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Rekonstitution von Kanalproteinen in
(polymerisierten) ABA-Triblockcopolymer-
Membranen**

Wolfgang Meier,* Corinne Nardin und
Mathias Winterhalter

Lipiddoppelschichten sind das grundlegende Bauelement
biologischer Membranen. Die Lipide dienen dabei als fluide
Matrix fiir Membran- und membranassoziierte Proteine, die
fiir Schliisselfunktionen wie Signaliibertragung oder Trans-
port verantwortlich sind. Viele dieser Proteine sind fiir
pharmakologische oder biotechnologische Anwendungen
relevant. Fiir solche Anwendungen miissen sie in einem
kiinstlichen Membransystem immobilisiert werden. Dadurch
entsteht ein Biosensor, der beispielsweise fiir das schnelle
Wirkstoff-Screening in der Pharmazie genutzt werden kann.
Planare, frei stehende Filme bieten den groB3en Vorteil eines
direkten Zugangs zu beiden Seiten der Membran. An ihnen
konnen beispielsweise Leitfdhigkeitsmessungen vorgenom-
men werden, um Transportvorgédnge iiber die Membran zu
untersuchen oder kleine Verdnderungen an rekonstituierten
Kanalproteinen zu detektieren. Ein altbekanntes Modell-
system frei stehender Filme sind die ,,schwarzen Lipidmem-
branen“, deren Name auf das Phidnomen zuriickzufiihren ist,
dass wihrend des Ausdiinnens der Membran die Intensitét
des reflektierten Lichts abnimmt und die Membran schlie3-
lich im reflektierten Licht schwarz erscheint. Natiirliche
Lipidmembranen haben iiber ihre biologische Funktion hin-
aus einzigartige Materialeigenschaften. So sind sie zur glei-
chen Zeit hochflexibel und mechanisch enorm stabil. Im
Gegensatz dazu sind kiinstliche, frei stehende Lipidmembra-
nen sehr empfindlich und daher von recht geringem tech-
nischem Interesse. Mechanisch stabilere, festkorperunter-
stiitzte Lipidmembranen weisen oberhalb einer bestimmten
GroBBe Defekte auf, weshalb Leitfahigkeitsmessungen als
Detektionsmethode ausscheiden. Hier stellen wir eine neu-
artige Matrix fiir Membranproteine vor. Das verwendete
Material ist mechanisch stabil, defektfrei und erlaubt die
Herstellung von dichten, groffldchigen, planaren Membra-
nen.

Ahnlich wie konventionelle Lipide sind auch amphiphile
Blockcopolymere in der Lage, membranartige Uberstruktu-
ren in wissriger Losung zu bilden.'-®) Daher konnen sie als
hohermolekulare Analoga zu Lipiden aufgefasst werden.
Dariiber hinaus erlaubt die Breite der Blockcopolymerche-
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mie eine Vielzahl neuartiger kiinstlicher Membranstrukturen,
die mit konventionellen Lipiden nicht zuginglich sind. Bei-
spielsweise lassen sich problemlos das Molekulargewicht, das
Blockldngenverhiltnis, die chemische Konstitution und selbst
die molekulare Architektur dieser Molekiile verdndern. Auf-
grund ihrer groferen Dimensionen und langsameren Dyna-
mik kénnen amphiphile Blockcopolymere deutlich stabilere
Aggregate als konventionelle Lipide bilden.!'> 5% Die Struk-
tur solcher Aggregate ldsst sich noch weiter stabilisieren,
wenn die einzelnen Blockcopolymermolekiile durch kovalen-
te Bindungen zu einem riesigen ,,Supermakromolekiil® ver-
netzt werden. 4 ¢

