em b ran e s .

The p r e s e n c e  o f  many o p t i c a l l y  a c t i v e  c e n t e r s  i n  

f i l i p i n  s u g g e s t e d  t h a t  CD s p e c t r a  c o u l d  m o n i t o r  c h a n g e s  

t h a t  a r e  e n c o u n t e r e d  i n  p h o s p h o l i p i d - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s .
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MATERIALS AND METHODS*

A l l  s o l v e n t s  an d  c h e m i c a l s  u s e d  w e re  o f  r e a g e n t  g r a d e .  

The s o l v e n t  f o r  f i l i p i n  w as DMSO. I t  w as  d i s t i l l e d  p r i o r  

t o  u s e .  F o r  t h e  a b s o r p t i o n ,  f l u o r e s c e n c e  an d  c i r c u l a r  

d i c h r o i s m  s t u d i e s ,  s o l v e n t s  u s e d  w e re  o f  s p e c t r a l  g r a d e .

B u f f e r s

The e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  b u f f e r s :

1 .  5 x  10“ 5 m d i s o d i u m  p h o s p h a t e ,  pH 7 . 0 .
—3 —32 .  5 x  10 J  M m on oso d ium  p h o s p h a t e ,  5 x  10  v M d i s o d iu m

p h o s p h a t e  c o n t a i n i n g  5$ DMSO b y  v o lu m e ,  pH 7 . 0 .

3 .  0 .01M  T r i s ,  pH 7 . 4 .

4 .  0 .0 1  M T r i s ,  c o n t a i n i n g  2 .5 $  DMSO b y  v o lu m e ,  pH 7 . 4 .

5 .  0 .0 1  M T r i s  c o n t a i n i n g  5$ DMSO b y  v o lu m e ,  pH 7 . 4 .

6 .  0 .0 1  M T r i s  -  0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 .

7 .  0 .0 1  M T r i s  -  0 . 1  M N aC l c o n t a i n i n g  2 .5 $  DMSO b y

v o lu m e ,  pH 8 . 5 .

8 .  0 .0 1  M T r i s  -  0 . 1  M N aC l c o n t a i n i n g  1 .2 5 $  DMSO b y

v o lu m e ,  pH 8 . 5 .

9 .  0 .0 1  M T r i s  -  0 . 1  M N aC l c o n t a i n i n g  1 . 2 5 $  e t h y l e n e

g l y c o l  b y  v o lu m e ,  pH 8 . 5 .

*The f o l l o w i n g  a b b r e v i a t i o n s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  t h i s  
d i s s e r t a t i o n :  DPL, d i p a l m i t o y l l e c i t h i n ;  E Y L , e g g  l e c i t h i n ;
CD, c i r c u l a r  d i c h r o i s m ;  DMSO, d i m e t h y l  s u l f o x i d e ;  DMF, 
d im e th y l f o r m a m id e ;  DTNB, 5 ,  5 ' - d i - t h i o b i s ( 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d ) .
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P u r i t y  o f  F i l i p i n

F i l i p i n  I I I  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  w as f ro m  "batch  

n u m b e r  U -25  ( 6 3 9 )  8395-M E B -116 . I t s  p u r i t y  w as a n a l y z e d  

by  t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y .  S i l i c a  g e l  H an d  S i l i c a  

g e l  + 2gg w e re  p u r c h a s e d  f r o m  M e rc k .  T h i n - l a y e r

c h r o m a to g r a p h y  p l a t e s  w e re  p r e p a r e d  f r o m  15  g  s i l i c a  g e l  

s u s p e n d e d  i n  15 ml o f  0 . 2  flj KHgPO^ an d  15 ml o f  0 . 2  M 

NagHPO^. The g l a s s  p l a t e s  w e re  c o a t e d  e v e n l y  w i t h  t h e  

s l u r r y  an d  a i r - d r i e d  f o r  2 h o u r s  a t  1 3 0 ° .  S i l i c a  g e l s  

6 0 6 0 ,  6 0 6 1 ,  F and  a lum inum  o x i d e  t y p e  7 w e r e  u s e d  t o  p r e ­

p a r e  t h e  p l a t e s  and w e re  o b t a i n e d  f ro m  E a s tm a n  Kodak 

Com pany. F i l i p i n  on t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  p l a t e s  

g a v e  a  s i n g l e  s p o t  i n  m e th y le n e  c h l o r i d e  : m e th a n o l  

( 8 5 : 1 5  v / v )  h a v in g  an  v a l u e  o f  0 . 8 .

P u r i t y  o f  P h o s p h o l i p i d s

DPL was p u r c h a s e d  f ro m  G e n e r a l  B i o c h e m i c a l s .  EYL 

w as p r e p a r e d  by  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o c e d u r e  o f  

S i n g l e t o n  and c o w o rk e r s  ( 9 8 ) .  On t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  

DPL g a v e  a  s i n g l e  s p o t  i n  a  s o l v e n t  s y s t e m  c o n s i s t i n g  o f  

c h l o r o f o r m  and  m e th a n o l  ( 9 : 1 ,  v / v )  an d  ( 7 : 3 ,  v / v ) .  EYL 

a l s o  g a v e  a  s i n g l e  s p o t  i n  c h l o r o f o r m  : m e t h a n o l  ( 9 : 1 ,  v / v ) .

S o u r c e  o f  S t e r o l s

C h o l e s t e r o l ,  c h o l e s t e r y l  a c e t a t e ,  e p i c o p r o s t a n o l  and  

P - c h o l e s t a n o l  w e re  p u r c h a s e d  f ro m  S ig m a  C h e m ic a l  Com pany. 

T h i o c h o l e s t e r o l  ( A l d r i c h  C h e m ic a l  Com pany) w as s u p p l i e d  b y  

D r .  C . H uang . The s t r u c t u r e s  o f  t h e  s t e r o l s  a r e  g i v e n  i n  

f i g u r e  3 .  C h o l e s t e r o l  a n d  o t h e r  s t e r o l s  w e re  d i s s o l v e d  i n
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F i g u r e  3 .  The s t r u c t u r e  o f  s t e r o l s  an d  t r i t e r p e n o i d  
a l c o h o l  fo u n d  i n  n a t u r a l  m em b ranes  and  
s t e r o l  d e r i v a t i v e s  i n c o r p o r a t e d  i n  m o d e l 
m e m b ra n e s .



C holes te ro l Ergosterol

Ho

HS'

Thiocholesterol

HO

Tetrahyvnawol
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c h lo r o f o r m  and  30  p g  w as s p o t t e d  on s i l i c a  g e l  p l a t e s  and  

d e v e l o p e d  i n  b e n z e n e .  T he d r y  s h e e t  w as s p r a y e d  w i t h  a  s a t u ­

r a t e d  s o l u t i o n  o f  a n t i m o n y  c h l o r i d e  i n  c h l o r o f o r m  and  k e p t  i n  

a n  o v e n  a t  1 0 0 °  f o r  2 m i n u t e s .  E a c h  s t e r o l  c o n s i s t e n t l y  g a v e  

a  s i n g l e  o r a n g e  s p o t  on t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y .

A b s o r p t i o n  S t u d i e s

The a b s o r p t i o n  a n d  t h e  d i f f e r e n c e  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  

on  a  C a ry  14 r e c o r d i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  The t e m p e r a t u r e s  

w e re  m a i n t a i n e d  a t  -  o.l° b y  a  L a u d a  K -2 /R  c i r c u l a t o r  

(B r in k m a n n  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ) .  C u v e t t e s  w i t h  a n  e f f e c t i v e  

p a t h  l e n g t h  o f  10  mm w e r e  e m p lo y e d .  P o u r  i d e n t i c a l  m a tc h ­

i n g  c u v e t t e s  w e re  u s e d  t o  r e c o r d  t h e  d i f f e r e n c e  s p e c t r a .

Two w e re  p l a c e d  i n  t h e  s a m p le  c o m p a r tm e n t  an d  t h e  o t h e r  two 

i n  t h e  r e f e r e n c e  c o m p a r tm e n t .  B u f f e r  and  m em brane s u s p e n s i o n s  

w e re  p l a c e d  i n  t h e  r e f e r e n c e  c o m p a r tm e n t .  One o f  t h e  c u v e t t e s  

i n  t h e  sa m p le  c o m p a r tm e n t  c o n t a i n e d  f r e e  f i l i p i n  and  t h e  o t h e r  

c o n t a i n e d  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  m e m b ra n e s .  O n ly  

a f t e r  a  n o n d r i f t i n g  b a s e l i n e  w as o b t a i n e d  w i t h  t h e  b u f f e r  

w e re  t h e  u l t r a v i o l e t  an d  t h e  v i s i b l e  d i f f e r e n c e  s p e c t r a  

r e c o r d e d .

K i n e t i c  S t u d i e s

The r a t e  c o n s t a n t  o f  t h e  s lo w  r e a c t i o n  w as c a l c u l a t e d  

u s i n g  t h e  a b s o r p t i o n  c h a n g e  a t  358 nm . The r a t e  c o n s t a n t  

f o r  t h e  s low , r e a c t i o n  w as o b t a i n e d  f ro m  t h e  s l o p e  o f  t h e  

p l o t  o f  A a b s o r b a n c e  v s .  t i m e  on s e m i l o g a r i t h m i c  g r a p h  

p a p e r .  The s lo w  r e a c t i o n  a t  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  w as r e ­

c o r d e d  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  2 8 ° ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s p e c i f i e d .
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The c h a n g e s  i n  a b s o r b a n c e  w e re  r e c o r d e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  

m ix in g  a t  t h e  d e s i r e d  t e m p e r a t u r e .  The i n f i n i t y  p o i n t  f o r  

t h e  r e a c t i o n  w as o b t a i n e d  f ro m  t h e  p l o t s  o f  t h e  r e c i p r o c a l  

o f  t h e  o b s e r v e d  a b s o r b a n c e  v s .  t h e  r e c i p r o c a l  o f  t h e  c o r ­

r e s p o n d i n g  t i m e  a c c o r d i n g  t o  t h e  e s t a b l i s h e d  p r o c e d u r e s  

u s e d  b y  R u b a l c a v a  and  c o w o r k e r s  ( 9 5 ) .  F r e e  f i l i p i n  d i d  n o t  

u n d e r g o  c h a n g e s  i n  a b s o r p t i o n  w i t h  t i m e  i n  a  s e a l e d  c u v e t t e  

when t h e  a n t i b i o t i c  w as s t o r e d  i n  t h e  d a r k  a t  4 °  a n d  

f l u s h e d  w i t h  n i t r o g e n .

F l u o r e s c e n c e  S t u d i e s

F l u o r e s c e n c e  m e a s u r e m e n ts  w e re  p e r f o r m e d  on t h r e e  

d i f f e r e n t  i n s t r u m e n t s :  A l a b o r a t o r y  b u i l t  f l u o r o m e t e r ,  a

F a r r a n d  s p e c t r o f l u o r o m e t e r  a n d  a  H i t a c h i  P e r k i n - E l m e r  M odel 

MPF-2A s p e c t r o f l u o r o m e t e r .  The l a b o r a t o r y  m o d e l w as  e q u ip p e d  

w i t h  a  150  W x e n o n  a r c  la m p .  The l i g h t  a t  400  c p s  w as 

p a s s e d  t h r o u g h  a  C o m i n g  u v  f i l t e r  (C 7 - 6 0 )  and  f o c u s e d  by  

m eans o f  tw o l e n s e s  on t h e  s a m p le .  The f l u o r e s c e n t  l i g h t  

was t h e n  f o c u s e d  t h r o u g h  tw o l e n s e s  on t h e  e n t r a n c e  s l i t  o f  

a  F a r r a n d  g r a t i n g  m o n o c h ro m a to r .  The s i g n a l  f ro m  t h e  p h o to ­

m u l t i p l i e r  w as f e d  i n t o  a  l o c k - i n  a m p l i f i e r  w h ic h  was 

ch o p p ed  a t  400  c p s .  The i n t e n s i t y  w as r e a d  on  a  l o c k - i n  

a m p l i f i e r .  F o r  t h e s e  m e a s u r e m e n t s ,  t h e  l i g h t  s o u r c e ,  t h e  

s a m p le  and  t h e  s p e c t r o m e t e r  w e re  s e t  a t  a  9 0 °  a n g l e .

The F a r r a n d  and  H i t a c h i  P e r k i n - E l m e r  s p e c t r o m e t e r s  u s e  

t h e  sam e p r i n c i p l e  e x c e p t  t h a t  t h e r e  a r e  two m o n o c h ro m a to r s  

w h ic h  w i t h  o t h e r  a c c e s s o r i e s  a r e  s e t  and  f i x e d  i n  a  

c o m m e r c i a l l y  s o l d  i n s t r u m e n t .
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T he  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t io n s  and  t h e  t y p e  o f  f l u o r o m e t e r s  

u s e d  a r e  g i v e n  i n  t h e  f i g u r e  c a p t i o n s .  F l u o r e s c e n c e  p o l a r i ­

z a t i o n  s t u d i e s  w e re  p e r f o r m e d  b y  D r .  S .  l e v i s o n  o f  t h e  

S c r i p p s  C l i n i c  and  R e s e a r c h  F o u n d a t i o n ,  La J o l l a ,  C a l i f o r n i a  

on an  Aminco Bowman s p e c t r o f l u o r o m e t e r .

C i r c u l a r  D i c h r o i s m  S t u d i e s

C i r c u l a r  d i c h r o i s m  m e a s u r e m e n ts  w e re  p e r f o r m e d  on C a ry  

60 s p e c t r o p o l a r i m e t e r  w i t h  a  m od e l 6001 c i r c u l a r  d i c h r o i s m  

a c c e s s o r y .  T he  CD s p e c t r a  o f  s o l u t i o n s  w e re  o b t a i n e d  i n  a  

t a n d e m  c e l l  h a v i n g  tw o  c o m p a r tm e n ts  o f  10  mm p a t h  l e n g t h  

e a c h .  CD s p e c t r a  w e re  r e c o r d e d  a t  a  v e r y  low  r a n g e ,  e . g . ,  

O .v.2, 0 .0 4  o r  0 . 1 ,  d e p e n d i n g  on t h e  s e n s i t i v i t y  r e q u i r e d .

The d y n o d e  v o l t a g e  w as n o t  a l l o w e d  to  e x c e e d  0 .3 5 *  The 

a b s o r b a n c e  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  w as k e p t  b e lo w  1 . 5 .  E a c h  

s p e c t r u m  r e c o r d e d  on t h e  C a r y  60 was a n a l y z e d  by  h an d  and  

was c o r r e c t e d  f o r  t h e  c o n t r i b u t i o n s  m ade by  t h e  v e s i c l e s  

a l o n e .  A l l  CD m e a s u r e m e n ts  w e re  made a t  room t e m p e r a t u r e .  

The m o la r  e l l i p t i c i t y  i n  d e g r e e s  . cm^ p e r  d m o le  w as 

c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  r e l a t i o n s h i p :

w h e re  0  i s  t h e  o b s e r v e d  r o t a t i o n  i n  m i l l i d e g r e e s , 1 i s  

t h e  c e l l  p a t h  l e n g t h  i n  dm, and  M i s  t h e  m o l a r i t y  o f  f i l i p i n .  

The m o l a r i t y  w as c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  a b s o r b a n c e  an d  t h e  ex­

t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  f i l i p i n  u s e d  i n  t h e  b i n d i n g  

s t u d i e s .  The e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  f i l i p i n  i n  0 .0 1  M T r i s  

c o n t a i n i n g  2 . 5 $  DMSO b y  v o lu m e ,  pH 8 . 5 ,  i s  2 .8 1  x  10 ^  cra” ^ 

a t  338  nm a t  t h e  t i m e  m e a s u re m e n t  was m ade .

