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Ein synthetischer, in Lipiddoppelschichten 
aktiver Transmembrankanal** 
Jean-Christophe Meillon und Normand Voyer" 

Seit Mitte der achtziger Jahre sind viele Arbeiten zur Synthese 
von Verbindungen erschienen, von denen man sich erhofft, dab  
sie in der Lage sind, naturliche Ionenkanalproteine nachzuah- 
men.['] Nur wenige dieser Verbindungen zeigten eine deutliche 
Einkanalaktivitat.[21 Wir berichteten ki i r~l ich,[~]  daR das Peptid 
1 aus 21 Aminosiuren rnit insgesamt sechs [21]Krone-7-Einhei- 

1 

ten in einem Vesikelexperiment eine Ionentransportfahigkeit 
ahnlich der von Gramicidin A zeigte. Wahrscheinlich fuhrt eine 
Stapelung der Kronenetherringe zur Bildung des Transmem- 
brankanals. Das Peptid sollte wegen der 15 in ihm enthaltenen 
L-Leucinreste zum einen hydrophob genug sein, um in Lipid- 
doppelschichten eingebaut werden zu kor~nen , [~]  und zum ande- 
ren bevorzugt in der x-Helixkonformation ~orliegen.[ '~ Unter 
diesen Umstanden waren die Kronenetherringe optimal ange- 
ordnet (Abb. l ) .  Wir berichten hier uber Konformationsstudien 
und uber Untersuchungen mit ebenen Lipiddoppelschichten, 
die bestatigen, daR das sechs Kronenethereinheiten tragende 
Peptid 1 als funktioneller Ionenkanal dienen kann. 
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Abb. 1 .  Die bei der Minimierung mit dem Programm SYBIL ermittelte stabilste 
Konformation von 1. Die Kronenetherringe sind rot und das Peptidruckgrat blau 
wiedergegeben. Das violette Band veranschaulicht die Helixkonformation des 
Ruckgrats. 

Zur Bestimmung der Konformation von 1 in Losung wende- 
ten wir die Circulardichroismus(CD)-Spektropolarimetrie in 
mehreren Solventien mit einer Peptidkonzentration von 
1 mgmL-  ' sowie in Eidotterlecithin-Vesikeln (Lipid/Peptid- 
Verhaltnis 80jl) an. Im letztgenannten Fall wurden das jeweilige 
Lipid und das Peptid gemeinsam in Chloroform gelost. An- 
schliel3end wurde die Mischung im Heliumstrom zu einem Film 
getrocknet und dieser im Vakuum weiter getrocknet. Die Filme 
wurden jeweils rnit einer 0.01 M HC1-Losung hydratisiert und 
danach so lange rnit Ultraschall beschallt, bis die Losung klar 
war.[6i In allen untersuchten Medien - protischen wie hydro- 
phoben - wiesen die CD-Spektren (Abb. 2a) auf das Vorliegen 
der als bevorzugt vorausgesagten a-Helixkonformation hin, in 
der die Kronenethereinheiten einen funktionellen Kana1 bilden. 
Dieser SchluR wird durch IR-spektroskopische Befunde ge- 
stutzt : Sowohl in Chloroform als auch in hydratisiertem Diphy- 
tanoylphosphatidylcholin (DPPC) absorbiert 1 bei 1656 cm- ', 
wie es fur die Amid-I-Bande a-helicaler Strukturen charakteri- 
stisch ist.I7] Weiterhin sind die CD-Spektren von 1 in Trifluor- 
ethanol konzentrationsunabhlngig (Abb. 2 b). Obwohl aggre- 
gierte Formen nicht ganz ausgeschlossen werden konnen, sollte 
1 diesen Ergebnissen zufolge in wenig polaren Medien und in 
dem Konzentrationsbereich, in dem die Leitfihigkeitsmessun- 
gen durchgefiihrt wurden, als Monomer vorliegen.['] 
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Ahb. 2. a) CD-Spektren von 1 in 2,2,2-Trifluorethanol (TFE, durchgezogen), Me- 
thanol (gepunktet), 1,2-Dichlorethan (gestrichelt) und Eidotterlecithin-Vesikeln 
(strichpunktiert) hei 25 "C. Die Peptidkonzentration ist in allen Fallen 2.3 x M, 
und das Lipid/Peptid-Verhaltnis betragt in den Vesikeln SOjl. h) CD-Spektren von 
1 in TFE bei unterschiedlichen Konzentrationen und 25 "C: 2.3 x M (dnrchge- 
zogen), 2.3 x M (gepunktet). Die [el-Werte sind an- 
gegeben als mittlere molare Elliptizitat pro Aminosaurerest in ccm2 dmol- '. 