Kiirzlich berichteten wir iiber die Synthese eines neuartigen
amphiphilen ABA-Triblockcopolymers. Dieses Polymer ent-
hielt einen Mittelblock aus flexiblem, hydrophobem Poly-
(dimethylsiloxan) (PDMS) und zwei Seitenblocke aus wasser-
16slichem Poly(2-methyloxazolin) (PMOXA). Zusitzlich wa-
ren die Enden dieses ABA-Triblockcopolymers mit Metha-
crylatgruppen funktionalisiert, die eine vernetzende Poly-
merisation ermoglichten. Das Phasenverhalten dieses
PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopolymers (M, proxa =
1800 Da, M, ppys = 5400 Da; M, /M, =1.7) im Temperaturbe-
reich von 0°C bis 90°C ist in Abbildung1 gezeigt. Bei
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Abbildung 1. Phasendiagramm des PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblock-
copolymers in Wasser und Cryo-TEM-Aufnahme der lamellaren Phase bei
x=50. x =Polymeranteil im Wasser in Gew.-%, L, =lamellar fliissigkris-
talline Phase.
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Blockcopolymerkonzentrationen iiber 48 Gew.-% bildet das
System eine homogene, lamellar fliissigkristalline Phase.
Diese lamellare Phase kann direkt mittels Kryotransmissions-
elektronenmikroskopie (Cryo-TEM) sichtbar gemacht wer-
den. Die Proben werden dazu als diinne Filme (Dicke unter
500 nm) prépariert, indem ein Tropfen der Losung auf ein
Polymer-Kohlenstoff-beschichtetes TEM-Gitter gegeben und
mit Filterpapier abgesaugt wird. AnschlieBend werden die
Proben in fliissigem Ethan eingefroren. Die Aufnahmen
werden bei einer Temperatur unter —160°C angefertigt.
Hierbei wird einige Mikrometer unterfokussiert, um den
Phasenkontrast zu erhohen. Eine représentative Cryo-TEM-
Aufnahme der lamellaren Phase bei 50 Gew.-% Triblockco-
polymer ist in Abbildung 1 ebenfalls dargestellt. Die dunklen,
geordneten Linien stellen eine Seitenansicht der Triblockco-
polymer-Membranen dar. Der lamellare Wiederholungsab-
stand ldsst sich bei dieser Zusammensetzung zu ungefdhr
20 nm und die Dicke des hydrophoben Bereichs, der durch die
PDMS-Blocke gebildet wird, zu etwa 10 nm abschétzen. Dies
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stimmt gut mit Kapazititsmessungen an frei stehenden
Blockcopolymer-Membranen iiberein, die ebenfalls 10 nm
fiir die Dicke des hydrophoben Membranbereichs lieferten.[®!
Unter 48 Gew.-% Polymer zeigt das System eine breite
Mischungsliicke, in der die lamellare Phase und tiberschiissi-
ges Wasser koexistieren. Das heiflit, Lamellen mit einem
hydrophoben PDMS-Kern und einer hydratisierten PMOXA-
Korona sind iiber den ganzen Zusammensetzungsbereich die
grundlegende morphologische Einheit. Es muss betont wer-
den, dass das Phasenverhalten des Triblockcopolymers sehr
dhnlich dem typischer Doppelschichten-bildender Lipide wie
Lecithin ist.

Kiirzlich konnten wir zeigen, dass dieses PMOXA-PDMS-
PMOXA-Triblockcopolymer in verdiinnter wéssriger Losung
vesikuldre Strukturen aus sphérisch geschlossenen Triblock-
copolymer-Membranen bildet.’! Dariiber hinaus konnten frei
stehende Filme mit einer Fldche bis zu 1 mm? und einer Dicke
von nur 10 nm hergestellt werden.®l Interessanterweise lassen
sich die Methacrylat-Endgruppen in diesen selbstorganisier-
ten Uberstrukturen unter Erhaltung der charakteristischen
Membranstruktur polymerisieren. Die vernetzende Polyme-
risation fiithrt dazu, dass die individuellen Triblockcopolymer-
molekiile kovalent miteinander verkniipft sind, was eine
betréchtliche mechanische Stabilisierung der gesamten Mem-
branstruktur zur Folge hat. Da die polymerisationsfahigen
Gruppen in den Makromonomeren an die duflersten Enden
der hydrophilen Blocke gebunden sind, behilt der hydropho-
be Mittelblock trotz der Vernetzungsreaktion eine gewisse
Mobilitét in der Membran. & 10 11]