0 x  100
1  x M
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U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  S t u d i e s

T he  u l t r a c e n t r i f u g e  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r fo r m e d  a t  2 0 °  

i n  a S p in c o  M odel E a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  w i t h  

a n  a u t o m a t i c  c a m e r a  an d  S c h l i e r e n  o p t i c a l  s y s te m  f i t t e d  w i t h  

a  p h a s e  p l a t e .  A d o u b l e  s e c t o r  s y n t h e t i c  b o u n d a ry  a lu m in u m / 

epon  c e l l  w as u s e d .  T he p h a s e  p l a t e  a n g l e  w as 70°  o r  4 5 °  

an d  t h e  r o t a t i o n a l  s p e e d  was e i t h e r  4 2 ,0 0 0  o r  4 0 ,0 0 0  rpm .
<r

P r e p a r a t i o n  o f  PPL L a m e l l a e

• DPL (1 3 0  mg, 1 . 8 1  x  10” 1 mmole) w as s o n i c a t e d  i n  13 ml 

o f  5 x  1 0 " 3 M m onosod ium  p h o s p h a t e ,  5 x  1 0 ~ 3 M d is o d iu m  

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  u n d e r  n i t r o g e n  p u r g e  f o r  2 h o u r s  

a t  4 ° .  A B r a n s o n  m o d e l  S -1 1 0  s o n i f i e r  w i t h  a  t a p  h o r n  was 

u s e d  a t  pow er l e v e l  3 i n  a  v e s s e l  t h r o u g h  w h ic h  i c e  w a t e r  

w as c i r c u l a t e d .  T he  d i s p e r s i o n  t h u s  o b t a i n e d  was c e n t r i f u g e d  

a t  1 4 ,0 0 0  rpm f o r  30 m i n u t e s .  The s u p e r n a t a n t  was d i a l y z e d  

e x t e n s i v e l y  i n  t h e  a b o v e  m e n t io n e d  b u f f e r  a t  4 ° .  The 

d i s p e r s i o n  w a s  t u r b i d  a n d  h a d  a  m i lk y  a p p e a r a n c e .  The u v  

s p e c t r u m  o f  t h e  d i s p e r s i o n  w as r e c o r d e d .

*DPL l a m e l l a e  w e r e  p r e p a r e d  w i t h  c h o l e s t e r o l  i n  t h e  

same m a n n e r .  DPL and  c h o l e s t e r o l  w e r e  i n  t h e  m o la r  r a t i o  

o f  1 0 : 1  i n  t h e s e  l a m e l l a e .

P r e p a r a t i o n  o f  V e s i c l e s  w i t h  and  w i t h o u t  S t e r o l s  and 

DPL L a m e l l a e

P h o s p h o l i p i d  m o d e l  m em branes  p r e p a r e d  f ro m  EYL o r  DPL 

h a v e  b e e n  u s e d  i n  t h e  r e s e a r c h  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s .  

P r e p a r a t i o n s  o b t a i n e d  f ro m  DPL r e f e r r e d  t o  a s  l a m e l l a e  a r e  

l a r g e  m em branous f r a g m e n t s .  M odel m em branes  d e r i v e d  f ro m



EYL a r e  r e f e r r e d  t o  a s  v e s i c l e s .  V e s i c l e s  a r e  b i l a m e l l a r  

s t r u c t u r e s  h a v in g  a  d i a m e t e r  o f  a b o u t  2 5 0 ^  and a  h om o g en eo u s  

s h e l l - l i k e  s t r u c t u r e .

EYL (3 0 0  mg, 3 .8 3  x  10""1 m m ole) w as s u s p e n d e d  i n  10  ml 

o f  0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N aC l, pH 8 . 5 .  T he  s o l u t i o n  was u l t r a -  

s o n i c a l l y  i r r a d i a t e d  u n d e r  n i t r o g e n  u s i n g  a  B r a n s o n  s o n i f i e r  

e q u ip p e d  w i t h  a  s o l i d  t a p  h o r n  a t  p o w e r  l e v e l  3 o r  4 f o r  3 

h o u r s  i n  a  j a c k e t t e d  v e s s e l  m a i n t a i n e d  a t  4 ° .  The u n d i s p e r s e d  

p h o s p h o l i p i d  was rem oved b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 5 ,0 0 0  x  g 

f o r  1 h o u r  a t  4 ° .  The c l e a r  s u p e r n a t a n t  w as c o l l e c t e d  and  

f i l t e r e d  t h r o u g h  a n  e x t e n s i v e l y  w a sh e d  0 . 1  -  j x . MP4 S a r t o r i u s  

f i l t e r .  The f i l t r a t e  was s u b j e c t e d  t o  m o l e c u l a r  s i e v e  

c h r o m a to g r a p h y  on a  S e p h a r o s e  4B c o lu m n  ( 2 . 5  x  45 cm) a t  4 ° .  

T he  a b s o r p t i o n  o f  t h e  co lum n  e f f l u e n t  w as c o n t i n u o u s l y  

m o n i t o r e d  a t  300 nm on an O p t i c a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  e q u ip p e d  

w i t h  a  f lo w  c e l l  o r  a t  254 nm u s i n g  a  U v ic o r d  I I  d e t e c t o r  

(LKB I n s t r u m e n t s ) .  The e f f l u e n t  s o l u t i o n  was c o l l e c t e d  by  

a n  a u t o m a t i c  f r a c t i o n  c o l l e c t o r  ( B u c h l e r  I n s t r u m e n t s ) .  

F r a c t i o n s  f ro m  t h e  se co n d  p e a k  o f  t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  w e re  

c o l l e c t e d  and  c o n c e n t r a t e d  i n  a  S a r t o r i u s  c o l l o d i o n  b a g  

u n d e r  vacu u m . The c o n c e n t r a t e d  v e s i c l e  p r e p a r a t i o n  w as 

e q u i l i b r a t e d  w i t h  f r e s h  b u f f e r  b y  d i a l y s i s  o v e r n i g h t  a t  4 ° .

T he  i n p u t  m o la r  r a t i o  o f  EYL and  s t e r o l s  i n  v e s i c l e s  

c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l ,  t h i o c h o l e s t e r o l , c h o l e s t e r y l  

a c e t a t e ,  ^ - c h o l e s t a n o l  and e p i c o p r o s t a n o l  was 1 8 : 1 .  DPL 

l a m e l l a e  w e re  p r e p a r e d  i n  t h e  sam e f a s h i o n  a s  EYL v e s i c l e s .

T he  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  v e s i c l e s  and  l a m e l l a e  w e r e



52

e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  p h o s p h a t e ,  w h ic h  was e s t i m a t e d  by  

t h e  K o d a k -E lo n  m e th o d .  T h i s  was p e r f o rm e d  by  t r a n s f e r r i n g  

0 . 1  ml o f  t h e  v e s i c l e  p r e p a r a t i o n  t o  a  l a r g e  d r y  t e s t  t u b e .  

To t h i s ,  0 . 5  ml o f  w a t e r ,  0 .2 5  ml o f  16 N HgSO^, a  few  

c a rb o ru n d u m  c h i p s  and  a  few  d r o p s  o f  n - b u t a n o l  w e re  a d d e d .  

T he t u b e  was h e a t e d  i n  a  d i g e s t i o n  a p p a r a t u s  u n t i l  d e n s e  

w h i t e  fu m es  a p p e a r e d .  The t u b e  w as a l l o w e d  t o  c o o l  and  two 

d r o p s  o f  20,o t^O g  w e re  ad d ed  , and  t h e  t u b e  was h e a t e d  a g a i n  

u n t i l  t h e  s a m p le  w as c o l o r l e s s .  The s o l u t i o n  w as  b r o u g h t  

t o  a  v o lu m e  o f  4 m l w i t h  w a t e r .  A l i q u o t s  o f  0 . 1 ,  0 . 2 ,  0 . 3 ,  

0 . 4 , 0 . 8  and  1 . 0  ml o f  p h o s p h a t e  s t a n d a r d  s o l u t i o n  w as 

t r e a t e d  e x a c t l y  t h e  same way a s  t h e  sa m p le  and  b r o u g h t  t o  

4 ml w i t h  w a t e r .  A s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  1 x  10  ^ m o le  w as 

made by  d i s s o l v i n g  0 .1 3 6 g  o f  KHgPO^ i n  3 ml o f  c o n c e n t r a t e d  

HgSO^ an d  d i l u t i n g  t o  1 l i t e r .  The p h o s p h a t e  s t a n d a r d  

s o l u t i o n  c o n t a i n e d  2 ^ im o les  o f  p h o s p h a t e  p e r  m l.  To a l l  

s o l u t i o n s  1 ml o f  ammonium m o ly b d a t e  s o l u t i o n  ( 5 0  g o f  

ammonium m o ly b d a te  d i s s o l v e d  i n  400  ml o f  10 N HgSO^ and  

t h e n  made t o  1 l i t e r  by  a d d i t i o n  o f  w a t e r )  and  1 ml o f  

K o d a k -E lo n  (5  g o f  so d iu m  b i s u l f i t e  d i s s o l v e d  i n  500  ml 

o f  w a t e r )  w e re  b o t h  a d d e d  t o  t h e  s ta n d a rd  and s a m p le  

s o l u t i o n s  t o  make a  f i n a l  v o lu m e  o f  6 m l.  The s o l u t i o n s  

w e re  n e u t r a l i z e d  w i t h  6 II NaOH. The a b s o r b a n c e  o f  t h e  

s o l u t i o n s  v/as r e a d  a f t e r  15 m i n u t e s  a t  660  nm. n e u t r a l ­

i z a t i o n  o f  t h e  s o l u t i o n s  w i t h  a l k a l i  p r i o r  t o  m a k in g  

a b s o r p t i o n  m e a s u r e m e n ts  was e s s e n t i a l  t o  o b t a i n  a c c u r a t e  

v a l u e s .
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P r e p a r a t i o n  o f  F i l i p i n  S o l u t i o n

To make a n  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  f i l i p i n  was f i r s t  d i s ­

s o l v e d  i n  DMSO and  t h e n  d i l u t e d  i n  b u f f e r .  B e f o r e  e a c h  

e x p e r i m e n t ,  f i l i p i n  was f r e s h l y  p r e p a r e d ;  h o w e v e r ,  s o l u ­

t i o n s  p r e p a r e d  t h e  p r e v i o u s  d a y  w e re  u s e d  when t h e y  w e re  

s t o r e d  a t  4 °  i n  t h e  d a r k .  I n  o r d e r  t o  p r e v e n t  o x i d a t i o n ,  

s o l u t i o n s  w e re  made i n  t h e  d a r k  w i t h  minimum e x p o s u r e  t o  

a i r .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was c a l c u l a t e d  f ro m  

t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o b t a i n e d  i n  0 .0 1  M T r i s  -  0 .  1 

M N aC l c o n t a i n i n g  2 .5 $  DMSO by  v o lu m e ,  pH 8 . 5 .

C i l i a r y  M em branes

C i l i a r y  m em branes  i s o l a t e d  f ro m  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  

s t r a i n  W w e r e  s u p p l i e d  b y  D r .  E .  K a n e s h i r o  o f  P r o f .  R.

C o n n e r ’ s  l a b o r a t o r y ,  B ry n  Mawr C o l l e g e ,  B ryn  Mawr, 

P e n n s y l v a n i a .  The p r e p a r a t i o n  o f  t h e s e  m em branes h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  i n  r e f e r e n c e  5 7 .
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RESULTS AND DISCUSSION

Column C h ro m a to g ra p h y  o f  V e s i c l e s  and  L a m e l l a e

F i g u r e  4 show s t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  o f  DPL l a m e l l a e  

p r e p a r e d  w i t h  c h o l e s t e r o l .  F r a c t i o n  5 w h ic h  a p p e a r e d  a s  a  

p e a k  was c o n c e n t r a t e d  a n d  r e c h r o m a t o g r a p h e d .  T he e l u t i o n  

p a t t e r n  on r e c h r o m a t o g r a p h y  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  l a m e l l a e  

w e re  h o m o g en e o u s .

F i g u r e  5 sh ow s t h e  S e p h a r o s e  4B e l u t i o n  p a t t e r n s  o f  

t h e  v e s i c l e s  and  DPL l a m e l l a e .

U l t r a c e n t r i f u g a l  A n a l y s i s  o f  EYL V e s i c l e s  and  DPL L a m e l la e  

The u l t r a c e n t r i f u g a l  s c h l i e r e n  p a t t e r n  o f  f r a c t i o n  I I  

o f  EYL v e s i c l e s  i n  T r i s  b u f f e r  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  v e s i c l e s

w e re  hom ogeneous ( f i g u r e  6a ) .  I n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  5$
*

m e th a n o l  by  v o lu m e ,  pH 8 . 5 ,  t h e s e  v e s i c l e s  w e re  s p l i t  i n t o  

s m a l l e r  s p e c i e s  ( f i g u r e  6 B ) .  T he  s c h l i e r e n  p a t t e r n  o f  t h e  

v e s i c l e s  was q u a l i t a t i v e l y  u n c h a n g e d  i n  0 .0 1  M T r i s  con ­

t a i n i n g  5$ DMSO b y  v o lu m e ,  pH 8 . 5 ^ when com pared  t o  t h a t  i n  

T r i s  b u f f e r  a l o n e  ( f i g u r e  7 A ) .  U l t r a c e n t r i f u g a l  s t u d i e s  

on DPL l a m e l l a e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p r e p a r a t i o n  was 

hom ogeneous ( f i g u r e  7 B ) .
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F i g u r e  4 .  The S e p h a r o s e  4B e l u t i o n  p a t t e r n  o f  D PI:
c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e  i n  a  m o la r  r a t i o  o f  7 : 1 .  
The co lum n  h a d  d i m e n s i o n s  o f  9 x  30  cm. The 
v o lu m e  o f  e a c h  f r a c t i o n  w as 1 . 5  m l .  The 
a b s o r b a n c e  o f  t h e  f r a c t i o n s  w e re  r e a d  a t  
256 nm on a  G i l f o r d  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  The 
0 - 0 . 1  a b s o r b a n c e  s l i d e w i r e  w as  u s e d  t o  r e c o r d
t h e  a b s o r p t i o n  o f  t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  ( ------ ) .
R e c h r o m a to g r a p h y  o f  p e a k  I  a f t e r  c o n c e n t r a t i o n
i s  a l s o  show n ( ----- ) .  E f f l u e n t  f ro m  t h e  co lum n
was c o l l e c t e d  a t  t h e  r a t e  o f  0 . 1  m l /m in .
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F i g u r e  5 .  T he  S e p h a r o s e  4B e l u t i o n  p a t t e r n  o f  EYL v e s i c l e s  
c o n t a i n i n g  s t e r o l s  and  DPL l a m e l l a e .  T he  co lum n  
d i m e n s i o n s  w e re  2 .5  x  45 cm. E a c h  f r a c t i o n  had  
a  v o lu m e  o f  3 m l .  The a b s o r p t i o n  o f  t h e  co lum n 
e f f l u e n t  w as m o n i to r e d  on a  U v ic o r d  I I  a t  254 
nm. T he  f r a c t i o n s  b e tw e e n  t h e  a r r o w s  i n d i c a t e  
f r a c t i o n  I I .  The f l o w  r a t e  was 0 . 2  m l / m i n c
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F i g u r e  6 ( A ) .  T he  u l t r a c e n t r i f u g a l  p a t t e r n  o f  f r a c t i o n  
I I  o f  EYL v e s i c l e s  ( 1 . 9 1  x  10“ 2 m m o le /m l)
i n  0 .0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 .  The
t im e  g i v e n  i n  t h e  f i g u r e  r e f e r s  t o  t h e  
p r o f i l e  o b t a i n e d  a f t e r  t h e  r o t o r  a t t a i n e d  
a  s p e e d  o f  4 0 ,0 0 0  rpm a t  4 ° .  T he p h a s e  
p l a t e  a n g l e  w as 7 0 °  t h r o u g h o u t .

F i g u r e  6 ( B ) .  The u l t r a c e n t r i f u g a l  p a t t e r n  o f  f r a c t i o n  
I I  o f  EYL v e s i c l e s  ( 1 . 9 1  x  10“ 2 m m ole /m l)
i n  5$ m e t h a n o l - 0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,
pH 8 . 5 .  The e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  
s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  6 ( A ) .
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F i g u r e  7 ( A ) .  T he  u l t r a c e n t r i f u g a l  p a t t e r n  o f  f r a c t i o n
I I  o f  EYL v e s i c l e s  ( 1 . 9 1  x  1 0 ” 2 m m ole /m l)  
i n  5$> D M S0-0.01  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 .  
T h e  t i m e  g i v e n  i n  t h e  f i g u r e  r e f e r s  t o  t h e  
p r o f i l e  o b t a i n e d  a f t e r  t h e  r o t o r  a t t a i n e d  
a  s p e e d  o f  4 0 ,0 0 0  rpm  a t  4 ° .  The p h a s e  
p l a t e  a n g l e  was 70  t h r o u g h o u t .

F i g u r e  7 ( B ) .  T he  u l t r a c e n t r i f u g a l  p a t t e r n  o f  DPI l a m e l l a e
( 9 . 1 2  x  1 0 - 5  m m o le /m l)  i n  0 . 0 1  M T r i s , pH 
7 . 4 .  T he t i m e  g i v e n  i n  t h e  f i g u r e  r e f e r s  
t o  t h e  p r o f i l e  o b t a i n e d  a f t e r  t h e  r o t o r  
a t t a i n e d  a  s p e e d  o f  4 0 ,0 0 0  rpm a t  4 ° .  The 
p h a s e  p l a t e  a n g l e  w as 4 5 °  t h r o u g h o u t .
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A b s o r p t i o n  S t u d i e s

F i g u r e  8 show s t h e  u v  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  f i l i p i n .  

