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die Eckpositionen (i+1—i+2) der zu induzierenden -Schleife
einnimmt, konnte eine zweite, offensichtlich energetisch
giinstigere Vorzugskonformation identifiziert werden. In
dieser stabilisiert 8 eine regulédre 5-Schleife, die im zugrunde
liegenden Schleifenmuster um eine Riickgratposition in
Richtung N-Terminus verschoben ist (Abbildung 5).

& ahit

Abbildung 5. Struktureller Vergleich der durch MC identifizierten Schlei-
fentopologien, die durch das Mimetikum 8 stabilisiert werden. In der
weniger populierten Konformationsfamilie (links) nimmt das Mimetikum
die Eckpositionen (i+1-i42) der B-Schleife ein, wihrend in der am
héufigsten populierten Familie (rechts) die Schleifenpositionen i —i+1 vom
Mimetikum imitiert werden.

Der Vergleich der Héufigkeitsverteilungen fiir die eigent-
lich zu stabilisierende Topologie (8 in Abbildung 3) mit der
Haufigkeitsverteilung des um eine Position verschobenen
Arrangements (8shift in Abbildung 3) lisst die letztere
Geometrie als die plausiblere Schleifenanordnung erscheinen
(Abbildung 5).

Angesichts der nach dem hier vorgestellten Simulations-
verfahren erhaltenen Resultate zur priadiktiven Einschédtzung
des schleifeninduzierenden Potentials schlagen wir vor, das
Design potentieller Schleifenmimetika durch die hier be-
schriebene Computermethode zu unterstiitzen, denn offenbar
verdienen es nicht alle als 3-Schleifenmimetika beschrie-
benen Verbindungen, als solche bezeichnet zu werden. Der
Wert des Simulationsverfahrens liegt in der friihzeitigen
Identifizierung und Eliminierung so genannter ,,falsch-posi-
tiver* B-Schleifenmimetika, also solcher Substanzen, die zwar
als Schleifenmimetika entworfen wurden, aber im dreidimen-
sionalen strukturellen Kontext keine entsprechende Kompa-
tibilitdt aufweisen. Die hier diskutierte Molecular-Modeling-
Methode eignet sich dariiber hinaus fiir ein effizientes
Ranking der zum Teil aufwéndig zu synthetisierenden Struk-
turmimetika, die sich in den letzten Jahren immer héufiger als
attraktive peptidomimetische Template fiir das rationale
Design von kombinatorischen Bibliotheken erwiesen haben.
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Synthese eines membranstindigen THF-
Gramicidin-Kationenkanals und
Funktionsstudie**

Anna Schrey, Andrea Vescovi, Andrea Knoll,
Corry Rickert und Ulrich Koert*

Unter den molekularen Funktionen kommt dem Kanal-
vermittelten Ionentransport durch Lipiddoppelschichten be-
sondere Bedeutung zu.l'l Zur Aufklirung der aktiven Kon-
formation von biologischen Ionenkanilen konnen syntheti-
sche Ionenkanile wichtige Beitrige leisten. 3 Da Tetrahy-
drofurane (THFs) Kationen komplexieren, wurde ein
Konzept entwickelt, aus Oligo-THFs* und Oligo-THF-Ami-
nosdurenP! Kationenkanile aufzubauen. Hier berichten wir
iber die Synthese eines funktionsfihigen Kationenkanals, bei
dem ein biomimetischer Ansatz fiir den Kanaleingang und
-ausgang verfolgt wird und THF-Aminoséduren als Bausteine
verwendet werden.

Unser biomimetischer Ansatz orientiert sich an Gramici-
din A, einem Ionenkanal-aktiven Pentadecapeptid mit der
Sequenz  HCO-L-Val;-Gly,-L-Ala;-D-Leuy-L-Alas-D-Valy-L-
Val,-D-Valg-L-Trpy-D-Leu,-L-Trp,-D-Leu,-L-Trp;-D-Leu 4-L-
Trp;s-CONHCH,CH,OH.1Y) Die aktive Konformation des
Gramicidinkanals in Lipiddoppelschichten ist ein H-Brii-
cken-verkniipftes Kopf-Kopf-Dimer aus zwei rechtshéndigen,
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einzelstringigen f%3-Helices.”! Die den Kanaleingang und
-ausgang bildenden Helixwindungen enthalten jeweils vier
L-Tryptophan-Aminosiduren. Es wird diskutiert, dass die
Indolseitenketten der Tryptophanreste sowohl tiber H-Brii-
cken mit der polaren Grenzschicht als auch durch elektro-
statische Dipolwechselwirkungen mit dem Oberflichenpo-
tential der Membran zu einer Stabilisierung des Kanals
beitragen.®l