M (gestrichelt), 2.3 x 

Die Ionenkanalaktivitat von 1 wurde in Einkanalmessun- 
gen['] rnit einer modifizierten Patch-clarnp-Technik["] be- 
stimmt. Dazu fuhrten wir zwei grundsatzlich verschiedene Ex- 
perimente rnit einer 0.1 mM Losung von 1 in Methanol durch. In 
der ersten Art von Experimenten wurden 2 pL dieser Losung in 
eine 2-mL-Zelle gegeben, die eine ungepufferte 1 M KC1-Losung 
(pH = 5.8) enthielt, und es wurde eine Pipettenspitze verwendet, 
um die Doppelschicht aufzubauen. Als Lipid wurde ungelade- 
nes Glycerinmonooleat (GMO) oder zwitterionisches DPPC 
(5 mgmL-' in Hexadecan bzw. Decan) eingesetzt. In der zwei- 
ten Art von Experimenten wurden 2 pL der Peptidlosung rnit 
100 pL der Lipidprobe gemischt, das Methanol im Vakuum ent- 
fernt und die Doppelschicht unter Verwendung der Lipid/Pep- 
tid-Mischung hergestellt. In beiden Experimenten wurden die 
Daten nach dem Anlegen eines Transmembranpotentials ge- 
sammelt und analysiert. 

Die in Abbildung 3 gezeigten Strom-Zeit-Kurven sind fur 
ionenkanalaktive Verbindungen charakteristisch : Wahrend des 
ganzen Experiments treten typische Ubergange (,,Stufen") zwi- 
schen offenen und geschlossenen Kanalzustanden auf, die dis- 
krete, von der Zahl der offenen Kanlle abhangige Leitfahigkei- 
ten au fwe i~en .~~]  In der DPPC-Doppelschicht hat der Kanal- 
strom einen Wert von (3.5 k0.2) pA rnit Offungszeiten von etwa 
einer Sekunde." 'I In der GMO-Doppelschicht sind sowohl der 
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Abb. 3. Einkanalleitfiihigkeit von 1 in 1 M KCI (hei + 100 mV, gefiltert hei 200 Hz) 
in a) einer DPPC-Doppelschicht (Kanalstrom (3.5 kO.2) pA, dnrchschnittliche Ka- 
naloffnungszeit > 1 s ) ,  h) in einer GMO-Doppelschicht (Kanalstrom (1.0+0.1) pA, 
durchschnittliche Kanaloffnungszeit < 200 ms). 

Kanalstrom ((1.0 *0.1) PA) als auch die Offnungszeiten (weni- 
ger als 200 ms) anders. Gab man 1 zur reinen KC1-Losung (erste 
Art von Experimenten), baute es sich nur schlecht ein. Dies 
konnte an der ausgepragten Neigung von 1 liegen, beim Kon- 
takt rnit Wasser Assoziate zu bilden. Sobald man die Methanol- 
losung von 1 in die Zelle gab, fie1 ein weil3er Niederschlag aus. 
Dies verzogerte die Beobachtung aktiver Kanale. Bei der zwei- 
ten Art von Experimenten traten hlufig Storungen der Doppel- 
schichtstabilitat auf, und es konnten keine charakteristischen 
Kanalstrome gemessen werden. Dies konnte an einer bevorzug- 
ten Adsorption des Peptids an der Membranoberflache liegen, 
die mit elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Kro- 
nenethereinheiten und den polaren Kopfgruppen des Lipids zu 
erklaren wire. Sobald Peptidmolekule parallel zu den Lipidket- 
ten eingebaut werden, tritt Kanalaktivitiit auf. Dies wurde von 
DeGrado et al. an lhnlichen Peptidsystemen gezeigt.["] Weiter- 
hin konnte das Fehlen polarer Kopfgruppen bei 1 teilweise seine 
Neigung erklaren, an der Oberflache der Doppelschicht zu 
bleiben. 