The a b s o r p t i o n  b a n d s  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  com pounds con­

t a i n i n g  t h e  p o l y e n e  c h ro m o p h o re  a n d  a r e  d e s i g n a t e d  a s  1 ,

2 and  3» com m encing  f ro m  t h e  v i s i b l e  s i d e  o f  t h e  s p e c t r u m .  

The e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  f i l i p i n  i n  p y r i d i n e  i s  

6 . 0 2  x  10^  M” 1 cm” ’** a t  346 nm; i n  DMF t h e  e x t i n c t i o n  

c o e f f i c i e n t  i s  7 . 9 2  x  10^  M**1 cm”*1 a t  345 nm.

T he  s p e c t r a  i n  f i g u r e  8 show t h a t  t h e  f i l i p i n  u n d e r ­

g o e s  s p e c t r a l  c h a n g e s  i n  DMF, p y r i d i n e ,  a q u e o u s  s o l u t i o n s  

o f  p y r i d i n e  and  DMF, and  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  EYL v e s i c l e s  

w hen c o m p a red  w i t h  t h e  s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  i n  1 .2 5 $  

DM SO-Tris b u f f e r .  T h e  s h i f t  o f  t h e  a b s o r p t i o n  maxima i n  

n o n p o l a r  s o l v e n t s  to w a r d  l o n g e r  w a v e l e n g th s  s u g g e s t e d  

t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a q u e o u s  d i s p e r s i o n s  o f  p h o sp h o ­

l i p i d s  f i l i p i n  w as i n  a  n o n p o l a r  e n v i r o n m e n t  and  fo rm ed  

a g g r e g a t e s  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n .

T a b l e  1 show s t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on t h e  a b s o r p ­

t i o n  p e a k  r a t i o  323 n m /3 5 8  nm o f  f r e e  f i l i p i n  and f i l i p i n  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  a q u e o u s  s u s p e n s i o n  o f  c h o l e s t e r o l ,  

t h e  r a t i o  o f  p e a k s  323 n m /3 5 8  nm w as i n c r e a s e d .  A 6 °  

c h a n g e  i n  t e m p e r a t u r e  d i d  n o t  a l t e r  t h e  p e a k  r a t i o  

323 n m /3 5 8  nm o f  f r e e  o r  b o u n d  f i l i p i n  i m m e d ia te l y  a f t e r  

m ix i n g  t o  a  l a r g e  e x t e n t .



F i g u r e  8 .  The u v  s p e c t r a  o f  f i l i p i n  i n  p y r i d i n e ,  DMF,
10$ p y r i d i n e - 9 0 $  w a t e r ,  1 . 2 5 $  DMS0-0*Q1 M 
T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 .  T he  c o n c e n t r a t i o n  
o f  f i l i p i n  i n  p y r i d i n e ,  DMF, 10$  p y r i d i n e  
and 10$  DMF was 2 . 0  x  1 0 - 5m and i n  f r e e  and  
f i l i p i n  ho u nd  t o  EYL v e s i c l e s  i n  1 , 2 5 $  
DMSO-Tris was 2 . 1  x  1 0 “ 5m . The c o n c e n t r a t i o n  
o f  EYL v e s i c l e s  w a s  1 . 1  x  10~ 2 m ( p h o s p h a t e ) .
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T a b l e  1 :  E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on t h e  a b s o r p t i o n  r a t i o
o f  p e a k s  323 n m /3 5 8  nm o f  f r e e  and  f i l i p i n  
bound  t o  EYL v e s i c l e s ,  E Y L : c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s  
and  a q u e o u s  s u s p e n s i o n s  o f  c h o l e s t e r o l .

R a t i o  o f  t h e a b s o r b a n c e  o f  p e a k s
Teni jp g r a tu r e 323 n m /3 5 8  nm

Medium F r e e Bound

C h o l e s t e r o l 1 28 0 . 8 7 0 . 9 7

EYL v e s i c l e s ^ 17 0 . 7 3 0 . 8 7
?

EYL v e s i c l e s 23 0 . 7 7 0 . 9 6

E Y L : c h o l e s ­
t e r o l  2 
v e s i c l e s 17 0 . 7 2 1 . 2

E Y L : c h o l e s ­
t e r o l  
v e s i c l e s 23 0 . 7 7 1 . 3

1 . The c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  i n  20$  e t h a n o l - 2 ft5$
DMSO p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  w as  1 . 2 8  x  10“ - ^ .
A s t o c k  s o l u t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  ( 1  mg o f  c h o l e s ­
t e r o l  i n  4 ml o f  e t h a n o l )  was  p r e p a r e d  and  a l i q u o t s  
w e r e  w i t h d r a w n  and  m ix e d  w i t h  v a r y i n g  v o lu m e s  o f  
p h o s p h a t e  b u f f e r .  A s a m p l e  c o n t a i n i n g  3 . 3 0  5. 1 0 “ ^M
o f  c h o l e s t e r o l  and  1 . 3  x  10“ 5m f i l i p i n  i n  20$  e t h a n o l -  
2 . 5 $  D M SO -phosphate  b u f f e r ,  pH 7 . 0  was  u s e d  t o  ex­
a m in e  t h e  c h a n g e  i n  p e a k  r a t i o  323  nm/ 3 5 8  nm o f  
f i l i p i n  on i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  s t e r o l .

_p
2 .  The f i l i p i n  t o  p h o s p h a t e  r a t i o  w as  2.7 ,-X 10  • The 

c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was  1 . 8  x  10“ -’M a f t e r  m ix­
i n g  w i t h  t h e  v e s i c l e s .  The  m o l a r  r a t i o  o f  EYL: 
c h o l e s t e r o l  i n  t h e  v e s i c l e s  was 1 8 : 1 .



F i g u r e s  9A a n d  10A r e v e a l  b a t h o c h r o m i c  s h i f t s ,  s i g n i f ­

i c a n t  d e c r e a s e s  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  p e a k s  1 

an d  2 and  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t i o  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  

p e a k s  323 nm/ 3 5 8  nm o f  t h e  a b s o r p t i o n  maxima o f  f i l i p i n  on  

b i n d i n g  t o  DPL l a m e l l a e  and  D P L : c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e .  The  

a l t e r a t i o n  i n  t h e  p e a k  r a t i o  323 nm/ 3 5 8  nm o f  f i l i p i n  i s  

m ore  p r o n o u n c e d  when bo u n d  t o  s t e r o l - c o n t a i n i n g  l a m e l l a e  

t h a n  when bound  t o  DPL a l o n e ,  b u t  b a t h o c h r o m i c  s h i f t s  o f  

f i l i p i n  seem t o  b e  l a r g e r  i n  t i l e  p r e s e n c e  o f  DPL l a m e l l a e  

t h a n  when bound  t o  D P L : c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e .  The d i f f e r ­

e n c e  s p e c t r a  o f  f i l i p i n  b o u n d  t o  t h e  a b o v e  two t y p e s  o f  

p h o s p h o l i p i d  p r e p a r a t i o n s  a r e  d i f f e r e n t .  F i g u r e  9B shows 

r e l a t i v e l y  s m a l l  p e r t u r b a t i o n s  i n  t h e  3 0 0 -3 2 2 -n m  r e g i o n  

when f i l i p i n  was  a l l o w e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  DPL l a m e l l a e  

a n d  d i s p l a y e d  p o s i t i v e  maxima d i f f e r e n c e s  a t  3 1 5 ,  3 3 0 ,

347  and  365 nm. S h a r p  i n f l e c t i o n  p o i n t s  o c c u r r e d  b e t w e e n  

3 6 0 - 3 6 5  nm, 3 5 0 - 3 5 5  nm, 3 4 0 - 3 4 2  nm, 3 3 5 - 3 3 7  nm, 3 2 5 - 3 2 7  nm 

a n d  3 1 2 - 3 1 5  nm. D i s t i n c t  n e g a t i v e  d i f f e r e n c e  maxima 

o c c u r r e d  a t  3 5 8 ,  337 a n d  320 nm. The r a t i o  o f  p e a k s  

323  n m /3 5 8  nm was a l t e r e d  f r o m  0 . 8 1  i n  f r e e  f i l i p i n  t o  

1 . 1  i n  f i l i p i n  bo u nd  t o  DPL l a m e l l a e .  The d i f f e r e n c e  

s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  b o u n d  t o  D P L - c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e  

w as  more  i n t e n s e  a n d  q u a l i t a t i v e l y  d i f f e r e n t  i n  d i s ­

p l a c e m e n t .  F i g u r e  10B show s t h a t  t h e  n e g a t i v e  p e a k s  a r e  

m ore  i n t e n s e  a t  360 and  339 nm t h a n  a t  323 nm. A s i n g l e  

a n d  p r o m i n e n t  p o s i t i v e  p e a k  was  e v i d e n t  a t  316 nm. O n ly  

o n e  c r o s s o v e r  p o i n t  was  p r e s e n t  ( b e t w e e n  318 and 3 2 0  n m ) .



F i g u r e  9 ( A ) .  The s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  a n d  f i l i p i n
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DPL l a m e l l a e  i n  2 . 5 $  
D M SO -phosphate  b u f f e r ,  5 x  10” 3 m , pH 7 . 1 ,  
a t  room t e m p e r a t u r e .  The  f i n a l  c o n c e n t r a ­
t i o n  o f  f i l i p i n  was  1 . 3  x  10” 5m and t h a t  
o f  v e s i c l e s  was  4 . 2  x  10“ °M ( p h o s p h a t e ) .  
The l a m e l l a e  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  DPL i n  
p h o s p h a t e  b u f f e r .  The  r a t i o s  o f  t h e  
a b s o r b a n c e  o f  p e a k s  323 n m /3 5 8  nm a r e  0 . 8 1  
and  1 . 1  i n  f r e e  and  bo u nd  f i l i p i n ,  
r e s p e c t i v e l y .

F i g u r e  9 ( B ) .  The u l t r a v i o l e t  d i f f e r e n c e  s p e c t r u m  o f
f r e e  and  b o u n d  f i l i p i n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
s p e c t r a  i n  f i g u r e  9 ( A ) .
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F i g u r e  1 0 ( A ) .  The s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  and  f i l i p i n
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D P L : c h o l e s t e r o l  
l a m e l l a e  i n  2 . 5 $  DMS0-0.01  M T r i s ,  pH
7 . 4 ,  a t  room  t e m p e r a t u r e .  The f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 1 . 9  x  10“ 5m 
and  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v e s i c l e s  was 
7 . 0  x  10” ^M ( p h o s p h a t e ) .  The  ] a m e l l a e  
w e r e  p r e p a r e d  i n  0 . 0 1  M T r i s ,  pH 7 . 4 ,  
f r o m  DPL: c h o l e s t e r o l  i n  7 : 1  m o l a r  r a t i o .  
The r a t i o  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  p e a k s  
323 n m /3 5 8  nm , was  0 . 8 1  and  1 . 4  i n  t h e  
f r e e  and  b o u n d  f o r m ,  r e s p e c t i v e l y .

F i g u r e  10  ( B ) .  The u l t r a v i o l e t  d i f f e r e n c e  s p e c t r u m
o b t a i n e d  f r o m  f r e e  a n d  bound  f i l i p i n  
i n  f i g u r e  1 0 ( A ) .
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The r a t i o  o f  p e a k s  323 n m /3 5 8  nm was i n c r e a s e d  f r o m  0 . 8 1  

i n  f r e e  f i l i p i n  t o  1 . 4 1  i n  t h e  ho u n d  f o r m .  C o m p a r i s o n  o f  

f i g u r e  9B w i t h  f i g u r e  10B s u g g e s t s  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  

s p e c t r a  a r i s e  f r o m  t h e  a b s e n c e  ( f i g u r e  9B) o r  p r e s e n c e  o f  

c h o l e s t e r o l  ( f i g u r e  10B) i n  t h e  l a m e l l a e .  S i n c e  t h e  a b ­

s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c h o l e s t e r o l -  

p h o s p h o l i p i d  d i s p e r s i o n s  d i f f e r e d  f r o m  t h e  s p e c t r u m  o f  f r e e  

f i l i p i n ,  c h o l e s t e r o l - D P L  d i s p e r s i o n s  a t  v a r y i n g  c o n c e n t r a ­

t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  a  f i x e d  am o u n t  o f  

f i l i p i n  a nd  t h e i r  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d .  F i g u r e s  11A and 

11B show t h a t  on i n c r e a s i n g  t h e  d i s p e r s i o n  c o n c e n t r a t i o n ,  

t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  a t  t h e  a b s o r p t i o n  maxima 

d e c r e a s e d  and  t h e  r a t i o  o f  p e a k s  323 nm/ 3 5 8  nm i n c r e a s e d  

f r o m  0 . 8 6  t o  1 . 1 4 ,  1 . 3 2  a n d  1 . 5 3 .  S u b t l e  d i f f e r e n c e s  on 

i n c r e a s i n g  t h e  d i s p e r s i o n  c o n c e n t r a t i o n  a p p e a r e d  i n  t h e  

d i f f e r e n c e  s p e c t r a  ( f i g u r e  1 1 3 ) .  The n e g a t i v e  d i f f e r e n c e s  

a r o u n d  3 5 8 - 3 6 0  nm w e r e  l a r g e r  and  m ore  i n t e n s e  t h a n  t h o s e  

a r o u n d  3 0 0 -3 2 5 n m .

DPL l a m e l l a e  w e r e  a l s o  s t u d i e d .  The a b s o r p t i o n  and  

d i f f e r e n c e  s p e c t r a  o f  f i l i p i n  bound  t o  DPL l a m e l l a e  a t  

v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  r e c o r d e d  ( f i g u r e s  12A and  1 2 B ) .  

As t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  l a m e l l a e  was  i n c r e a s e d ,  s h i f t s  o f  

X  max becam e  l a r g e r ,  t h e  a b s o r b a n c e  d e c r e a s e d  and  t h e  

r a t i o  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  p e a k s  323 nm/ 3 5 8  nm i n c r e a s e d  

f r o m  0 . 8 1  t o  0 . 8 7 ,  0 . 9 2  a n d  0 . 9 5 .  The  d i f f e r e n c e  s p e c t r u m  

d i s p l a y e d  n e g a t i v e  a b s o r b a n c e  c h a n g e s ,  w h i c h  w e r e  r e d u c e d  

on d e c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  l a m e l l a e .



F i g u r e  1 1 ( A ) .  The  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n ,  and  f i l i p i n
h o u n d  t o  D P L : c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e  a t  room 
t e m p e r a t u r e  i n  1 . 2 5 #  D 1 S 0 - 0 .0 1  M T r i s ,  pH
7 . 4 .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 
1 . 3  x  10“ 5m and  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
l a m e l l a e  w e r e :  ( 1 )  2 . 4  x  10“ 5 ,  ( 2 )  4 . 8  x
10“ 5 a n d  ( 3 )  8 . 7  x  10~5 m ( p h o s p h a t e ) .
The  l a m e l l a e  w e re  p r e p a r e d  f ro m  DPL and  
c h o l e s t e r o l  a t  a  m o l a r  r a t i o  o f  7 : 1  i n  
0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 7 . 4 .

F i g u r e  1 1 ( B ) .  The  u l t r a v i o l e t  d i f f e r e n c e  s p e c t r u m  ( f r e e
f i l i p i n  m in u s  hound  f i l i p i n )  f r o m  t h e  
s p e c t r a  o b t a i n e d  i n  f i g u r e  1 1 ( A ) .
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F i g u r e  1 2 ( A ) .  The s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n ,  and  f i l i p i n
"bound t o  DPL l a m e l l a e  i n  2 . 5 #  DMSO-0 . 0 1  M 
T r i s ,  pH 7 . 4 .  a t  room t e m p e r a t u r e .  The 
c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was  1 . 4  x  1 0 “ 5m 
and t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  l a m e l l a e  
w e r e :  ( 1 )  1 . 5  x  1 0 - 5 ,  ( 2 ) 3 . 0  x  10“ 5 and
( 3 )  4 . 5  x  10“ 5m ( p h o s p h a t e ) .  The d i s p e r ­
s i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  DPL i n  0 . 0 1  M 
T r i s - 0 . 0 1  M N a C l ,  pH 7 . 4 .  The r a t i o s  o f  
t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  p e a k s  323 n m /3 5 8  nm 
i n  f r e e  a n d  bo u n d  f i l i p i n  i n  ( 1 ) ,  ( 2 )  and  
( 3 ) w e r e  0 . 8 1 ,  0 . 8 7 ,  0 . 9 3  and 0 .9 5 >  
r e s p e c t i v e l y .

