ZUSCHRIFTEN

werden (z.B. Cp* als Fiinfelektronen-Ligand), so wire die 1,1~
Ferrocendithiolato-Gruppe [S,fc] in 1-4 ein Sechselektronen-
Ligand. In der Iridiumverbindung 5, die keine Metall-Metall-
Bindung aufweist, stellen die beiden [S,fc]-Liganden jeweils vier
Elektronen zur Verfiigung!*®). Komplex 5 entsteht in geringer
Ausbeute (2-5%) bei der Reaktion von [(Cp*IrCl,),]!** mit
[fc(SLi),]; viel giinstiger (70—80%) ist die Schwefel-induzierte
Triphenylphosphan-Eliminierung aus der einkernigen Vorstufe
[Cp*Ir(PPh,)(S,fc)] 6b1*°L In den sehr bestindigen 18-Elektro-
nen-Komplexen 6a und 6b fungiert [S,fc] als Zweielektronen-
Ligand. Die dimere Struktur von 5§ wurde durch eine Rontgen-
strukturanalyse des Selen-Analogons, [Cp¥*Ir,(Se,fc),], be-
stétigtt°],
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6a: M= Rh(L = PMej)
6b: M=1Ir (L=PPhs)

Zusammenfassend ergibt sich, daB} die 1,1-Ferrocendithiola-
to-Einheit [S.fc] ein vielseitiges Ligandensystem ist, das als
Zweielektronen- (in 6a und 6b), Vierelektronen- (in 5) und
Sechselektronen-Donor (in 1-4) sowie als Chelat- oder Briik-
kenligand fungieren kann.

Experimentelles

1: Eine griine Ldsung von [(Cp*CoCl,),} [9] (0.42 g, 0.80 mmol) in 20 mL THF und
eine orange Ldsung von {fc(SLi),] (0.45 g, 1.1 mmol) in 100 mL THF wurden bei
—78°C zusammengegeben ; dabei verdnderte sich die Farbe der homogenen Mi-
schung nach violett. Die Ldsung wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Abdestillieren des Solvens wurde der Riickstand durch Sdulenchromatographie an
Silicagel (Merck, Kiesclgel 60) getrennt. Elution mit Pentan/CH,Cl, (1:2) ergab 1.
Umbkristallisieren aus CHCl,/Toluol/Hexan-Gemischen bei —25 °C lieferte violette
Mikrokristalle von 1 (0.15 g, 30.1%, Schmp. 248 °C). EI-MS (70 eV): auffillige
Peaks bei m/z (%): 943 (100) [M*], 808 (10) [M™* —Cp*], 636 (48)
[Cp%Co,(Safc) ], 501 (22) [Cp*Cox(S,fc) ], 442 (42 [Cp*Co(S,fc)*]; auBerdem
werden starke Peaks der Ferrocen-Oligomeren (m/z 370 [Fc7 ], 554 [Fc(fc)Fe*], 738
[Fe(fc),Fe*]) beobachtet. Das effektive magnetische Moment wurde bei Raumtem-
peratur zu 5.6 ji bestimmt, es nahm mit sinkender Temperatur bis auf 3.4 py bei 6 K
ab [20].

2: Die Reaktion von [{Cp*RhCl,),] [15] (0.24 g, 0.38 mmol) mit [fc(SLi),] (0.31 g,
0.76 mmol) in 130 mL THF wurde bei —78°C begonnen und dann 4 h bei Raum-
temperatur weitergefithct. Chromatographieren an Silicagel (mit CH,Cl,/Hexan-
Mischungen zur Elution} ergab mehrere Banden; aus der ersten (violetten) Zone
nach der Ferrocen-Bande [FcH] wurden violette Kristalle von 2 erhalten, die aus
Hexan oder Pentan umkristallisiert wurden (0.12 g, 41%, Schmp. 168°C). 'H-
NMR (CDCl,): 8§ =1.99 (s, CsMes, 30H), 3.74, 4.39 (vt, fc, 4 + 4H). EI-MS
(70 €V): m/z 723 (100%) [M * — H].
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Ein nichtpeptidischer Ionenkanal
mit K*-Selektivitit