Unser Ziel ist es, einen unimolekularen Kanal zu entwik-
keln, der besser strukturell charakterisierbar und in seiner
Funktion steuerbar sein sollte als ein durch Selbstorganisation
aus zahlreichen Untereinheiten gebildeter Kanal. Als Ziel-
verbindungen wurden die THF-Gramicidin-Hybride 1 und 2
ausgewdhlt.

Verbindung 1 besteht aus einem Heptapeptid-Teil (L-Trp-D-
Leu);-L-Trp, einem Tetra-THF-Peptid-Teil, einem von Wein-
sdure abgeleiteten Linker und dem vom Gramicidin A
bekannten Pentadecapeptid. Der S,S-konfigurierte Weinséau-
re-Linker hat sich zur kovalenten Kopf-Kopf-Verkniipfung
von Gramicidin bewihrt.”) An den beiden Molekiilenden
von 1 befinden sich lipophile zer-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)-
geschiitzte Ethanolamineinheiten. Verbindung 2 enthélt
freie Ethanolamin-Endgruppen. Abbildung 1 zeigt ein
mit INSIGHT/DISCOVER erzeugtes Strukturmodell von 2.
Danach konnten die THF-Aminosduren die helicale
Gramicidinstruktur zu einer helicalen Gesamtstruktur fort-
setzen.
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Ausgangspunkt der Synthese von 1 (Schema 1) waren die
aus L-Alanin zugénglichen"”! Boc-THF-Aminoséure-Baustei-
ne 3 und 4. Beide wurden iiber eine Dimerzwischenstufe zum
THF-Tetrapeptid 5 zusammengefiigt. Kupplung des Aceto-
nid-geschiitzten Weinsduremonomethylesters 6 mit 5 ergab
Verbindung 7. Hydrogenolyse des Benzylesters von 7 lieferte
eine Carbonsiure, die sich mit dem Heptapeptid-Baustein 81!
zu Verbindung 9 verkniipfen lie. Nach Hydrolyse des
Methylesters von 9 ergab eine Peptidkupplung mit dem
Pentadecapetidbaustein L-Val-Gly-L-Ala-D-Leu-L-Ala-D-
Val-L-Val-p-Val-L-Trp-D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp-pD-Leu-L-Trp-
CONHCH,CH,OTBDPS!! die Zielverbindung 1 (MALDI-
MS: gef. [M+Na]"=4215). Durch Fluorid-vermittelte Ab-
spaltung der TBDPS-Gruppen erhielt man Verbindung 2
(MALDI-MS: gef. [M+Na]"=3741).
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b