F i g u r e  1 2 ( B ) .  The u l t r a v i o l e t  d i f f e r e n c e  s p e c t r a  o f  f r e e
and  b o u n d  f i l i p i n  o b t a i n e d  f ro m  f i g u r e  
1 2 ( A ) .
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B a t h o c h r o m i c  s h i f t s ,  a l t e r a t i o n  i n  p e a k  r a t i o s  and 

d e c r e a s e s  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  c h a r a c t e r ­

i s t i c  a b s o r p t i o n  maxima o f  f i l i p i n  o c c u r r e d  on b i n d i n g  t o  

EYL v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  and  w i t h o u t  s t e r o l s  ( f i g u r e s  13A 

an d  1 3 B ) . Red s h i f t s  w e r e  p r e s e n t  i n  f i l i p i n  bound  t o  

v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  t h i o c h o l e s t e r o l .  D e c r e a s e s  i n  t h e  

e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  i n  p e a k  1 o f  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  ^ - c h o l e s t a n o l  and  e p i c o p r o s t a n o l  w e r e  

p r o m i n e n t .  T he  r a t i o  o f  p e a k s  323 n m /3 5 8  nm i n  f r e e  f i l i p i n  

a n d  f i l i p i n  bo un d  t o  t h e  v e s i c l e s  w as  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

s p e c t r a  i n  f i g u r e s  13A and B and  i s  shown i n  T a b l e  2 .  The 

d a t a  i n  T a b l e  2 show t h a t  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l ,  

c h o l e s t e r y l  a c e t a t e ,  e p i c o p r o s t a n o l  and  ^ - c h o l e s t a n o l  a l t e r  

t h e  p e a k  r a t i o  323 n m /3 5 8  nm o f  f i l i p i n ,  b u t  EYL v e s i c l e s  

a n d  DPI l a m e l l a e  a l t e r  t h e  r a t i o  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  and 

t h e  r a t i o  i s  u n a f f e c t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i o c h o l e s t e r o l -  

c o n t a i n i n g  v e s i c l e s .

F i g u r e  14- shows t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  

a n d  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c i l i a r y  m em branes  o b t a i n e d  

f r o m  u n s u p p l e m e n t e d  and  e r g o s t e r o l - s u p p l e m e n t e d  c e l l s  o f  

T e t r a h y m e n a . The a b s o r p t i o n  s p e c t r a  r e v e a l e d  t h a t  t h e  p e a k  

r a t i o  323  n m /3 5 8  nm o f  f i l i p i n  was  a l t e r e d  f rom  1 . 0  i n  f r e e  

f i l i p i n  t o  1 . 2 7  i n  t h e  m em branes  c o n t a i n i n g  t e t r a h y m a n o l  

an d  t o  1 . 8 6  i n  t h e  m em branes  c o n t a i n i n g  e r g o s t e r o l .  The 

a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  b o u n d  t o  e r g o s t e r o l - c o n t a i n i n g  

m em b ran e s  shows t h a t  t h e  p e a k  a r o u n d  3 5 8 - 3 6 2  nm i s  s p l i t  

i n t o  2 m i n o r  a b s o r p t i o n  m ax im a.



F i g u r e  1 3 ( A ) .  The s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n ,  and  f i l i p i n
h ou n d  t o  EYL v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  and  
w i t h o u t  s t e r o l s .  The  c o n c e n t r a t i o n  o f  
f i l i p i n  was  2 . 0  x  10” 5m a n d  t h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  t h e  v e s i c l e s  was  1 . 1  x  1 0 ” 2m 
( p h o s p h a t e ) .  T he  m e a s u r e m e n t s  w e r e  made 
i n  1 .25/o  DMSO-0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  
pH 8 . 5 »  a t  2 9 ° .  The v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  
EYL and s t e r o l s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  
m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1 .



AB
SO

RB
A

NC
E

Q 5

• /

0 .4

0 .3

0.2

3603 5 0330320310
WAVELENGTH ( » « )



80

F i g u r e  1 5 ( B ) .  The s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n ,  a n d  f i l i p i n
"bound t o  EYL v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  and 
w i t h o u t  s t e r o l s ,  a nd  t o  DPL l a m e l l a e .  ^  
The  c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 2 . 0  x  10- 5 M; 
t h a t  o f  v e s i c l e s  was  1 . 1  x  10*“2m ( p h o s p h a t e ) ,  
e x c e p t  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v e s i c l e s  con­
t a i n i n g  t h i o c h o l e s t e r o l  w h i c h  was 8 . 0  x  
10” 3m. A l l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  made i n  1 .25%  
DM S0-0 .01 M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 ,  a t  2 9 ° .  
The  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  EYL and s t e r o l s  
w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1 .
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T a b l e  2 :  E f f e c t  o f  EYL v e s i c l e s  ( w i t h  and w i t h o u t  s t e r o l s )
a t  2 9 °  on  t h e  a b s o r b a n c e  r a t i o  323 nm/ 3 5 8  nm o f  
f i l i p i n 1

S a m p le
R a t i o  o f  a b s o r b a n c e  
( p e a k s  323 nm/ 3 5 8  nm)

1 . F i l i p i n 0 . 7 7

2 . F i l i p i n  + EYL v e s i c l e s 0 . 8 6

3 . F i l i p i n  + E Y L : c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s  0 . 9 0

4 . F i l i p i n  + E Y L : c h o l e s t e r y l  
a c e t a t e  v e s i c l e s 0 . 9 1

5 . F i l i p i n  + E Y L : t h i o c h o l e s t e r o l  
v e s i c l e s 0 . 7 7

6 . F i l i p i n  + E Y L : e p i c o p r o s t a n o l  
v e s i c l e s 0 . 9 4

7 . F i l i p i n  + EYL: & - c h o l e s t a n o l  
v e s i c l e s 0 . 9 3

8 . F i l i p i n  + DPL l a m e l l a e 0 . 8 0

T he  c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 1 . 9 8  x  10~^M f r o m  ( 1 )  
t h r o u g h  ( 8 ) .  The  r a t i o  o f  f i l i p i n  t o  p h o s p h a t e  was  t h e  
same a s  g i v e n  i n  f i g u r e s  13  (A) a n d  ( B ) .  The a b s o r b a n c e  
r a t i o  o f  p e a k s  323  nm/ 3 5 8  nm v a r i e s  f r o m  p r e p a r a t i o n  t o  
p r e p a r a t i o n .
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F i g u r e  1 4 .  The a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  f i l i p i n  f r e e
( ----- ) ,  f i l i p i n  bou n d  t o  e r g o s t e r o l -
c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m em branes  ( ------) an d
f i l i p i n  bound  t o  t e t r a h y m a n o l - c o n t a i n i n g  
c i l i a r y  membranes ( . . . . ) .  T h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  p r o t e i n s  i n  e r g o s t e r o l -  
s u p p l e m e n t e d  membranes  was  1 2 0  u g / m l  and  
t h e  m o l a r  r a t i o  o f  p h o s p h a t e  t o  s t e r o l  
was 2 . 4 .  The  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  
i n  m em branes  i s o l a t e d  f r o m  u n s u p p l e m e n t e d  
c e l l s  was 125 J ig /m l  and  t h e  m o l a r  r a t i o  
o f  p h o s p h a t e  t o  t e t r a h y m a n o l  was 3 . 2 . ~
The c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was  2 . 3  x  l O ^ M .  
The r a t i o  o f  p e a k s  3 2 3 ~ n m /3 5 8  nm i n  f r e e  
f i l i p i n  and  f i l i p i n  bo u n d  t o  e r g o s t e r o l -  
c o n t a i n i n g  and t o  t e t r a h y m a n o l - c o n t a i n i n g  
m em branes  a r e  1 . 0 , 1 . 8 6  and  1 . 2 7 ,  r e s p e c ­
t i v e l y .  The s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  28 °  
i n  1 . 2 5 $  e t h y l e n e  g l y c o l - 0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M 
N a C l ,  pH 8 . 5 .  The  s p e c t r a  w e r e  c o r r e c t e d  
f o r  l i g h t  s c a t t e r i n g  o f  t h e  m em b ran e s  a l o n e .
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The i n t e r a c t i o n  o f  f i l i p i n  w i t h  t h r e e  s y s t e m s  h a s  

b e e n  d e s c r i b e d ,  n a m e l y  f r e e  s t e r o l  i n  a q u e o u s  s u s p e n s i o n ,  

m o d e l  m em branes  p r e p a r e d  w i t h  and  w i t h o u t  s t e r o l s  and 

n a t u r a l  m em b ran e s .  W i t h  f r e e  c h o l e s t e r o l ,  i t  w as  f o u n d  

t h a t  t h e r e  was a  s p e c t r a l  c h a n g e  i n  t h e  p e a k  r a t i o  323  n m /

358 nm ( T a b l e  1 ) .  I t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h i s  

i n t e r a c t i o n  i s  n o t  a f f e c t e d  by  p r o t e i n s ,  s a l t  o r  u r e a  ( 2 ) .

The  i n t e r a c t i o n  o f  f i l i p i n  w i t h  a  h o m o g e n e o u s  s y s t e m  o f  

v e s i c l e s  and p h o s p h o l i p i d  d i s p e r s i o n s  p r e p a r e d  w i t h  a nd  

w i t h o u t  s t e r o l s  c a u s e d  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  p e a k  r a t i o  

323 n m /3 5 8  nm. A c l o s e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  

o f  f i l i p i n  b o u n d  t o  DPL l a m e l l a e  p r e p a r e d  w i t h  a nd  w i t h o u t  

c h o l e s t e r o l  ( f i g u r e s  9 , 1 0 , 11  and  1 2 ) i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

a l t e r a t i o n  i n  t h e  a b s o r b a n c e  p e a k  r a t i o  323  nm/ 3 5 8  nm was 

g r e a t e r  when s t e r o l  was  p r e s e n t .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  p e a k  

r a t i o  323  nm/ 3 5 8  nm o f  f i l i p i n  bo u nd  t o  l a m e l l a e  c o n t a i n i n g  

DPL and  DPL l a m e l l a e  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  w as  0 . 9 5  and  

1 . 1 ,  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  

p o l y e n e  b i n d s  t o  s t e r o l  bound  t o  l a m e l l a e .

T he  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on f r e e  f i l i p i n  a n d  f i l i p i n  

b o u n d  t o  EYL v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  and  w i t h o u t  c h o l e s t e r o l  

w as  s t u d i e d  ( T a b l e  1 ) .  The a b s o r p t i o n  p r o p e r t i e s  o f  f r e e  

an d  b o u n d  f i l i p i n  w e r e  a l t e r e d  by  t e m p e r a t u r e .  A c o m p a r i ­

s o n  o f  t h e  r a t i o  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  p e a k s  323  nm/ 3 5 8  nm 

o f  f r e e  and bound  f i l i p i n  i n d i c a t e d  t h a t  a t  1 7 °  t h e  r a t i o  

o f  p e a k s  323 nm/ 3 5 8  nm i n c r e a s e d  i n  bou n d  f i l i p i n  and t h e  

same r e s u l t  was  t r u e  a t  t e m p e r a t u r e  o f  2 3 ° .  The i n c r e a s e
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i n  t h e  r a t i o  o f  p e a k s  323 nm/ 3 5 8  nm was  g e n e r a l l y  m ore  

p r o m i n e n t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s t e r o l - c o n t a i n i n g  EYL v e s i c l e s  

t h a n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  EYL v e s i c l e s .

The a b s o r b a n c e  r a t i o  o f  p e a k s  323 n m /35 8  nm o f  f r e e  

f i l i p i n  v a r i e s  n o t  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s t e r o l s  b u t  

a l s o  w i t h  c h a n g e s  i n  t e m p e r a t u r e  a nd  s o l v e n t .  F o r  e x a m p l e ,  

i n  T a b l e  1 t h e  r a t i o  f o r  f r e e  f i l i p i n  was  0 . 8 7  i n  20$ 

e t h a n o l - 2 . 5$ D M S O -p h osp h a te  b u f f e r  and  i n  f i g u r e  9 t h e  

r a t i o  was  0 . 8 1  i n  2 . 5 $  DMSO-Tris  b u f f e r  a t  room t e m p e r a t u r e .

I n  1 . 2 5 $  e t h y l e n e  g l y c o l - T r i s  b u f f e r ,  t h e  r a t i o  was  1 . 0  

( f i g u r e  1 4 ) ,  a n d  t h e  r a t i o s  a t  2 2 °  and  2 9 °  i n  1 . 2 5 $

DMSO-Tris b u f f e r  w e r e  0 . 7 2  a n d  0 . 7 7 ,  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  

1 ).
The s t u d i e s  r e p o r t e d  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n  by  a b s o r p ­

t i o n  i n d i c a t e d  t h a t  c h o l e s t e r o l ,  c h o l e s t e r y l  a c e t a t e ,  

e p i c o p r o s t a n o l  and  ^ 3 - c h o l e s t a n o l  i n  EYL v e s i c l e s  p r o d u c e d  

a p p r o x i m a t e l y  t h e  same c h a n g e s  i n  t h e  p e a k  r a ' j _ o  323  nm/ 3 5 8  

nm o f  f i l i p i n  on b i n d i n g  ( f i g u r e  1 3 ) .  T h e s e  c h a n g e s  d i d  

n o t  i n d i c a t e  a  n e c e s s i t y  f o r  s p e c i f i c  s t e r e o c h e m i c a l  

o r i e n t a t i o n  o f  l i p o s o m a l l y  bound  s t e r o l .  The r e q u i r e m e n t  

w as  fo u n d  t o  b e  e s s e n t i a l  i n  t h e  p o l y e n e - s t e r o l  i n t e r a c t i o n  

i n  v e s i c l e s  ( 2 , 3 ) .  I i  w as  f o u n d  t h a t  f i l i p i n  had  a n  o p t i m a l  

i n t e r a c t i o n  w i t h  c h o l e s t e r o l .  A b s o r p t i o n  s t u d i e s  r e p o r t e d  

h e r e  h a v e  shown t h a t  f o r  f i l i p i n  t o  i n t e r a c t  i n  t h e  m o d e l  

m e m b ra n e s ,  i t  i s  n o t  n e c e s s a r y  t o  h a v e  a  3 | 3 - h y d r o x y l  g r o u p .

The  same r e s u l t s  c a n  b e  o b t a i n e d  w i t h  a  s u b s t i t u t e d  d e r i v a t i v e  

o f  c h o l e s t e r o l  i n  t h e  3 p o s i t i o n  a nd  w i t h  e p i c o p r o s t a n o l .



The d i s c r e p a n c i e s  i n  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  and  t h o s e  

i n  r e f e r e n c e  3 may h e  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  m o l a r  

r a t i o  o f  s t e r o l s  and  p h o s p h o l i p i d s  and a l s o  t o  t h e  r a t i o  

o f  c h o l e s t e r o l / f i l i p i n .  The s t u d i e s  r e p o r t e d  i n  r e f e r e n c e  

3 on p o l y e n e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  l i p o s o m e s  u s e d  a  m o l a r  

r a t i o  o f  p h o s p h o l i p i d  t o  c h o l e s t e r o l  o f  6 : 1  o r  2 : 1  and a  

r a t i o  o f  s t e r o l  t o  f i l i p i n  o f  4 , w h e r e a s  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n  

a b s o r p t i o n  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  v e s i c l e s  h a v i n g  a  

m o l a r  r a t i o  o f  p h o s p h o l i p i d s  t o  s t e r o l s  o f  1 8 : 1  and  a t  a  

r a t i o  o f  s t e r o l  t o  f i l i p i n  o f  3 0 .  A t  t h e s e  l a t t e r  r a t i o s  

o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  t c  s t e r o l  a n d  s t e r o l  t o  f i l i p i n ,  a b ­

s o r p t i o n  i s  t o o  i n s e n s i t i v e  a  t e c h n i q u e  t o  d i s t i n g u i s h  

b e t w e e n  t h e  s t r u c t u r a l  r e q u i r e m e n t s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  

s t e r o l  (b o u n d  i n  v e s i c l e s )  t o  i n t e r a c t  w i t h  f i l i p i n .