Yasutaka Tanaka, Yoshiaki Kobuke* und
Masahiro Sokabe

Durch Sequenzanalysen von Kanalproteinen wurde die mole-
kulare Basis von Ionenkandlen aufgeklirt; diese werden durch
mehrere assoziierte Untereinheiten und eine zentrale, ionenleiten-
de Pore in der biologischen Membran gebildet!*). Punktmutatio-
nen halfen, den Porenmechanismus zu kldren'®!. Zur gleichen Zeit
haben stabile und einfache synthetische Molekiile, die [onen iiber
einen Kanalmechanismus durch die Membran transportieren
koénnen, groBe Beachtung gefunden, und einige nichtpeptidische
Kanalmimetica wurden beschrieben!®], Trotzdem fehlt eine detail-
lierte Charakterisierung dieser Molekiile auf der Ebene einzelner
Ionenkanile, wie sie bei den natiirlichen Ionenkanélen gelungen
ist. Im Prinzip ist die Messung eines einzelnen Ionenkanalstroms
erforderlich, um den Kanalmechanismus nachzuweisen*!. Wir
fanden!®!, daB eine chimire Pore, bestehend aus molekularen
Aggregaten mit einem Oligoether-Ionenpaar, einen Einzelionen-
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kanalstrom zeigt. Unterschiedliche Leitfdhigkeitsniveaus schie-
nen unterschiedlichen Aggregationszustinde widerzuspiegeln'!.
Hier berichten wir iiber das strukturell wohldefinierte makrocycli-
sche Amphiphil 1a, das Kandle bildet, die Einzelstréme nur eines
Typs liefern. Dies ist das erste Beispiel eines kiinstlichen Ionen-
kanals, der monovalente Kationen erkennt und eine besondere
Selektivitit fiir K*-lonen zeigt.

1a:R= CHS(CH2)16
ib: R =CH3(CH2)10

Kondensation von Resorcin mit Octadecanal unter sauren
Bedingungen ergab das amphiphile cyclische Tetramer 1a, des-
sen Alkylketten eine dhnliche Linge aufweisen, wie die des bei
unseren Untersuchungen eingesetzten Lipids!®l. Die *H-NMR-
Spektren von 1a belegten die vierzdhlige Symmetrie des Mole-
kiils, wobei die Alkylketten in all-axialer- und all-cis-Konfigura-
tion (wie bei 1b™) angeordnet sind. Nach Einbau in planare
Doppelschichten aus Sojabohnenlecithin zeigte 1a die typischen
Figenschaften eines Einzelionenkanals: Stabile und konstante
Leitfdhigkeit (6.1 + 0.8 pS) bei unterschiedlichen Spannungen,
mit Ubergingen zwischen offenen und geschlossenen Zustin-
den in einer Membran, die zwei 0.5 M KCI-Losungen trennt
(Abb. 1)1l Die Symmetrie des Kanalstroms in bezug auf Span-
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Abb. 1. Typische Einzelkanalstrome bei Sojabohnenlecithin-Membranen mit 1a;
—74.4mV in 0.5 M KCI-Losung.

nungsumkehr an der Membran (Abb. 2) 1Bt eine symmetrische
Kanalstruktur vermuten. Da in Abwesenheit von 1a keine sta-
bile Leitfahigkeit auftritt, kénnen weder Leckbildungen noch
Artefaktstrome diese Beobachtungen erkldren. Bei Verwendung
von 1b, das kiirzere Alkylketten hat, werden keine stabilen Ka-
nalstrdme erhalten. Dies zeigt, daB nur solche Alkylreste eine
stabile Kanalstruktur bilden, die die halbe Membrandicke
durchspannen. Die bei 1a beobachtete Leitfahigkeit war bei mehr
als 90 % der Strommessungen konstant, wobei die Molverhilt-
nisse von 1a und Lipid zwischen 1:200 und 1:300 variiert wur-
den. Dies steht in deutlichem Gegensatz zu Beobachtungen von
mehreren Leitfahigkeitsniveaus fiir Molekiilaggregat-Kaniile,
einschlieBlich solcher aus synthetischen Peptiden!™ *'; die unter-
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Abb. 2. Strom-Spannungs-Verhdltnis unter gleichen Bedingungen wie in Abbil-
dung 1 (o) und bei Lésungen (o), deren eine Seite 50 mM KCl und 450 mm NaCl
enthélt und die andere 450 mM KCl und 50 mm NaCl.