Abbildung 1. Strukturmodell INSIGHT/DISCOVER) des aus 2 gebilde-
ten Kanals. Peptidriickgrat in Rot, Seitenketten und Weinsdure-Linker in
Gelb, THF-Ringe in Griin.
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Die Funktion der Verbindungen 1 und 2 wurde durch
Leitfihigkeitsmessungen!'? an synthetischen Lipiddoppel-
schichten untersucht (siche Experimentelles). Verbindung 1
baut sich in die Membran ein und wirkt als funktionsfihiger
Kationenkanal. Die Einzelkanalmessungen (Abbildung2a)
ergaben mehrere Leitfahigkeitsniveaus. Niveau I mit 15.4 pS
und einer durchschnittlichen Offnungszeit von 500 ms macht
30% der Kanalereignisse aus. Niveau II mit 19.7 pS kommt
seltener vor, trigt jedoch wegen seiner langen Offnungszeiten
von bis zu 15s am meisten zum Kationenstrom bei. Das
Auftreten von mehreren Einzelkanalniveaus weist auf die
Existenz mehrerer Kanal-aktiver Konformationen in der
Membran hin. Die Kanéle zeigen eine Eisenman-I-Selektivi-
tatl fiir einwertige Kationen (NH,* > Cs* > K* > Na*, Ta-
belle 1). Wenn fiir die Passage des Ions durch den Kanal ein
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Schema 1. Synthese von 1 und 2. a) 1. CF;COOH (5% in CH,Cl,), 30 min;
2. 4, HOBt, EDC, Et;N, CHCl;, 12 h, 80 %; 3. Dipeptid, Pd(10%)/C, H,,
CH;0H:H,0 (5:1), 25°C, 1 h oder CF;COOH (5% in CH,Cl,), 30 min; 4.
N- und C-entschiitzte Dipeptide, HOBt, EDC, Et;N, CHCl;, 12 h, 81 %; 5.
CF;COOH (5% in CH,Cl,), 30 min; b) HOBt, EDC, Et;N, CHCl;, 12 h,
86%; c) 1. 7, Pd(10%)/C, H,, CH;OH:H,O (5:1), 25°C, 3 h; 2. 8, 2,6-
Lutidin, HATU, DMF, 0°C —25°C, 6 h, 80 %; d) 1. LiOH, THF:H,0 (2:1),
25°C, 30 min; 2. Pentadecapeptidbaustein, 2,6-Lutidin, HATU, DMF,
0°C—25°C, 4 h, 60%; e) nBu,NF, THF, 25°C, 2 h, 15% nach Chromato-
graphie. HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, EDC =N'-(3-Dimethylamino-
propyl)-N-ethylcarbodiimidhydrochlorid, HATU = O-(7-Azabenzotri-
azol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat.
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Abbildung 2. Typische Einzelkanalstrome an Sojabohnenlecithin-Mem-
branen in 1M KCI bei Membranpotentialen von +100 mV in Gegenwart
von 0.01um 1 (a) bzw. 2 (b). Die Ziffern kennzeichnen den Zustand bei
geschlossenem Kanal (0) sowie das Leitniveau mit der hochsten Frequenz
(I) und das mit der hochsten Wahrscheinlichkeit fiir den offenen Kanal (II).
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Tabelle 1. Leitfdhigkeiten und relative Kationen-Permeabilititen von 1
und 2.

Elektrolyt/Kanal Leitfahigkeitl?! Permeabilitét!)
NH,ClI'1 35.7 9.8
NH,Cl/2 423 10.9
CsCll1 30.5 4.7
CsCl/2 34.0 5.4
KCI'1 20.2 2.7
KC12 23.1 3.1
NaCl/1 9.5 1.0
NaCl/2 16.3 1.0

[a] Angaben in pS, entspricht dem Anstieg der Regressionsgeraden der
Strom-Spannungs-Kurve fiir das jeweils hochste Einzelkanal-Leitniveau.
[b] Werte relativ zu dem fiir Na*. Bestimmt aus den Umkehrpotentialen
nach Goldmann, Hodgkin und Katz. Siche Lit. [1c].

partielles Abstreifen der Hydrathiille erforderlich ist, fiihrt
ein starker Einfluss der Dehydratisierungsenergie bei schwa-
chen Bindungsstellen im Kanal zu der beobachteten Eisen-
man-I-Selektivititsreihe.') In Abbildung 3 sind die im Be-
reich von — 100 mV bis + 100 mV linearen Strom-Spannungs-
Kurven von Verbindung 1 fiir die genannten Kationen
gezeigt.
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Abbildung 3. Strom-Spannungs-Kurven fiir Einzelkanile von 1 in Soja-
bohnenlecithin-Membranen in Gegenwart verschiedener Elektrolyte. Es
wurden nur die hochsten Leitniveaus beriicksichtigt.

Auch fiir Verbindung 2 (Abbildung 2b) ergaben die Einzel-
kanalmessungen mehrere Leitfahigkeitsniveaus mit einer
Eisenman-I-Selektivitit fiir einwertige Kationen, jedoch mit
teilweise deutlich geringeren Offnungszeiten. Die Abspaltung
der lipophilen TBDPS-Gruppen fiihrt demnach zu einer
Verkiirzung der Kanal6ffnungszeiten.

Wir haben hier iiber die Synthese und funktionelle
Charakterisierung eines neuartigen Kationenkanals berichtet.
Die strukturelle Charakterisierung der aktiven Konformation
der THF-Gramicidin-Hybride in der Membran mittels Isoto-
penmarkierung und Festphasen-NMR-Spektroskopie ist Ge-
genstand laufender Untersuchungen.