H o w e v e r ,  f l u o r e s c e n c e  and c i r c u l a r  d i c h r o i s m  s t u d i e s  i n ­

d i c a t e d  t h a t  e v e n  a t  t h i s  lo w  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s t e r o l s ,  

t h e  p o l y e n e - s t e r o l  i n t e r a c t i o n  showed t h e  same s t r u c t u r a l  

r e q u i r e m e n t s  a s  o b s e r v e d  i n  t h e  a b s o r p t i o n  r e s u l t s  

r e p o r t e d  i n  r e f e r e n c e  3 .  No i n t e r a c t i o n  o f  f i l i p i n  

o c c u r r e d  when o x y g e n  was  r e p l a c e d  by s u l f u r  a s  i n  

t h i o c h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s ,  a l t h o u g h  t h e  t h i o l  

g r o u p  w as  i n  t h e  j i  c o n f i g u r a t i o n  a t  t h e  3 p o s i t i o n .

The l a c k  o f  i n t e r a c t i o n  o f  f i l i p i n  w i t h  E Y L : t h i o c h q l e s t e r o l  

v e s i c l e s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  s m a l l  e n h a n c e m e n t  o f  

t h e  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  o f  t h e  p o l y e n e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e s e  v e s i c l e s  ( 1 ) and  w i t h  t h e  f i n d i n g  

t h a t  t h e  r a t e  o f  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e s e  v e s i c l e s
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t o  w a t e r  was  n o t  m a r k e d l y  d i m i n i s h e d  when c o m p a red  w i t h  

t h e  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  ( 6 8 ) .  - T h e s e  r e s u l t s  

s u g g e s t e d  t h a t  f i l i p i n  i s  a  u s e f u l  p r o b e  t o  s t u d y  l e c i t h i n -  

s t e r o l  i n t e r a c t i o n s  i n  m e m b ra n e s .

The i n t e r a c t i o n  o f  f i l i p i n  w i t h  m em b ran e -b o u n d  s t e r o l  

w as  a c c o m p a n ie d  by  s p e c t r a l  c h a n g e s ,  s u c h  a s  t h e  d e c r e a s e  

i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,  i n c r e a s e  i n  t h e  p e a k  r a t i o  

323 nm/ 3 5 8  nm a n d  r e d  s h i f t s  ( f i g u r e  1 4 ) .  As shown i n  

f i g u r e  1 4 , when s t e r o l  was n o t  p r e s e n t  i n  t h e  g r o w t h  medium 

o f  T e t r a h y m e n a , c h a n g e s  i n  t h e  s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  w e r e  

a b s e n t .  F u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  f i l i p i n  i s  a  u s e f u l  p r o b e  

i s  p r o v e d  b y  t h e  a l t e r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b a n c e  p e a k  r a t i o  

323  nm/ 3 5 8  nm and  i n  t h e  s h i f t s  i n  t h e  s p e c t r u m  on b i n d i n g  

t o  s t e r o l s  p r e s e n t  i n  m e m b ra n e s .
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F i g u r e  15 show s  t h a t  on b i n d i n g  t o  EYL v e s i c l e s ,  f i l i p i n  

u n d e r w e n t  d e c r e a s e s  i n  a b s o r p t i o n  w i t h  t i m e .  S i m i l a r  r e s u l t s  

w e r e  o b t a i n e d  when f i l i p i n  i n t e r a c t e d  w i t h  E Y L : c h o l e s t e r o l  

v e s i c l e s  ( f i g u r e  1 6 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  w e r e  made a f t e r  

t h e  p o l y e n e  a n d  t h e  v e s i c l e s  w e r e  m ix ed  and  t h e  c h a n g e s  i n  

a b s o r p t i o n  w e r e  r e c o r d e d  a t  d i f f e r e n t  t i m e  i n t e r v a l s  u n t i l  

a  s a t i s f a c t o r y  end p o i n t  was o b t a i n e d .  On m i x i n g  f i l i p i n  

and  EYL v e s i c l e s ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  p e a k s  1 and  2 d e c r e a s e d  

r a p i d l y ,  b u t  a f t e r  20 m i n u t e s ,  t h e  c h a n g e  was g r a d u a l .  The 

a b s o r b a n c e  o f  p e a k  5 was n o t  a l t e r e d  v e r y  much.  C h o l e s t e r o l -  

c o n t a i n i n g  v e s i c l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p o l y e n e  d e m o n s t r a t e d  

a  m arked  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t i o  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  p e a k s  

323  nm/ 3 5 8  nm d u r i n g  t h e  f i r s t  30  m i n u t e s  o f  t h e  r e a c t i o n ;  

t h e r e a f t e r  t h e  a b s o r b a n c e  o f  p e a k s  1 and  2 d e c l i n e d  a t  a  

v e r y  s l o w  r a t e  an d  came t o  a  v i r t u a l  s t o p  a f t e r  195  m i n u t e s .

The r a t e  c o n s t a n t s  f o r  t h e  s l o w  r e a c t i o n s  b e t w e e n  f i l i p i n  

and  v e s i c l e s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3 .

A s t u d y  o f  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  d i f f e r e n t  

v e s i c l e s  ( d e r i v e d  f r o m  EYL w i t h  and  w i t h o u t  s t e r o l s  and  f rom  

DPL l a m e l l a e )  w i t h  f i l i p i n  was u n d e r t a k e n .  The p h o s p h a t e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  v e s i c l e s  an d  l a m e l l a e  a n d  t h e  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  f i l i p i n  w e r e  m a i n t a i n e d  c o n s t a n t .  T a b l e  4 g i v e s  

t h e  r a t e  c o n s t a n t s  o f  r e a c t i o n s  o c c u r r i n g  on t h e  b i n d i n g  o f  

t h e  p r o b e  t o  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  v e s i c l e s .  W i t h  EYL,

E Y L : c h o l e s t e r y l  a c e t a t e ,  a nd  E Y L : e p i c o p r o s t a n o l  v e s i c l e s ,  

a  s i n g l e  r e a c t i o n  was e v i d e n t .  T h e  s l o w e s t  o f  t h e s e  was



F i g u r e  1 5 .  The a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  
a nd  f i l i p i n  bound t o  EYL v e s i c l e s  a t  
v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  m i x i n g .  The o b s e r ­
v a t i o n s  w e r e  made a t  2 8 °  i n  1 . 2 5 $  DMSO- 
0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 .  The  
c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 1 . 1  x  10"^M 
and  t h a t  o f  v e s i c l e s  was  1 . 8  x  10” 5M 
( p h o s p h a t e ) .
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F i g u r e  1 6 .  The a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n ,  a n d  
f i l i p i n  bound t o  E Y L : c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s  a t  
v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  m i x i n g .  The o b s e r v a t i o n s  
w e r e  made a t  2 9 °  i n  1 . 2 5 $  DMS0-0.01 M T r i s - 0 . 1  M 
N a C l ,  pH 8 . 5 .  The  c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 
1 . 5  x  10“ 5m and  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v e s i c l e s  
was 2 . 5  x  10~3 m ( p h o s p h a t e ) .  EYL and  c h o l e s t e r o l  
w e r e  i n  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1 .
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T a b l e  3: The r a t e  c o n s t a n t s  o f  t h e  s l o w  r e a c t i o n  o f  f i l i p i n
w i t h  v e s i c l e s

Type  o f  C o n e ,  o f  C one ,  o f  R a t i o  o f  Temp.
V e s i c l e s  f i l i p i n  l e c i t h i n  F / P  ( ° C )  k ( s e c “  )

EYL 1 . 9 x10” 5M 3 . 0x10” 3M 6x10“ 3 28 8 . 9 x l 0 “ 3

EYL:
c h o l e s t e r o l 1 . 5 x 1 0 “ '’m 2 . 5 x 1 0 ” 6x10“ 3 29 3 . 1 x 1 0 “ 5

EYE 1 . 1 x1 0” 3M 1 . 5 x l 0 ” 3M 7x10“ 3 23 6 . 5 x l 0 “ 4

EYL 1 . 1 x10” 3M 1 . 8 x10” 3M 6x10“ 3 23 5 . 5xlO“ 4

EYL and  c h o l e s t e r o l  w e r e  i n  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1 .  The 
m e a s u r e m e n t s  w e r e  made i n  1 . 2 5 ^ - 0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  
pH 8 . 5 ,  a t  338 nm.



9 5

T a b l e  4 :  The r a t e  c o n s t a n t s  o f  " th e  s l o w  r e a c t i o n  o f  f i l i p i n
w i t h  v e s i c l e s  a n d  w i t h  DPL l a m e l l a e

S a m p le R a t e  c o n s t a n t  ( S e c - 1 )

EYL 7 . 7 X 10“ 4

DPL 4 . 1 X 10- 31 . 3 X 1 0  I *
E Y L : c h o l e s t e r o l 7 . 6 X 1 0  I

•1 2 . 0 X 10 1E Y L : c h o l e s t e r y l  a c e t a t e 2 . 7 X 1 0 "  4

E Y L : e p i c o p r o s t a n o l 1 5 x 1 0 " 4

EYL .‘P - c h o l e s t a n o l 1 7 . 7 X 10~4/ 3 . 3 X 10“ 4

EYL and  s t e r o l  w e r e  i n  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1 .  The 
a s t e r i s k  d e n o t e s  t h e  r a t e  c o n s t a n t  o f  t h e  f a s t e r  o f  t h e  
two r e a c t i o n s .  A l l  o b s e r v a t i o n s  w e r e  made i n  1 . 2 5 $  0
DMS0-0.01 M T r i s - 0 . 1  M H a d ,  pH 8 . 5 ,  a t  358 nm and  2 8 ° .  
The c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was  4 . 1  x  10” 5m and  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  EYL v e s i c l e s  and  DPL l a m e l l a e  was  
2 2 . 3  x  10“ 5j i . The  r a t i o  o f  f i l i p i n / p h o s p h a t e  i n  t h e  
v e s i c l e s  and  l a m e l l a e  was  m a i n t a i n e d  a t  1 . 8  x  1 0 “ 3 .
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t h e  r e a c t i o n  t h a t  o c c u r r e d  when f i l i p i n  was  m ixed  w i t h  

E Y L : c h o l e s t e r y l  a c e t a t e  v e s i c l e s .  V e s i c l e s  c o n t a i n i n g  

c h o l e s t e r o l  and  - c h o l e s t a n o l  e x h i b i t e d  two d i s t i n c t  r e ­

a c t i o n s .  When v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  w e r e  m ixed  

w i t h  f i l i p i n ,  t h e  f i r s t  r e a c t i o n  o c c u r r e d  w i t h i n  210  

s e c o n d s ,  h u t  w i t h  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  p - c h o l e s t a n o l , t h e  

f i r s t  r e a c t i o n  was s p r e a d  o v e r  75 s e c o n d s .

The  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r a t e s  o f  t h e  r e a c t i o n s  o f  

f i l i p i n  w i t h  m o d e l  m em branes  p r e p a r e d  w i t h  and  w i t h o u t  

s t e r o l s  may a r i s e  f r o m  v a r i a t i o n s  i n  t h e  m o l e c u l a r  a r r a n g e ­

m en t  o f  t h e  b i l a y e r  i n  t h e  v e s i c l e s .

The i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  EYL and e p i c o p r o s t a n o l  and  

EYL a n d  c h o l e s t e r y l  a c e t a t e  a r e  d i f f e r e n t  f rom  t h e  i n t e r ­

a c t i o n s  b e t w e e n  EYL and  c h o l e s t e r o l .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  a r e  

l a r g e l y  d u e  t o  t h e  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  o f  t h e  s t e r o l  

i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  v e s i c l e s .  S i n c e  h y d r o g e n  b o n d i n g  i s  

n o t  p o s s i b l e  b e t w e e n  c h o l e s t e r y l  a c e t a t e  and t h e  p o l a r  

g r o u p  o f  l e c i t h i n ,  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  EYL w i t h  c h o l e s t e r y l  

a c e t a t e  i s  e x p e c t e d  t o  b e  w e a k e r  t h a n  t h a t  w i t h  c h o l e s t e r o l .

T a b l e s  5 a n d  4- g i v e  t h e  r a t e  c o n s t a n t s  o f  t h e  r e a c t i o n  

b e t w e e n  f i l i p i n  and  E Y L : c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s .  A t  a  lo w  

r a t i o  o f  t h e  a n t i b i o t i c  t o  l i p i d ,  t h e r e  w e re  two d i s t i n c t  

r e a c t i o n s , w h e r e a s  a t  h i g h  r a t i o , t h e r e  was  o n l y  a  s i n g l e  

r e a c t i o n  p r e s e n t .  The  r a t e  o f  t h e  s lo w  r e a c t i o n  a t  h i g h  

r a t i o  was much s l o w e r  t h a n  t h e  r a t e  a t  low  r a t i o s .  The 

a n a l y s i s  o f  t h e  c h o l e s t e r o l  t o  f i l i p i n  r a t i o  i n  t h e s e  

r e a c t i o n s  r e v e a l e d  t h a t  when t h e  r a t i o  was  9 : 1  o n l y  o n e



r e a c t i o n  was o b s e r v e d ,  b u t  when t h e  r a t i o  was 3 0 : 1 ,  two 

r e a c t i o n s  w e r e  o b s e r v e d .

The a n a l y s i s  o f  t h e  a m p l i t u d e s  o f  t h e  r e a c t i o n s . i n ­

d i c a t e d  t h a t  tw o  r e a c t i o n s  w e r e  d i s c e r n i b l e  i n  t h e  p l o t s  

o f  t h e  l o g a r i t h m  o f  a b s o r b a n c e  v s .  t i m e  o n l y  when t h e  

h y d r o x y l  g r o u p  o f  t h e  s t e r o l - c o n t a i n i n g  EYL v e s i c l e s  was

o f  t h e s e  r e a c t i o n s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  p l o t s  o f  t h e  l o g a r i t h m  

o f  A a b s o r b a n c e  c h a n g e s  v s .  t i m e .  When two r e a c t i o n s  w e r e  

o b s e r v e d ,  t h e  r a t e  c o n s t a n t  o f  t h e  f i r s t  r e a c t i o n  was 

d e t e r m i n e d  by  e x t e n d i n g  t h e  s t r a i g h t  l i n e  o f  t h e  s l o w  r e ­

a c t i o n  and t h e n  p l o t t i n g  t h e  l o g a r i t h m  o f  A a b s o r b a n c e  b e t w e e n  

t h e  e x t r a p o l a t e d  l i n e  an d  t h e  s t r a i g h t  l i n e  o b t a i n e d  f ro m  

t h e  f a s t  r e a c t i o n  v s .  t i m e .  The  $  a m p l i t u d e s  o f  t h e  f i r s t  

. . r e a c t i o n  b e t w e e n  f i l i p i n  and  EYL: c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s ,  EYL:

|3—c h o l e s t a n o l  v e s i c l e s  and  DPL l a m e l l a e  w e r e  65$» 30$ and 

6 0 $ ,  r e s p e c t i v e l y ,  o f  t h e  t o t a l  r e a c t i o n .  The r a t e  c o n s t a n t  

o f  t h e  f i r s t  r e a c t i o n  o f  e a c h  o f  t h e  a b o v e  r e a c t i o n s  was 

d e r i v e d  f ro m  9 ,  8 and  11 p o i n t s  and t h a t  o f  t h e  s e c o n d  r e ­

a c t i o n  was d e r i v e d  f r o m  2 6 ,  10  an d  9 p o i n t s ,  r e s p e c t i v e l y ,  

i n  p l o t s  o f  l o g a r i t h m  o f  A a b s o r b a n c e  v s .  t i m e .

V e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  t h i o c h o l e s t e r o l  h a v e  b e e n  

shown t o  c o n t a i n  two t y p e s  o f  k i n e t i c a l l y  d i s t i n g u i s h a b l e  

s u l f h y d r y l  g r o u p s .  One c l a s s  o f  k i n e t i c a l l y  d i s t i n g u i s h a b l e  

t h i o l  g r o u p  i s  on t h e  e x t e r n a l  s u r f a c e ,  a n d  t h e  s e c o n d  c l a s s  

o f  t h i o l  g r o u p  i s  m asked  i n  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  v e s i c l e  

( 9 9 ) .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  t i m e  d e p e n d e n c e  

o f  t h e  r e a c t i o n  o f  DTNB w i t h  E Y L : t h i o c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s  ( 9 9 )

p o s i t i o n  a nd  i n  DPL l a m e l l a e .  The r a t e  c o n s t a n t s



I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  two t y p e s  o f  k i n e t i c a l l y  d i s t i n g u i s h a b l e  

h y d r o x y l  g r o u p s  may a l s o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  c h o l e s t e r o l -  and 

| S - c h o l e s t a n o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s .