Wir haben hier einen funktionellen kunstlichen Ionenkanal 
beschrieben, der hochstwahrscheinlich in gut charakterisierter, 
monomerer Form aktiv ist. Die Ergebnisse veranschaulichen 
sehr schon die Eignung von Peptidgeriisten fur den Aufbau 
molekularer Bauteile" und konnten wichtige Auswirkungen 
auf die Entwicklung ionensensitiver Feldeffekttransistoren (IS- 
FETS)''~] und molekularer Drahte['41 haben. 1 weist typische, 
von der Lipiddoppelschichtstruktur abhangige Einkanalcha- 
rakteristika auf. Das Problem, es so einzubauen, da8 es auch 
funktioniert, konnte dank der Einfachheit und Vielseitigkeit un- 
serer Synthesestrategie" leicht gelost werden. Unsere derzeiti- 
gen Arbeiten zielen in diese Richtung, und wir synthetisieren 
dariiber hinaus Analoga von 1, um Struktur/Aktivitlts-Bezie- 
hungen und die aktive Form detailliert untersuchen zu konnen. 

Eingegangen am 23. September, 
veranderte Fassung am 23. Dezember 1996 [Z9575] 
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stoffbriickenbindungen genutzt. 

Kristall-Engineering bei Melamin-Imid- 
Komplexen: Beeinflussung der Stochiometrie 
durch sterische Hinderung an den Imid- 
Carbonylgruppen"" 
Ronald F. M. Lange, Felix H. Beijer, Rin t  P. Sijbesma, 
Rob W. W. Hooft,  Huub Kooijman, Anthony L. Spek, 
Jan Kroon und E. W. Meijer* 

Das unendliche, zweidimensionale Kristallgitter, das durch 
die Komplexierung von Melamin rnit Cyanursaure iiber drei 
Wasserstoffbriicken gebildet wird,"' war fur die supramolekula- 
re Chemie aufkrgewohnlich inspirierend.['] Anhand von Mo- 
dellen wurde versucht, die Bildung dieser drei Wasserstoffbriik- 
kenbindungen nach~uahmen . [~ -~ ]  Whitesides et al. gelang es, 
sechs Melaminmolekule und sechs Molekule eines Cyanursau- 
rederivats iiber 36 Wasserstoffbrucken zu einem wohldefinierten 
Komplex zu ~erkniipfen.[~] Mit substituierten Melaminen und 
Barbitursaurederivaten konnten sie dariiber hinaus molekulare 
und gekrauselte Bander sowie Rosetten a~fbauen . [~ ]  Lehn et al. 
beschrieben eine Variante eines linearen Bandes.['] Bei der Kom- 
plexierung von dialkylsubstituierten Melaminen rnit einem Di- 
imid entstehen dagegen helikalec6] und rohrenformige['] Nano- 
strukturen, und nach Ergebnissen von Rebek et al. kann ein 
Triamid als molekulare ,,Klemme" fur Melamin fungieren.['] 
Allerdings wurden bisher nur zwei kristalline Melamin-Kom- 
plexe publiziert .I9] 

Wir beschreiben hier die Herstellung supramolekularer 1 : I-, 
1 : 2- und 1 : 3-Komplexe aus Melamin und Imiden. Die Bereit- 
schaft der Carbonylgruppen im Imid, Wasserstoffbriickenbin- 
dungen einzugehen, wird stark durch kleine Unterschiede in der 
molekularen Struktur beeinfluDt. Infolgedessen kann die Sto- 
chiometrie der supramolekularen Komplexe eingestellt werden 
- ein grol3er Schritt in Richtung auf Kristall-Engineering.[lo] 
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Abb. 1. Struktur des 1 : 1-Komplexes aus Melamin und Succinimid im Kristall 
(PLUTON-Ausdruck). 

Uberraschenderweise entsteht bei einem Melamin-Glutarsau- 
reimid-Verhaltnis zwischen 1 : 10 und 1 : 2 ein 1 : 2-Komplex. Die 
Kristallstrukturanalyse ergab eine ,,fischgratenartige" 1 : 2- 
Struktur (Abb. 2).["] In diesem Komplex ist eine der vier Car- 
bonyl-Acceptorstellen des Imidmolekiils nicht an einer Wasser- 
stoffbriickenbindung beteiligt. Demnach sollte ein 1 : 3-co- 
kristall mit Melamin gebildet werden, wenn zwei der vier Carbo- 
nyl-Acceptorstellen eines Imidmolekiils maskiert sind. Melamin 
wurde daher mit Imiden (Adipinsaureimid, 2,3-Diphenylma- 
leinsaureimid, o-Phthalsaureimid, Dibenzoesaureimid und 
Naphthalin-1,8-dicarbonsaureimid) in unterschiedlichen Ver- 
haltnissen aus DMSO, DMF, Ethanol oder 1 -Methyl-2-pyrroli- 
don (NMP) cokristallisiert. Einkristalle des gewiinschten 1 : 3- 
Melamin-Imid-Komplexes wurden allerdings nicht erhalten. 
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