Experimentelles

Planare Lipidmembranen wurden hergestellt, indem eine Losung von
Sojabohnenlecithin (45 %, Avanti Polar Lipids) in n-Decan (25 mgmL™")
iiber die in einer Messkiivette befindliche Apertur mit einem Durchmesser
von 0.15mm gestrichen wurde.l' Die Membranfldche betrug 0.01 bis
0.02 mm?, wenn man eine spezifische Membrankapazitit von 0.4 uFcm™2
annimmt. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Die verwendeten Elektrolytlosungen in Konzentrationen von jeweils 1m
waren ungepuffert. Die in Methanol gelosten Testsubstanzen wurden mit
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Endkonzentrationen von 0.01-0.03 uM trans-seitig appliziert. Die Strom-
registrierung und -aufzeichnung erfolgte mit einem Patch-clamp-Verstar-
ker Axopatch 200, einem DigiData-A/D-Wandler und dem Programm
pClamp 6 (Axon Instruments). Dabei betrug die Aufnahmefrequenz
SkHz. Fir die weitere Analyse wurden die Daten analog bei 100 Hz
gefiltert.

Eingegangen am 7. Oktober 1999 [Z14124]

[1] a) A. Kreusch, P. J. Pfaffinger, C. F. Stevens, S. Choe, Nature 1998 392,
945; b) D. Doyle, J. M. Cabral, R. A. Pfuetzner, A. Kuo, J. M. Gulbis,
S. L. Cohen, B. T. Chait, R. MacKinnon, Science 1998, 280, 69; c) B.
Hille, Ionic Channels of Excitable Membranes, Sinauer, Sunderland,
MA, USA, 1992.

Die Literatur bis 1995 ist zusammengefasst in a) Y. Kobuke in

Advances in Supramolecular Chemistry, Vol. 4 (Hrsg.: G. W. Gokel),

JAI, Greenwich, London, 1997, S. 163-210; b) N. Voyer, Top. Curr.

Chem. 1996, 184, 1-37; c) G. W. Gokel, O. Murillo, Acc. Chem. Res.

1996, 29, 425-432.

Neuere Arbeiten: a) T. D. Clark, L. K. Buchler, M. R. Ghadiri, J. Am.

Chem. Soc. 1998, 120, 651-656; b) T. M. Fyles, D. Loock, X. Zhou, J.

Am. Chem. Soc. 1998, 120, 2997 -3003; c) O. Murillo, I. Suzuki, E.

Abel, C. L. Murray, E. S. Meadows, T. Jin, G. W. Gokel, J. Am. Chem.

Soc. 1997, 119, 5540-5549; d) C.L. Murray, E.S. Meadows, O.

Murillo, G. W. Gokel, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 7887-7888;

e) L. A. Weiss, N. Sakai, B. Ghebremariam, C. Ni, S. Matile, J. Am.

Chem. Soc. 1997, 119, 12142-12149; f) J.-C. Meillon, N. Voyer,

Angew. Chem. 1997, 109, 1004-1006; Angew. Chem. Int. Ed. Engl.

1997, 36, 967-969; g) T. M. Fyles, D. Loock, W.F. van Straaten-

Nijenhuis, X. Zhou, J. Org. Chem. 1996, 61, 8866-8874; h) D.

Seebach, A. Brunner, H.-M. Biirger, R. N. Reusch, L. L. Bramble,

Helv. Chim. Acta 1996, 79, 507-517; i) S. Matile, K. Nakanishi,

Angew. Chem. 1996, 108, 812 -814; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996,

35,757-1759.

U. Koert, M. Stein, K. Harms, Angew. Chem. 1994, 106, 1238 -1240;

Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1994, 33, 1180-1182.

[S] H. Wagner, K. Harms, U. Koert, S. Meder, G. Boheim, Angew. Chem.
1996, 108, 2836—-2839; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35, 2643 —
2646.

[6] R.E. Koeppe, O.S. Andersen, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct.

1996, 25, 231 -258.

a) V.F. Bystrov, A.S. Arseniev, 1. L. Barsukov, A. L. Lomize, Bull.