The r e a c t i o n s  o f  f i l i p i n  w i t h  EYL v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  

c h o l e s t e r o l  m o s t  l i k e l y  r e s u l t  f ro m  t h e  a f f i n i t y  o f  f i l i p i n  

f o r  t h e  p h o s p h o l i p i d s  a n d  s t e r o l s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t
•b

f i l i p i n  may fo r m  b i n a r y  ( f i l i p i n - s t e r o l )  a n d  t e r n a r y  

( f i l i p i n - p h o s p h o l i p i d - s t e r o l )  c o m p l e x e s .  I n  t h e  r e a c t i o n  

b e t w e e n  f i l i p i n  and  EYL v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l ,  

when t h e  a b s o l u t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  and  

f i l i p i n  w e r e  h i g h ,  tw o  r a t e  c o n s t a n t s  w e r e  o b s e r v e d .  When 

t h e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  l o w ,  t h e r e  was a  s i n g l e  r a t e  

c o n s t a n t .  A t  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  f i l i p i n / p h o s p h o l i p i d  

r a t i o  was l o w e r  when com pared  w i t h  t h a t  o f  t h e  l o w e r  

c o n c e n t r a t i o n s .  A t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  f a s t  r e a c t i o n  

may r e p r e s e n t  t h e  f o r m a t i o n  o f  c o m p l e x e s  w i t h  t h e  s t e r o l s  

an d  p h o s p h o l i p i d - s t e r o l  c o m p l e x e s  on t h e  e x t e r n a l  s u r f a c e  

o f  t h e  v e s i c l e .  As a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  f a s t  r e a c t i o n ,  

s t e r o l  and  p h o s p h o l i p i d - s t e r o l  c o m p l e x e s  i n  t h e  i n t e r i o r  

o f  t h e  v e s i c l e  may b e  e x p o s e d .  Unbound f i l i p i n  may b i n d  t o  

s u c h  s t e r o l s  a n d  p h o s p h o l i p i d - s t e r o l  c o m p l e x e s  an d  t h e  b i n d ­

i n g  may b e  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  s e c o n d  r e a c t i o n .



F l u o r e s c e n c e  S t u d i e s

F i g u r e  17 sh o w s  t h e  e x c i t a t i o n  and  e m i s s i o n  s p e c t r a  

o f  f i l i p i n  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n .  The e x c i t a t i o n  s p e c t r u m  

i s  s i m i l a r  t o  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m .  The f l u o r e s c e n c e  

e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  h a s  b r o a d  w a v e l e n g t h  maxima 

a t  455 and  476 n m ,a n d  a  s h o u l d e r  a r o u n d  5 1 5 - 5 2 0  nm.

F i g u r e s  18  and  19 show t h e  e x c i t a t i o n  a n d  e m i s s i o n  

s p e c t r a  o f  f i l i p i n  i n  p y r i d i n e ,  10$  p y r i d i n e - 9 0 $  w a t e r ,

DIvIF a nd  10$  DMF-90$ w a t e r .  The c o r r e s p o n d i n g  a b s o r p t i o n  

s p e c t r a  a r e  g i v e n  i n  f i g u r e  8 ( o f  r e s u l t s  and  d i s c u s s i o n  

i n  a b s o r p t i o n  s t u d i e s ) .  B a t h o c h r o m i c  s h i f t s  w e r e  o b s e r v e d  

i n  o r g a n i c  s o l v e n t s  i n  t h e  a b s o r p t i o n  and  e x c i t a t i o n  s p e c t r a .  

I n  p y r i d i n e  and  DFF, t h e  i n t e n s i t i e s  o f  t h e  s p e c t r a  w e r e  

l o w e r e d  a p p r o x i m a t e l y  20$ i n  10$  p y r i d i n e - 9 0 $  w a t e r  and  

by  40$ i n  10$m, DMF-90$ w a t e r  co m p a red  t o  t h e  s p e c t r a  

o b t a i n e d  i n  o r g a n i c  s o l v e n t s .

F i g u r e  20 sho w s  t h e  e x c i t a t i o n  a n d  e m i s s i o n  s p e c t r a  

o f  f r e e  f i l i p i n  a n d  f i l i p i n  bo un d  t o  DPL l a m e l l a e  p r e p a r e d  

w i t h  c h o l e s t e r o l .  The c o r r e s p o n d i n g  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  

i s  g i v e n  i n  f i g u r e  9 .  On b i n d i n g  o f  f i l i p i n  t o  DPL: 

c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e ,  t h e  a b s o r b a n c e  r a t i o  o f  p e a k s  323 nm/ 

358 nm was i n c r e a s e d  f ro m  0 . 8 1  ( i n  f r e e  f i l i p i n )  t o  1 . 4 1 .

When f i l i p i n  b i n d s  t o  D P L : c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e ,  t h e  

f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n  i s  q u e n c h e d .

F i g u r e  21 sh o w s  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  f i l i p i n  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DPL l a m e l l a e  p r e p a r e d  w i t h  c h o l e s t e r o l .

On b i n d i n g  t o  t h e s e  l a m e l l a e ,  t h e  p o l y e n e  u n d e r g o e s  q u e n c h ­

i n g  w h i c h  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l i p i d  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e
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F i g u r e  1 7 .  The e x c i t a t i o n  and  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f
f i l i p i n  ( 1 . 7  x  10” 5m) i n  a q u e o u s  s o l u t i o n .
I n  t h e  e x c i t a t i o n  s p e c t r u m ,  t h e  e m i s s i o n  
w a v e l e n g t h  was 480  nm and i n  t h e  e m i s s i o n  
s p e c t r u m ,  t h e  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  was 
358 nm. The e m i s s i o n  s l i t  w i d t h  was  6 mm 
and t h e  e x c i t a t i o n  s l i t  w i d t h  was  2 mm.
The m e a s u r e m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  1 . 2 5 $
DMS0-0.01 M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 ,  a t
2 8 °  on a  H i t a c h i - P e r k i n  E l m e r  s p e c t r o f l u o r o m e t e r .
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F i g u r e  1 8 .  The e x c i t a t i o n  and  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  f i l i p i n
( 2 . 1  x  10“ 5m) i n  p y r i d i n e  ( ----- ) a n d  i n  10$
p y r i d i n e - 9 0 $  0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5
( ----- ) .  I n  t h e  e x c i t a t i o n  s p e c t r u m ,  t h e  e m i s s i o n
w a v e l e n g t h  was 480  nm and  i n  t h e  e m i s s i o n  
s p e c t r u m ,  t h e  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  was 358 nm. 
The e m i s s i o n  s l i t  w i d t h  was  6 mm a nd  t h e  e x c i t a ­
t i o n  s l i t  w i d t h  was 2 mm. The  s p e c t r a  w e r e  
r e c o r d e d  a t  2 8 °  on a  H i t a c h i - P e r k i n  E lm e r  
s p e c t r o f l u o r o m e t e r .
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F i g u r e  1 9 .  T he  e x c i t a t i o n  and e m i s s i o n  s p e c t r a  o f
f i l i p i n  ( 2 . 1  x  10“ 5m ) i n  DMF ( ----- ) and
i n  10?6 DMF-9 O9S 0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,
pH 8 . 5  ( ----- ) .  I n  t h e  e x c i t a t i o n  s p e c t r u m ,
t h e  e m i s s i o n  w a v e l e n g t h  w as  480  nm a nd  i n  
t h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m ,  t h e  e x c i t a t i o n  
w a v e l e n g t h  was 358 nm. The  e m i s s i o n  s l i t  
w i d t h  was 6 mm and t h e  e x c i t a t i o n  s l i t  
w i d t h  was 2 mm. The s p e c t r a  w e r e  r e ­
c o r d e d  a t  28°  on a  H i t a c h i - P e r k i n  E l m e r  
s p e c t r o f l u o r o m e t e r .
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F i g u r e  2 0 .  The  e x c i t a t i o n  and  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  f r e e
f i l i p i n  ( ----- ) and  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e
o f  D P L : c h o l e s t e r o l  l a m e l l a e  ( ----- ) i n  1 . 2 5 $
DMSO-O.01 M T r i s ,  pH 7 . 4 .  The e x c i t a t i o n  
s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  a n  e m i s s i o n  wave­
l e n g t h  o f  476 nm a n d  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r a  
w e r e  r e c o r d e d  a t  an  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  
o f  365 nm. The c o n c e n t r a t i o n  o f  DPL l a m e l l a e  
c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  was  7 x 10” °M ( p h o s p h a t e )  
a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 1 . 6 7  x  
1 0 “ 5m, The c o r r e s p o n d i n g  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  
o f  f r e e  and bound  f i l i p i n  a r e  g i v e n  i n  
f i g u r e  9 .  The s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  room 
t e m p e r a t u r e  on a  F a r r a n d  s p e c t r o f l u o r o m e t e r  
u s i n g  a  C o m i n g  g l a s s  f i l t e r  CS7-31  and  a t  
0 . 1  p .  A s e n s i t i v i t y .  DPL and  c h o l e s t e r o l  
w e r e  i n  t h e  r a t i o  o f  7 : 1  i n  t h e  l a m e l l a e .
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F i g u r e  2 1 .  The  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  ( ------ )
an d  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DPI l a m e l l a e
c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  ( ------) i n  1 . 2 5 $  DMS0-
0 . 0 1  M I r i s ,  pH 7 . 4 .  The  e m i s s i o n  s p e c t r a  
w e r e  r e c o r d e d  a t  an  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  
o f  365 nm. The c o n c e n t r a t i o n  o f  DPL l a m e l l a e  
w e r e :  ( 1 )  2 . 4  x  1 0 “ 5 ,  ( 2 ) 4 . 8  x  1 0 “ 5 and
( 3 )  8 . 7  x  10“ 5m ( p h o s p h a t e )  and  t h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  f i l i p i n  w as  1 . 9  x  10~5m. The 
c o r r e s p o n d i n g  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  a r e  g i v e n  
i n  f i g u r e  1 0 .  The s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  
room t e m p e r a t u r e  on a  F a r r a n d  s p e c t r o f l u o r o m e t e r  
u s i n g  a  C o m i n g  g l a s s  f i l t e r  C S 7 -3 1  and  a t  
0 . 1  11 A s e n s i t i v i t y .  DPL and  c h o l e s t e r o l  w e re  
i n  t h e  r a t i o  7 : 1  i n  t h e  l a m e l l a e .
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l a m e l l a e ;  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c h a n g e s  i n  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  

a r e  g i v e n  i n  f i g u r e  1 0 .

F i g u r e  22 show s t h e  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  

f i l i p i n  bo un d  t o  EY1 v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  and  w i t h o u t  

s t e r o l s  and  t o  DPL l a m e l l a e  l a c k i n g  c h o l e s t e r o l .  DPL l a m e l l a e  

p r e p a r e d  w i t h o u t  c h o l e s t e r o l  d i d  n o t  a l t e r  t h e  f l u o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n ,  w h e r e a s  EYL v e s i c l e s  c a u s e d  an e n h a n c e ­

m ent  o f  bound  f i l i p i n .  The  c h a n g e s  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  l a r g e l y  d e p e n d  on t h e  s t e r e o c h e m i s t r y  o f  t h e  

s t e r o l  i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  v e s i c l e s .  The e n h a n c e m e n t  was 

n e a r l y  1 0 0 $  w i t h  EYL v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  t h i o c h o l e s t e r o l  

and  c h o l e s t e r o l .  The c o r r e s p o n d i n g  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  

f i l i p i n  bound  t o  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  s t e r o l s  i s  g i v e n  i n  

f i g u r e  1 3 .  A l t h o u g h  t h e r e  was  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  f l u o r e s ­

c e n c e  i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i o c h o l e s t e r o l -  

c o n t a i n i n g  v e s i c l e s ,  f i l i p i n  u n d e r w e n t  a  d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  

on b i n d i n g  t o  t h e s e  v e s i c l e s  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  w a v e l e n g t h  

s h i f t s .  The f l u o r e s c e n t  s p e c t r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  f i l i p i n  

bound  t o  c h o l e s t e r o l -  and  t h i o c h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s  

w e r e  d i f f e r e n t .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  EYL v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  

c h o l e s t e r y l  a c e t a t e  a n d y 3 - c h o l e s t a n o l , f i l i p i n  had  a b o u t  

i d e n t i c a l  d e g r e e s  o f  e n h a n c e m e n t ;  t h i s  was a p p r o x i m a t e l y  

25$ o f  t h e  v a l u e  o b t a i n e d  when f i l i p i n  was i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  EYL v e s i c l e s .

T a b l e  5 g i v e s  t h e  v a l u e s  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  and  

f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  o f  f i l i p i n  bound  t o  E Y L : c h o l e s t e r o l  

v e s i c l e s .  The  p o l a r i z a t i o n  o f  f r e e  f i l i p i n  d o e s  n o t  v a r y



F i g u r e  2 2 .  The e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  and 
f i l i p i n  bo un d  t o  EYL v e s i c l e s  ( w i t h  and  
w i t h o u t  s t e r o l s )  and  t o  DPL l a m e l l a e  r e ­
c o r d e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  m i x i n g  t h e  a n t i ­
b i o t i c  a n d  v e s i c l e s .  The e m i s s i o n  s p e c t r a  
w e r e  r e c o r d e d  a t  2 8 °  on a  H i t a c h i - P e r k i n  
E l m e r  s p e c t r o f l u o r o m e t e r  a t  a n  e x c i t a t i o n  
w a v e l e n g t h  o f  358 nm and  a t  a n  e m i s s i o n  
s l i t  w i d t h  o f  2 mm. The  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  v e s i c l e s  and  l a m e l l a e  w as  1 . 1 3  x  10“ 2m 
f o r  a l l  v e s i c l e s  e x c e p t  t h o s e  c o n t a i n i n g  
t h i o c h o l e s t e r o l ;  t h e  l a t t e r  h a d  a  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  8 x  10~3m ( p h o s p h a t e ) .  The 
c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 2 . 0  x  10” 5m. 
The p h o s p h o l i p i d s  a n d  s t e r o l s  w e r e  i n  a  
m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1 .  A l l  m e a s u r e m e n t s  
w e r e  made i n  1 . 2 5 $  DM S0-0 .01  M T r i s - 0 . 1  M 
N a C l ,  pH 8 . 5 .  The c o r r e s p o n d i n g  a b s o r p t i o n  
s p e c t r a  a r e  g i v e n  i n  f i g u r e  13A and  B.
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T ab le 5» The f lu o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  and f lu o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  v a lu e s  a t  
v a r y in g  f i l i p i n  and E Y L :c h o le s te r o l  v e s i c l e  c o n c e n tr a t io n s

C o n c e n tr a t io n  
o f  f i l i p i n  
x 10°(M)

F lu o r e s c e n c e
P o la r iz a t io n

F lu o r e s c e n c e
I n t e n s i t y

1 2 3 1* 5 6 1 2 . 3 1* 5 6

11*. 0 0.126 0.096 0 . 061* 0.01*3 0.035 0.019 71*00 6950 5935 5925 1*71*0

8 . 1* 0.126 0.096 0.062 0.01*3 0.031* 0 .0 1 8 1*920 5005 1*610 1*015 3605 3230

5 .8 0.126 0.096 0 .0 6 2 0.01*3 0.033 0.017 3685 3790 331*0 2935 2570 2300

3 .1 0 . 121* 0 .1 0 0 0.061* 0 . 01*0 0 .0 3 6 0.019 2325 2380 1965 1810 1595 1390

1.9 0.129 0.105 0.061* 0 . 01*0 0.026 0 .0 1 8 1500  j 11*76 1335 1H*5 1000 887

0 .5 0.139 0 .1 2 2 0 .0 6 2 - 0 .0 2 2 0 . 011* — 1*80 1*50 1*36 377 375

The n u m b ers  ( 1 )  t h r o u g h  ( 5 ) .  r e f e r  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  i n  t h e  v e s i c l e s :
( 1 )  5  x  1 0 - 4 ,  ( 2 )  2 . 7  x  1 0 - 4 ,  (3 )  1.1* x  1 0 - 4 ,  (1*) 0 . 7  x  10-1* and  ( 5 )  0 . 3  x  1 0 “4M. The num ber  
6 r e f e r s  t o  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  w i t h  f r e e  f i l i p i n .  The v e s i c l e s  w e r e  p r e p a r e d  f ro m  EYL: 
c h o l e s t e r o l  i n  t h e  m o la r  r a t i o  7 s l .  The m e a s u r e m e n t s  w e re  made i n  1 .25/6 DMS0-0.01M T r i s ,  0.1M 
NaCl* 'pH 8 . 5 ,  a t  room t e m p e r a t u r e  a t  a n  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  o f  358 nm and  e m i s s i o n  w a v e l e n g t h  
o f  1*76 nm.