schiedlichen Niveaus wurden dabei jeweils verschieden groBen
Aggregaten zugeordnet. Diese Ergebnisse lassen erkennen, daf3
monomeres 1 a gut eine Hélfte der Doppelschicht durchdringt:
Der von vier Resorcinringen gebildete Hohlraum, der durch die
vier Alkylketten von 1a verldngert wird, schlieBt den Eintritt
von Lipidmolekiilen aus und stellt so die Kanalpore fiir den
Durchtritt der Ionen bereit. Auch Wassermolekiile kénnen den
Kanal besetzen und an Ionen, welche durch die Pore hindurch-
treten, koordinieren. Unter der Annahme, dal3 der von 1a gebil-
dete Hohlraum die Position eines weiteren Molekiils 1a in der
anderen Hilfte der Doppelschicht erkennt, entsteht ein Schwanz-
Schwanz-Dimer und damit ein symmetrischer Transmembran-
kanal (Abb. 3), dhnlich dem Gramicidin-A-Kanal!'®. In Ein-
klang mit diesem Dimer-
Modell wurden keine
auf einen Kanal zuriick-
zufithrende Aktivititen
beobachtet, wenn 1a
nur auf einer Seite der
Lipidmembran zugesetzt
wurde. Wabhrscheinlich
ist ein Flip-flop eines so
sperrigen  Amphiphils
sehr schwierig.

Unter den Bedingun-
gen von Ein-Salz-Gra-
dienten (0.5M KCI/
0.1m KCl) zeigte der
durch 1a gebildete Ka-
nal ein reversibles Po-
tential von 35.9 mV, wel-
ches die ausgeprigte
Selektivitdt fiirr Kationen gegeniiber Anionen zum Ausdruck
bringt. Der Permeabilititsquotient Py . /P - von 20, berechnet
nach der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung' gleicht dem na-
tiirlicher Kationenkandle. Umkehrpotentialmessungen bei Gra-
dienten von K*- und Na™-Ionen ergaben, daB der Kanal K*-
und Na*-Ionen mit einem Permeabilititsquotienten Py./Py,-
von ca. 3 unterscheidet (Abb. 2). Rb*-Ionen blockierten den
K *-Ionenstrom: Die K*- und Rb*-Ionen enthaltende Lésung
(0.05M KCl, 0.45M RbCl/0.45 M KCl, 0.05 M RbCI) ergab in
20 unabhingigen Messungen keine stabilen Kanalstréme. Wur-
den die biionischen Losungen gegen 0.5 M KCl-Losungen ausge-
tauscht, traten sofort durch K *-Ionen hervorgerufene Strome
auf. Die Selektivitit das 1a-Kanals ist also fiir K *-Ionen maxi-
mal; das Gleiche gilt fiir natiirlich vorkommende K *-Ionen-
kanile, die sich aber bei Rb*-Ionen anders verhalten.