Magn. Reson. 1987, 8,84 —94;b) F. Tian, K.-C. Lee, W. Hu, T. A. Cross,

Biochemistry 1996, 35, 11959-11966; c) B. Roux, R. Briischweiler,

R. B. Ernst, Eur. J. Biochem. 1990, 194, 57 - 60.

a) O.S. Andersen, D. V. Greathouse, L. L. Providence, M. Becker,

R. E. Koeppe, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 5142-5146; b) G. A.

Wooley, A. S. 1. Jaikaran, Z. Zhang, S. Peng, J. Am. Chem. Soc. 1995,

117, 4448 —4454.

a) C. J. Stankovic, S. H. Heinemann, J. M. Delfino, F. J. Sigworth, S. L.

Schreiber, Science 1989, 244, 813-817; b) C.J. Stankovic, S.H.

Heinemann, S. L. Schreiber, J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 3702 -3704.

A. Schrey, F. Osterkamp, A. Straudi, C. Rickert, H. Wagner, U. Koert,

B. Herrschaft, K. Harms, Eur. J. Org. Chem. 1999, 2977 -2990.

Der Heptapeptidbaustein 8 wurde ebenso wie der Pentadecapetid-

baustein aus den geschiitzen (Cbz, OMe) Monomeraminosiuren

mittels Fragmentkupplung in Losung aufgebaut. a) R. Sarges, B.

Wittkop, J. Am. Chem. Soc. 1965, 87, 2020-2017; b) L. A. Carpino, J.

Am. Chem. Soc. 1993, 115, 4397-4398. Alle neuen Verbindungen

wurden durch NMR-Spektroskopie und Elementaranalysen oder

massenspektrometrisch charakterisiert.

P. Mueller, D. Rudin, Nature 1968. 217, 713-719.

G. Eisenman, Biophys. J.(Suppl. 2) 1962, 2, 259-323. Auch Grami-

cidin A zeigt eine Eisenman-I-Selektivitit fiir diese Kationen.

S

—
&

[4

—_

[7

—

8

[t

)

[10

[11

[12
[13

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 5

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

Direkter Nachweis der Ionenleitung iiber
dreiwertige Kationen in Nd*"-f"-AL,0;**

Joachim Kohler, Nobuhito Imanaka, Werner Urland
und Gin-ya Adachi*

Professor Arndt Simon zum 60. Geburtstag gewidmet

M*-p"-Al,0;-Verbindungen (M =Na, Ag, Cu) sind seit
mehreren Jahrzehnten fiir ihre ionenleitenden Eigenschaften
bekannt.>? Auch die Ionenbewegung in Oxiden mit zwei-
wertigem Metall, M**-3"-Al,0; (M = Ca, Sr, Pb), ist bereits
weitestgehend bestiitigt und nachgewiesen worden.B-! Die
Frage allerdings, ob sich auch M**-3"-Al,0; als Leiter mit M3+
als beweglichen Ladungstriagern verhalten, ist bis heute noch
ungeklédrt und in der Fachwelt umstritten. Es wird kritisiert,
dass die aus der hohen Ladung der dreiwertigen Kationen
resultierenden starken Coulomb-Wechselwirkungen mit der
umgebenden anionischen Matrix einen entsprechenden La-
dungstransport verhindern. Im Folgenden werden neuartige
Experimente und Resultate am Beispiel von Nd**-3"-Al,05-
Kristallen prasentiert, die direkt und eindeutig den Transport
iiber dreiwertige Kationen in M3*-4"-Al,O; bestitigen und
nachweisen.

Bereits vor 17 Jahren wurden die Na‘t-Ionen in Na*-f"-
Al Os-Kristallen gegen dreiwertige Lanthanoidkationen
(Ln?**) ausgetauscht.’! Allein die Durchfiihrbarkeit dieser
Austauschversuche weist darauf hin, dass die dreiwertigen
Kationen bei vergleichsweise niedrigen Temperaturen”! zu
einer merklichen Diffusion in der Lage sind. Dennoch konnte
bisher nicht der Beweis erbracht werden, dass diese Ionen
auch unter dem Einfluss einer elektrischen Potentialdifferenz
als Ladungstriager fungieren und makroskopische Distanzen
innerhalb des Kristalls zu wandern in der Lage sind.

Bisherige Charakterisierungen von Ln**-3"-Al,O5-Verbin-
dungen basieren iiberwiegend auf impedanzspektroskopi-
schenl®!"l oder rontgenographischen Untersuchungen, !>
in denen die gemessenen Impedanzen bzw. Elektronendich-
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