MM
V>J
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m a r k e d l y  w i t h  t h e  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

p o l y e n e .  The p o l a r i z a t i o n  v a l u e  o f  f r e e  f i l i p i n  v a r i e d  

f r o m  0 . 0 1 4  t o  0 . 0 1 9  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was
_ q _q

v a r i e d  f r o m  5 x  1 0  t o  140  x  1 0  7M. On b i n d i n g  t o  EYL:

c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s ,  t h e  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n
- 9r e a c h e d  a  maximum v a l u e  o f  0 . 1 3 9  a t  5 x  10  f i l i p i n  and  

5 x  1 0 ” ^M l e c i t h i n  p h o s p h a t e ,  b u t  d e c r e a s e d  t o  0 . 1 2 6  a t  

1 4 0  x  10” ^M f i l i p i n  and  5 x  lCT^M l e c i t h i n  p h o s p h a t e .

T he  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  was  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  when 

t h e  f i l i p i n  c o n c e n t r a t i o n  was  v a r i e d  b u t  f l u o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  d e p e n d e d  on t h e  f i l i p i n  c o n c e n t r a t i o n  ( T a b l e  5 ) .

S i n c e  s t e r o l - m e d i a t e d  s p e c t r a l  c h a n g e s  o f  f i l i p i n  

c o u l d  b e  f o l l o w e d  i n  t h e  v e s i c l e s ,  i t  was  a n t i c i p a t e d  t h a t  

i t  w o u ld  b e  p o s s i b l e  t o  s t u d y  t h e  b i n d i n g  o f  f i l i p i n  t o  

s t e r o l s  i n  n a t u r a l  m e m b r a n e s .  F i g u r e s  23 and 24 show t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  when f i l i p i n  was  i n c u b a t e d  w i t h  c i l i a r y  

m e m b ra n e s .  The  e x c i t a t i o n  s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  bound  t o  

c i l i a r y  m em branes  c o n t a i n i n g  e r g o s t e r o l  shows t h a t  p e a k  1 

d e c r e a s e s  i n  a b s o r p t i o n  s i g n i f i c a n t l y  s i m i l a r  t o  t h e  

s i t u a t i o n  o b s e r v e d  i n  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  ( f i g u r e  1 4 ) .  

The e m i s s i o n  s p e c t r a  ( f i g u r e  24)  r e v e a l  t h a t  c i l i a r y  mem­

b r a n e s  c o n t a i n i n g  e r g o s t e r o l  q u e n c h  t h e  f l u o r e s c e n c e  
*>

i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n ,  b u t  t h o s e  c o n t a i n i n g  t e t r a h y m a n o l  do 

n o t  i n f l u e n c e  t h e  f l u o r e s c e n c e  s i g n i f i c a n t l y .  T h e r e  a r e  

no  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n s  e i t h e r  i n  t h e  e x c i t a t i o n  o r  

t h e  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  f i l i p i n  b o u n d  t o  t e t r a h y m a n o l -  

c o n t a i n i n g  m e m b ra n e s .
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F i g u r e  2 3 .  The e x c i t a t i o n  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  ( ------)
and  f i l i p i n  "bound t o  e r g o s t e r o l - c o n t a i n i n g
c i l i a r y  membranes  ( ----- ) .  T he  c o n c e n t r a t i o n
o f  p r o t e i n  i n  e r g o s t e r o l - c o n t a i n i n g  m em branes  
was 1 2 0 j u g / m l  and t h e  r a t i o  o f  p h o s p h a t e / s t e r o l  
was 2 .3 7 *  F i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t e t r a h y m a n o L  
c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m em branes  i s  a l s o  shown (-•>«-). 
The  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  i n  t e t r a h y m a n o l -  
c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m em branes  was 1 2 5 j u g / m l  and 
t h e  r a t i o  o f  p h o s p h a t e / s t e r o l  was  5 * 2 .  The con­
c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 3 . 2  x  10” ^M. The 
s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  2 5 °  a t  a n  e m i s s i o n  wave­
l e n g t h  o f  480  nm, e m i s s i o n  s l i t  w i d t h  o f  4 mm, 
e x c i t a t i o n  s l i t  w i d t h  o f  2 mm a nd  s e n s i t i v i t y  
6 on a  H i t a c h i - P e r k i n  E l m e r  s p e c t r o f l u o r o m e t e r  
i n  1 . 2 5 $  e t h y l e n e  g l y c o l - 0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M 
N a C l ,  pH 8 . 5 .  The s p e c t r a  h a v e  b e e n  c o r r e c t e d  
f o r  m em branes  a l o n e .
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F i g u r e  2 4 .  The e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  and 
f i l i p i n  bound  t o  e r g o s t e r o l - c o n t a i n i n g  
c i l i a r y  m em branes  and  t o  t e t r a h y m a n o l -  
c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m e m b r a n e s .  The  
e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  was 558 nm. A l l  
o t h e r  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  t h e  
same a s  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  f i g u r e  2 3 .
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The f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n  was  l o w  i n  

a q u e o u s  s o l u t i o n s  b u t  i n c r e a s e d  i n  s o l u t i o n s  o f  l o w  

p o l a r i t y .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  e f f e c t s  may 

b e  d u e  t o  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  p o l y e n e  i n  a q u e o u s  

s o l u t i o n s  ( f i g u r e s  18 and 1 9 ) .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  a d d i t i o n  o f  f r e e  s t e r o l s ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  l i p o s o m a l -  

bou n d  s t e r o l s  shown i n  f i g u r e  22 d e c r e a s e s  t h e  f l u o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  o f  t h e  e x c i t a t i o n  s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  a n d  a l s o  

t h a t  t h e  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  i s  i n c r e a s e d  on t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  f i l i p i n  w i t h  a q u e o u s  s u s p e n s i o n s  o f  s t e r o l s  

a nd  w i t h  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  s t e r o l s  ( e s p e c i a l l y  c h o l e s ­

t e r o l  , ^ 3 - c h o l e s t a n o l  and e r g o s t e r o l )  ( 1 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  

s u g g e s t e d  t h a t  f i l i p i n  c o u l d  b e  u s e d  a s  a  f l u o r e s c e n t  p r o b e  

t o  s t u d y  l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s  i n  m o d e l  a s  w e l l  a s  

i n  n a t u r a l  m e m b ra n e s .

The  c h a n g e  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n
1

d e p e n d s  on t h e  t y p e  o f  l e c i t h i n  and s t e r o i d  i n c o r p o r a t e d  

i n  t h e  m o d e l  m e m b ra n e s .  R e c e n t l y  p u b l i s h e d  s t u d i e s  w i t h  

c h o l e s t e r o l  d i s p e r s i o n s  and  p h o s p h o l i p i d  d i s p e r s i o n s  showed 

t h a t  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n  was n o t  c h a n g e d  

e i t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d i s p e r s i o n s  o r  l i p o s o m e s ,  b u t  w i t h  

m ix e d  p h o s p h o l i p i d - c h o l e s t e r o l  d i s p e r s i o n s  t h e  f l u o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n  was s t r o n g l y ,  e n h a n c e d  ( 5 ) .  H o w e v e r ,  

i n  c o n t r a s t  t o  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  

a q u e o u s  s u s p e n s i o n s  o f  c h o l e s t e r o l  d e c r e a s e  t h e  i n t e n s i t y  

o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  e x c i t a t i o n  s p e c t r u m  o f  f i l i p i n  ( 1 ) ,  

a n d  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n  show t h a t



t h e  p h o s p h o l i p i d  p r e p a r a t i o n s  o b t a i n e d  f r o m  EYL a l t e r  

t h e  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  o f  t h e  p o l y e n e .  A d d i t i o n  o f  

f i l i p i n  t o  DPL l a m e l l a e  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  c a u s e d  a  

m arked  q u e n c h i n g  i n  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n ,  

and  t h e  q u e n c h i n g  was p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l i p i d  c o n c e n t r a ­

t i o n  i n  t h e  l a m e l l a e  ( f i g u r e s  20 and  2 1 ) .  L a m e l l a e  

c o n t a i n i n g  DPL a l o n e  d i d  n o t  a l t e r  t h e  f l u o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  o f  f i l i p i n  ( f i g u r e  2 2 ) .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  

a g r e e m e n t  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  

i n  s u r f a c e  p r e s s u r e  w e r e  o b t a i n e d  when f i l i p i n  i n t e r a c t e d  

w i t h  m o n o l a y e r s  p r e p a r e d  w i t h  DPL a nd  c h o l e s t e r o l ,  b u t  

t h e s e  c h a n g e s  i n  s u r f a c e  p r e s s u r e  w e r e  a b s e n t  i n  DPL 

m o n o l a y e r s  a l o n e  ( 5 8 ) .
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C i r c u l a r  D i c h r o i s m  S t u d i e s

F i g u r e  25 shows t h e  CD s p e c t r a  o f  f i l i p i n  i n  p y r i d i n e ,

DMF and i n  a n  a q u e o u s  b u f f e r .  T he  a b s o r p t i o n  b a n d s  o f  

f i l i p i n  a r e  o p t i c a l l y  a c t i v e  w i t h  w e l l - d e f i n e d  n e g a t i v e  

d i c h r o i c  b a n d s  i n  t h e  u v  r a n g e .  F i l i p i n  i n  a q u e o u s  b u f f e r  

s o l u t i o n  h a s  a b s o r p t i o n  p e a k s  a t  3 0 8 ,  3 2 3 ,  338 and 358 nm 

( f i g u r e  8 ,  p .  65 ) .  The CD s p e c t r u m  i n  b u f f e r  s o l u t i o n  

show s t h r e e  d i s t i n c t  n e g a t i v e  d i c h r o i c  b a n d s  a t  3 2 2 ,  340 

and  358 nm. The a b s e n c e  i n  t h e  CD s p e c t r u m  o f  t h e  s h o u l d e r  

p r e s e n t  i n  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

e l e c t r i c  o r  t h e  m a g n e t i c  moments a r o u n d  308 nm a r e  v e r y  

w e a k .  The a n t i b i o t i c  i n  p y r i d i n e  a n d  DMF e x h i b i t e d  e n h a n c e d  

n e g a t i v e  d i c h r o i c  b a n d s  t h a t  a r e  r e d - s h i f t e d .  CD and  a b -  

s o r p t i o n  s t u d i e s  o f  f i l i p i n  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a b s o r p t i o n  

w a v e l e n g t h  maxima o f  f i l i p i n  i n  p y r i d i n e  ( 3 3 0 ,  346 and 

365 nm) and DMF ( 3 2 6 ,  342 and  361 nm) o c c u r  a t  l o n g e r  

w a v e l e n g t h s  t h a n  t h o s e  o f  t h e  d i c h r o i c  b a n d s  i n  p y r i d i n e  

( 3 2 7 ,  344 and  363 nm) and  i n  DMF ( 3 2 3 ,  34 0  and  358 n m ) .

F i g u r e  26 shows t h e  CD s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  and  

f i l i p i n  bound  t o  EYL v e s i c l e s  p r e p a r e d  w i t h  and  w i t h o u t  

s t e r o l s  and  t o  DPL l a m e l l a e .  T he  CD b a n d s  o f  t h e  p o l y e n e  

w e r e  a l t e r e d  when f i l i p i n  was bo u n d  t o  t h e  p h o s p h o l i p i d  

p r e p a r a t i o n s .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  EYL:c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s ,  

t h e  n e g a t i v e  b a n d s  o f  f i l i p i n  w e r e  e n h a n c e d  t h r e e - f o l d  

w h e r e a s  w i t h  ^ - c h o l e s t a n o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s  s m a l l  en­

h a n c e m e n t s  w e r e  o b t a i n e d .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  v e s i c l e s  

c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r y l  a c e t a t e ,  t h e  b a t h o c h r o m i c  s h i f t s



F i g u r e  2 5 .  The CD s p e c t r a  o f  f i l i p i n  i n  1 . 2 5 #  DMSO-
0 . 0 1  M I r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5  ( ----- ) ,  i n
p y r i d i n e  ( - • - • - )  and  i n  DMF ( ----- ) .  The
s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  room t e m p e r a t u r e .  
The c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  was 5 . 8 6  x 10”
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F i g u r e  2 6 .  The CD s p e c t r a  o f  f i l i p i n  bound  t o  EYL 
v e s i c l e s  ( w i t h  and  w i t h o u t  s t e r o l s )  and 
t o  DPL l a m e l l a e  a t  room t e m p e r a t u r e .
The m o l a r  r a t i o  o f  EYL a n d  s t e r o l s  was 
1 8 : 1 .  The p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  
t h e  v e s i c l e s  and  l a m e l l a e  was  1 1 . 2  x  
10“ 3m , w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h i o c h o l e s t e r o l -  
c o n t a i n i n g  v e s i c l e s ,  w h e r e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
was 8 x  1 0 - 3 m . The  c o n c e n t r a t i o n  o f  f i l i p i n  
was 5 . 8 6  x  10” 5m . A l l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  
made i n  1 . 2 5 #  DMS0-0.01  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  
pH 8 . 5 .
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f o u n d  w i t h  c h o l e s t e r o l -  and  - c h o l e s t a n o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s  

w e r e  a p p a r e n t  w i t h  f i l i p i n , .  b u t  t h e  e n h a n c e m e n t s  o f  t h e  

CD b a n d s  w e re  n e g l i g i b l e .  Y / i th  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  

e p i c o p r o s t a n o l , s m a l l  e n h a n c e m e n t s  w e r e  a l s o  o b s e r v e d ,  

b u t  w a v e l e n g t h  s h i f t s  w e r e  a b s e n t .  The CD s p e c t r u m  o f  

f i l i p i n  bound t o  EYL v e s i c l e s  had  a  s m a l l  p o s i t i v e  p e a k  

a r o u n d  3 6 3 - 3 6 5  nm a n d  a  n e g a t i v e  p e a k  a t  305 nm. The 

n e g a t i v e  d i c h r o i c  b a n d s  o f  f i l i p i n  u n d e r w e n t  a  s i g n  i n ­

v e r s i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DPL l a m e l l a e ,  g i v i n g  b a n d s  o f  

p o s i t i v e  e l l i p t i c i t y  w i t h  c o n s p i c u o u s  r e d  s h i f t s  when 

com pared  w i t h  t h o s e  o f  f r e e  f i l i p i n .  T h e r e  i s  a l m o s t  a 

s e v e n - f o l d  e n h a n c e m e n t  i n  e l l i p t i c i t y  co m p a red  t o  t h e  

e l l i p t i c i t y  o f  f r e e  f i l i p i n .

F i g u r e  27 sh o w s  t h e  CD c u r v e s  o b t a i n e d  f ro m  t h e  

t i t r a t i o n  o f  f i l i p i n - E Y L : c h o l e s t e r o l  c o m p le x  w i t h  f r e e  

f i l i p i n .  F i g u r e  27 r e v e a l s  many f a c e t s  o f  t h e  b i n d i n g .

Upon a d d i t i o n  o f  f r e e  f i l i p i n ,  t h e  m o l e c u l a r  e l l i p t i c i t i c s  

a r o u n d  335» 347 a n d  367 nm w e r e  g r a d u a l l y  d e c r e a s e d .  The 

c i r c u l a r  d i c h r o i c  b a n d  was e n h a n c e d  a t  321 nm and r e d -  

s h i f t e d ,  and a  p o s i t i v e  d i c h r o i c  b a n d  a p p e a r s .  An 

e f f o r t  was made t o  c o n s t r u c t  S c a t c h a r d  p l o t s  ( 1 0 0 )  f ro m  

t h e s e  d a t a ,  b u t  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  a s s o c i a t i o n  

c o n s t a n t  and t h e  n u m b e r  o f  b i n d i n g  s i t e s  was n o t  o b t a i n e d .