Abb. 3. Hypothetische Struktur eines Ka-
nals von 1a in der Lipid-Doppelschicht.
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Die Selektivitdt der Ionendurchlissigkeit durch Membranka-
néle wird in erster Linie durch die engste Stelle der Kanalpore,
den Selektivititsfilter, bestimmt. Das Verhiltnis von elektroni-
scher Feldstdrke am Filter und der Dehydratisierungsenergie der
hindurchtretenden Ionen bestimmt das AusmaB der Dehydrati-
sierung'!. Insbesondere der fiir die Selektivitit bei spannungs-
kontrollierten K *-Ionenkanilen verantwortliche Mechanismus
ist ausfiihrlich diskutiert worden. Dabei wird im allgemeinen
angenommen, daB der fiir K *-Ionen selektive Filter aus einem
von vier Tyrosinresten gebildeten ,,aromatischen Kafig“ besteht.
Dieser bewirkt ein schwaches elektrisches Feld, das die vollstén-
dige Dehydratisierung von K *-, nicht aber von Na*-Ionen er-
moglicht. Folglich kdnnen die K *-lonen den Filter passieren,
nicht jedoch die Na*-Ionen. Die n-Elektronen der Arylreste
tragen wahrscheinlich durch anziehende n-Kationen-Wechsel-
wirkungen zu einer Verringerung der Potentialbarriere fiir den
Durchtritt der K *-lonen bei!!!l, Dieser Mechanismus kann
auch die von uns beobachtete Selektivitit von 1a-Kanélen er-
kléren. Die engste Stelle der ionenleitenden Pore in 1a wird von
den vier Resorcinringen mit einem schwachen elektrischen Feld)
gebildet. Diese Offnung wird als gerade gro8 genug angesehen
nackte K *-Tonen (r =1.33 A) passieren zu lassen, nicht aber die
etwas groferen Rb*-lonen (r =1.47 A). Nach Molekiildyna-
miksimulationen dhnelt die GréBe der Offnung von 1a etwa der
Pore von p-tert-Butylcalix[4]arentetraamid, das den Durchtritt
von K *-Ionen nicht aber von Cs*-Ionen (r =1.69 A) zula Bt

Erstmals gelang also ein selektiver Ionentransport durch eine
Membran-Doppelschicht {iber einen Kanalmechanismus mit ei-
nem einfachen und stabilen synthetischen Mole-
kiil, dessen Dimer die essentiellen biologischen
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Zum Mechanismus der Urocanase-Reaktion:
13C-NMR-spektroskopische Beobachtung des
enzymgebundenen NAD * -Inhibitor-Adduktes **

Carsten Schubert, Herbert Réttele, Manfred Spraul
und Janos Rétey*

In den meisten Zellen katalysiert Urocanase (E.C. 4.2.1.49) den
zweiten Schritt im Histidinabbau (Schema 1). Sie enthilt ein fest
gebundenes NAD ", das fiir die katalytische Aktivitit essentiell
ist!! 2! Es wird angenommen, da NAD * als elektrophiler Kata-

Eigenschaften eines Einzelionenkanals auf- ,COOH
weist. Es ist das einfachste Modell eines
Finzelionenkanals und diirfte unser Verstind- =
. o Urocanase
nis der Ursachen der Ionenselektivititen von N NH @ —
Ionenkanilen bereichern. H,0
1

Schema 1. Sterischer Verlauf der Urocanase-Reaktion. Die Protonen aus dem Lésungsmittel werden an
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die Re-Positionen der Seitenkette addiert.

lysator wirkt und intermedidr ein kovalentes Addukt mit dem
Imidazolring des Substrates, Urocaninsdure 1, bildet!). Nach ei-
nem von uns postulierten Mechanismus® = erfolgt die unge-
wohnliche Wasseranlagerung zu 5-Hydroxyimidazolpropion-
saure 2 in einer chemisch plausiblen Weise. 2 steht seinerseits
mit Imidazolonpropionsdure 3 in einem spontanen Gleichge-
wicht!®],

Kiirzlich haben wir die Struktur eines NAD *-Inhibitor-Ad-
duktes, das an der Urocanase entsteht und hochstwahr-
scheinlich dem intermediiiren NAD *-Substrat-Addukt analog
ist, durch Bestimmung der direkten '3C-'3C-Kopplungskon-
stanten bewiesen!®). Wegen seiner Instabilitit muBte das doppelt
13C-markierte Addukt im enzymgebundenen Zustand durch
Oxidation stabilisiert und erst dann vom Enzym abgetrennt
werden 71,
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