F i g u r e  28 sh o w s  t h a t  e r g o s t e r o l - c o n t a i n i n g  c i l i a r y  

m em branes  a l t e r  t h e  CD s p e c t r u m  o f  f i l i p i n .  T h e r e  i s  a  

v e r y  l a r g e  i n c r e a s e  i n  t h e  n e g a t i v e  d i c h r o i c  b a n d s  o f  

f i l i p i n  on b i n d i n g  t o  t h e s e  m e m b ra n e s .  T e t r a h y m a n o l -



F i g u r e  2 7 .  The  CD C u r v e s  o b t a i n e d  by  t h e  t i t r a t i o n  o f  
f i l i p i n - E Y L : c h o l e s t e r o l  c o m p le x  w i t h  f r e e  
f i l i p i n .  The  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p h o s p h a t e  
i n  t h e  v e s i c l e s  i n  c u r v e s  1 t o  8 w e r e  1 . 8  x  
10 - 3 , 1 . 5  x  10 - 3 , 1 . 3  x  1 0 - 3 , l . i  x  1 0 - 3 , 
0 . 9  x  10“ 5 . 0 . 8  x  1 0 - 3 ,  0 . 5  x  1 0 “ 3 and  
0 . 1 3  x  10“ 3m, r e s p e c t i v e l y ,  a t  0 . 0 4  r a n g e  
and  a t  t i m e  c o n s t a n t  1 i n  1 . 2 5 $  DM S0-0 .01  M 
T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 .  The c o n c e n t r a t i o n  
o f  f i l i p i n  was  4 . 2 6  x  1 0 “ 5m. The m o l a r  
r a t i o  o f  E Y L : c h o l e s t e r o l  was 1 8 : 1 .  The 
s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  
a d d i t i o n  o f  f r e e  f i l i p i n  t o  t h e  c o m p l e x .
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F i g u r e  2 8 .  The CD s p e c t r a  o f  f r e e  f i l i p i n  ( ----- ) and
f i l i p i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c i l i a r y  mem­
b r a n e s  c o n t a i n i n g  e r g o s t e r o l  ( ----- ; and
t e t r a h y m a n o l  (-•-►•), r e c o r d e d  a t  room 
t e m p e r a t u r e .  I n  e r g o s t e r o l - s u p p l e m e n t e d  
m em branes  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  
was 1 2 0  p . g / m l  and  t h e  r a t i o  o f  p h o s p h a t e  
t o  s t e r o l  was 2 . 4 .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  
p r o t e i n  i n  t e t r a h y m a n o l  m em branes  was 
125 J ig /m l  and  t h e  r a t i o  o f  p h o s p h a t e  t o  
t e t r a h y m a n o l  was  3 . 2 .  The c o n c e n t r a t i o n  
o f  f i l i p i n  was 2 . 3  x  10” 5m. The s p e c t r a  
w e r e  r e c o r d e d  i n  1 . 2 5 $  e t h y l e n e  g l y c o l -
0 . 0 1  M T r i s - 0 . 1  M N a C l ,  pH 8 . 5 .  The 
s p e c t r a  w e r e  c o r r e c t e d  f o r  membranes  a l o n e .
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c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m em branes  h a v e  n o  s u c h  e f f e c t s  on 

f i l i p i n ;  t h e  CD s p e c t r u m  r e m a i n s  p r a c t i c a l l y  u n a l t e r e d .

The d e c r e a s e  i n  m o l e c u l a r  e l l i p t i c i t y  o f  f r e e  f i l i p i n  

w i t h  t i m e  s u g g e s t e d  t h a t  f i l i p i n  i n  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  

may e x i s t  a s  a n  a g g r e g a t e .  I t  i s  known t h a t  a t  h i g h  c o n ­

c e n t r a t i o n s  p r o b e s  s u c h  a s  M S  s e l f - a s s o c i a t e  t o  fo r m  

d i m e r s  and l a r g e r  a g g r e g a t e s  a n d  e x h i b i t  e x t r i n s i c  C o t t o n  

e f f e c t s ( 1 0 1 ) .  S i n c e  s o l u t i o n s  o f  f i l i p i n  h a v i n g  a n  a b ­

s o r b a n c e  o f  0 . 8 - 1 . 0  w e r e  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  d e c r e a s e s  i n  t h e  m o l e c u l a r  e l l i p t i c i t i e s  

c o u l d  be  a t t r i b u t e d  t o  t h e  l i g a n d - l i g a n d  i n t e r a c t i o n s .

T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  c o n t r a s t  t o  a b s o r p t i o n  s t u d i e s  r e -  

p o r t e d  on p .  4 8 .  T h e r e f o r e ,  i t  a p p e a r s  t h a t  CD i s  i n h e r e n t l y  

a  more  s e n s i t i v e  t e c h n i q u e  t h a n  a b s o r p t i o n .

F i l i p i n  h a s  a  weak CD s p e c t r u m ,  b u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

DPL l a m e l l a e  and EYL v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  s t e r o l s ,  t h e  

e l e c t r i c a l  and  m a g n e t i c  m oments  a r e  a l t e r e d .  I n  f r e e  

f i l i p i n  t h e  c o n t r i b u t i o n s  t o  t h e  CD o f  n e i g h b o r i n g  f i l i p i n  

c h r o m o p h o r e s  p a r t i a l l y  c a n c e l  e a c h  o t h e r .  T h e s e  e f f e c t s  

may b e  c a u s e d  by t h e  t e n d e n c y  o f  f i l i p i n  t o  a g g r e g a t e  i n  

a n  a q u e o u s  s o l u t i o n .  H o w e v e r ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v e s i c l e s  

c o n t a i n i n g  s t e r o l s ,  t h e s e  m oments  may b e  r e a l i g n e d ,  t h u s  

r e s u l t i n g  i n  an  e n h a n c e d  CD s p e c t r u m .  The d e g r e e  o f  

r e a l i g n m e n t  may b e  a t t r i b u t e d  t o  s t e r e o c h e m i s t r y  o f  t h e  

s t e r o l .  The m a g n i t u d e  o f  t h e  e n h a n c e m e n t  i n  t h e  CD s t u d i e s  

o f  bound f i l i p i n  d e p e n d s  on t h e  t y p e  o f  s t e r o l  i n c o r p o r a t e d  

i n  t h e  v e s i c l e s  ( f i g u r e  2 6 ) .  Maximum e n h a n c e m e n t  and  CD



s p e c t r a l  s h i f t s  i n  f i l i p i n  w e r e  o b s e r v e d  when t h e  p o l y e n e  

was bound  t o  EYL v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l .  I t  

a p p e a r s  t h a t  l a r g e  e n h a n c e m e n t s  o c c u r  when l e c i t h i n -  

s t e r o l  i n t e r a c t i o n s  a r e  s t r o n g .  The o b s e r v a t i o n s  made i n  

f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  s t u d i e s  i n  f i l i p i n  b o u n d  t o  

c h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s  r e v e a l e d  t h a t  t h e r e  was  

a  f i r m  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  p o l y e n e  d u r i n g  t h e  l i f e t i m e  o f  

t h e  e x c i t e d  s t a t e  w h i c h  r e f l e c t e d  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  

m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  i n  t h e  l e c i t h i n - s t e r o l  c o m p l e x  ( 1 ) . .  

The CD s t u d i e s  a l s o  showed t h a t  a l t e r a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  

p r o p e r t i e s  o f  f i l i p i n  r e f l e c t e d  t h e  n a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l a r  

i n t e r a c t i o n s  o f  l e c i t h i n  and s t e r o l .  T h e s e  a l t e r a t i o n s  

l a r g e l y  d e p e n d  on t h e  s t e r e o c h e m i s t r y  o f  t h e  s t e r o l .  Re­

p l a c e m e n t  o f  c h o l e s t e r o l  i n  EYL v e s i c l e s  by  e i t h e r

c h o l e s t a n o l ,  e p i c o p r o s t a n o l  o r  c h o l e s t e r y l  a c e t a t e  r e d u c e d  

t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  CD b a n d s  o f  f i l i p i n .  I n y 3 - c h o l e s t a n o l -  

c o n t a i n i n g  v e s i c l e s ,  t h e  e l l i p t i c i t i e s  o f  t h e  CD b a n d s  o f  

f i l i p i n  w e r e  much l o w e r  t h a n  t h o s e  i n  c h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  

v e s i c l e s  b u t  w e r e  o f  a  h i g h e r  m a g n i t u d e  t h a n  t h o s e  i n  cho­

l e s t e r y l  a c e t a t e - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s .  S u b s t i t u t i o n  o f  t h e  

3 ^3- h y d r o x y l  g r o u p  by  a  3 o C - h y d r o x y l  g r o u p ,  s a t u r a t i o n  

o f  t h e  5 ,  6 - d o u b l e  bond and a l t e r a t i o n  o f  t h e  A:B r i n g  

j u n c t i o n  i n  c h o l e s t e r o l  ( a s  i n  e p i c o p r o s t a n o l )  n o t  o n l y  

d i m i n i s h e d  t h e  e n h a n c e m e n t  b u t  a l s o  a b o l i s h e d  t h e  s p e c t r a l  

s h i f t s  o b s e r v e d  i n  t h e  CD s p e c t r a  o f  f i l i p i n  b o u n d  t o  

c h o l e s t e r o l .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  5 ,  6 - d o u b l e  

b on d  and  a  3 / 3 - h y d r o x y l  g r o u p  a r e  e s s e n t i a l  t o  p r o d u c e
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s t r o n g  l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s .  I t  was a l s o  o b s e r v e d  

t h a t  r e p l a c e m e n t  o f  a  3 ^ 3 - h y d r o x y l  g r o u p  w i t h  a  3 f $  - t h i o l  

g r o u p  i n  t h e  s t e r o l  ( a s  i n  t h i o c h o l e s t e r o l )  d i m i n i s h e d  t h e  

l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s  s i g n i f i c a n t l y .  The CD b a n d s  

o f  f i l i p i n  bo u n d  t o  t h e s e  v e s i c l e s  w e r e  n o t  a l t e r e d  when 

c o m p a re d  w i t h  t h o s e  c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l .  T h e s e  r e s u l t s  

a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  i n  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i ­

z a t i o n  s t u d i e s  ( 1 ) .  T h i o c h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s  

p r o d u c e d  s m a l l  e n h a n c e m e n t s  o f  f i l i p i n  i n  f l u o r e s c e n c e  

p o l a r i z a t i o n  s t u d i e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  c o m p lex  f o r m e d  

b e t w e e n  l e c i t h i n  a n d  t h i o c h o l e s t e r o l  was o f  a  w e a k e r  n a t u r e  

t h a n  t h a t  f o r m e d  b e t w e e n  l e c i t h i n  and  c h o l e s t e r o l .  The 

m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  l e c i t h i n  and  s t e r o l  i n  

t h e s e  two t y p e s  o f  v e s i c l e s  a r e  d i f f e r e n t  and  a r e  r e f l e c t e d  

i n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  CD s p e c t r a  o f  bound  f i l i p i n .  DPI 

l a m e l l a e ,  a l t h o u g h  i t s  s t r u c t u r e  i s  n o t  know n,  a p p e a r s  t o  

b i n d  t o  f i l i p i n .  EYL v e s i c l e s ,  on b i n d i n g  t o  f i l i p i n ,  do  

n o t  c a u s e  a n y  a p p r e c i a b l e  c h a n g e s  i n  t h e  CD s p e c t r u m  o f  

f i l i p i n .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  s t r u c t u r e  o f  

EYL v e s i c l e s  a nd  DPL l a m e l l a e  a r e  d i f f e r e n t  b e c a u s e  t h e y  

a f f e c t  f i l i p i n  d i f f e r e n t l y .

The  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  CD b a n d s  ( f i g u r e  2 7 )  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  t h e  e l e c t r i c a l  and  m a g n e t i c  moments  do h o t  p a r t i a l l y  

c a n c e l  e a c h  o t h e r  i n  f i l i p i n  bound t o  e r g o s t e r o l - c o n t a i n -  

i n g  c i l i a r y  m em b ran es  a s  t h e y  do i n  f r e e  f i l i p i n .  I n  

t e t r a h y m a n o l - c o n t a i n i n g  c i l i a r y  m e m b ra n e s ,  f i l i p i n  d o e s  

n o t  u n d e r g o  a n y  a p p r e c i a b l e  c h a n g e .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  CD
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s p e c t r a l  p r o p e r t i e s  o f  f i l i p i n  bound  t o  E Y L : c h o l e s t e r o l  

v e s i c l e s  and  f i l i p i n  bound  t o  e r g o s t e r o l - c o n t a i n i n g  c i l i a r y  

m em branes  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  e r g o s t e r o l  w i t h  

membrane p h o s p h o l i p i d s  a p p e a r  t o  b e  s i m i l a r  t o  t h e  i n t e r ­

a c t i o n s  p r e s e n t  b e t w e e n  l e c i t h i n  an d  c h o l e s t e r o l  i n  model  

m em b ran e s .

D a t a  f ro m  t h e  a b s o r p t i o n  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  a t  a  

EYL: s t e r o l  m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1  f i l i p i n  i s  b o u n d ,  arid 

a p p r o x i m a t e l y  t h e  same c h a n g e s  w e r e  o b t a i n e d  when t h e  

s t e r o l  w as  c h o l e s t e r o l ,  c h o l e s t e r y l  a c e t a t e ,  e p i c o p r o s t a n o l  

o r  - c h o l e s t a n o l .  I n  c o n t r a s t ,  a b s o r p t i o n  s t u d i e s  i n ­

d i c a t e d  t h a t  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n s  i n  p e a k  r a t i o  323 n m /

358 nm o f  bound  f i l i p i n  d i d  n o t  l a r g e l y  d e p e n d  u p o n  t h e  

s t e r e o c h e m i s t r y  o f  t h e  s t e r o l .  The  b i n d i n g  was  more  

f a v o r a b l e  when a  s t e r o l  h a v i n g  a  3 / 3 - h y d r o x y l  g r o u p  was 

i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  l i p o s o m e s  a s  r e p o r t e d  by  Norman and 

c o w o r k e r s  ( 2 ) .  A b s o r p t i o n  s t u d i e s  by  t h e  l a t t e r  w o r k e r s  

showed t h a t  when f i l i p i n  b i n d s  t o  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  5 

an d  10 m o le  $  o f  c h o l e s t e r o l ,  t h e  p e a k  r a t i o  323 nm /358  nm 

a t  pH 8 . 5  r e m a i n e d  c o n s t a n t .  S i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  p e a k  

r a t i o  o f  f i l i p i n  w e r e  o b s e r v e d  o n l y  on i n c r e a s i n g  t h e  m o le  

56 o f  c h o l e s t e r o l  f r o m  1 6 $  t o  50$ i n  l i p o s o m e s .  The r e ­

s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  l i p o s o m e s  

c o n t a i n i n g  5 m o le  $  o f  c h o l e s t e r o l  and  a g r e e  w i t h  t h o s e  

r e p o r t e d  by  Norman a n d  c o w o r k e r s  ( 2 ) .  The f l u o r e s c e n c e  

s t u d i e s  r e p o r t e d  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n  i n d i c a t e d  t h a t  

c h o l e s t e r o l -  a n d  t h i o c h o l e s t e r o l - c o n t a i n i n g  v e s i c l e s



p r o d u c e d  t h e  same e n h a n c e m e n t  i n  f l u o r e s c e n c e  on b i n d i n g  

t o  f i l i p i n  when t h e  p h o s p h o l i p i d  and  s t e r o l s  w e r e  i n  a  

m o l a r  r a t i o  o f  1 8 : 1 .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e s e  r e s u l t s ,  

f l u o r e s c e n c e  p o l a r i z a t i o n  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  a t  a  

m o l a r  r a t i o  o f  1 : 1  b e t w e e n  l e c i t h i n  a n d  s t e r o l ,  v e s i c l e s  

c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r o l  on b i n d i n g  t o  f i l i p i n  p r o d u c e d  a  

l a r g e  e n h a n c e m e n t  w h e r e a s  t h e . e n h a n c e m e n t  p r o d u c e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  t h i o c h o l e s t e r o l  was 

s m a l l e r  ( 1 ) .  The  CD s t u d i e s ,  a l t h o u g h  p e r f o r m e d  a t  a  

r a t i o  o f  p h o s p h o l i p i d s  t o  s t e r o l s  o f  1 8 : 1 ,  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  a  f r .ee .  .3.. ^ - h y d r o x y l  g r o u p  w as  e s s e n t i a l  f o r  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  l e c i t h i n  w i t h  s t e r o l s .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  v ie w  t h a t  t h e  a n t i b i o t i c  p r o d u c e s  maximum c h a n g e  

when t h e  l e c i t h i n - s t e r o l  i n t e r a c t i o n s  a r e  s t r o n g  ( 1 ) .

The r e s u l t s  o f  t h e  CD s t u d i e s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  

f o u n d  b y  o t h e r s  u s i n g  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( 1 ,  2 ) .  T h e r e ­

f o r e ,  t h e  c o n c l u s i o n  i s  made t h a t  t h e  CD t e c h n i q u e  i s  more 

s e n s i t i v e  and a c c u r a t e  t h a n  a l l  t h e  t e c h n i q u e s  t h a t  h a v e  

b e e n  s t u d i e d  t o  i n v e s t i g a t e  i n t e r a c t i o n s  o f  p h o s p h o l i p i d s  

a n d  s t e r o l s  i n  membranes  u s i n g - f i l i p i n  a s  a  p r o b e .
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