Konventionelle schwarze Lipidmembranen werden héufig
als Modellsysteme zur Rekonstitution von Transmembran-
proteinen verwendet (Abbildung 2).l>5] Wir verwendeten
eine an unser System angepasste Standardprozedur fiir kon-
ventionelle, niedermolekulare Lipide zur Herstellung plana-
rer, frei stehender PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopo-
lymer-Membranen mit einer Fliche von 0.2 mmZ.[® 131
Blockcopolymer-Membranen sind wegen der grofleren Di-
mensionen der zugrundeliegenden Blockcopolymermolekiile
gewohnlich dicker als konventionelle Lipiddoppelschichten.
Das Hydrophil-hydrophob-Muster von Membranproteinen
ist selbstverstindlich beziiglich der diinneren biologischen
Membranen optimiert, und es steht zu erwarten, dass bei-
spielsweise der hydrophobe Teil von Kanalproteinen zu kurz
ist, um durch eine Polymermembran zu passen. Es ist daher
nicht evident, ob und inwieweit die Proteine ihre Aktivitit in
einer Blockcopolymer-Membran beibehalten. Allerdings er-
lauben die hohe Flexibilitdt und die konformative Freiheit der
zugrundeliegenden Polymere eventuell eine Anpassung der
Membran an die spezifischen geometrischen und dynami-
schen Bediirfnisse von Membranproteinen, ohne dass dabei
viel Gibbs-Energie verloren geht. In einem solchen Fall sollte
das Protein seine Funktion beibehalten.

Fiir die Rekonstitutionsexperimente verwendeten wir die
wohlcharakterisierten bakteriellen Porine OmpF und Malto-
porin als Modellsysteme.['*'"] Beide Porine sind Transmem-
branproteine, die trimere Kanile in der dufleren Membran
Gram-negativer Bakterien bilden. Die wassergefiillten Kané-
le erlauben eine passive Diffusion kleiner geloster Stoffe, wie
Tonen, Nihrstoffe oder auch Antibiotika, durch die Membran.
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Abbildung 2. Schematische Darstellung einer proteinhaltigen (polymeri-
sierten) PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopolymer-Membran (unten)
und des experimentellen Aufbaus zur Bestimmung der elektrischen
Leitfdhigkeit iiber die Membran (oben).

Der Einbau solcher Kanile in planare, frei stehende Filme
kann daher direkt durch Leitfahigkeitsmessungen verfolgt
werden.[2

In einer ersten Versuchsreihe sollte gekldrt werden, ob
diese Membranproteine tatséchlich in einer vorher gebildeten
PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopolymer-Membran re-
konstituiert werden konnen. Dazu wurden etwa 1 -5 pL einer
Porinstammlésung (ca. 0.2-1.5mgmL™! in 1proz. Octyl-
Polyoxyethylen, 1 mm NaN;, 100 mm NaCl und 2.5 mm
Hepes, pH 7.6) auf beiden Seiten der Messkammer (jeweiliges
Volumen: 5 mL) zugegeben. Der Porineinbau in die Block-
copolymer-Membran wurde durch ein an die Membran
angelegtes Potential von 20 mV erleichtert. Die Leitfahigkeit
iiber den frei stehenden Film wurde mit Ag/AgCl-Elektroden
und einem Stromverstirker (BLM120, Biologic, Claix, Frank-
reich) gemessen (siche Abbildung 2).

In Abbildung 3 ist der charakteristische zeitliche Verlauf
der Leitfahigkeit tiber eine Triblockcopolymer-Membran in
Gegenwart von OmpF gezeigt. Uberraschenderweise steigt
trotz der extremen Dicke der Polymermembran die Leitfa-
higkeit einige Minuten nach der Zugabe des Porins an. Dies
entspricht vollig dem stufenweisen Einbau von OmpF-Trime-
ren in Lipidmembranen.['®! In natiirlichen Lipidmembranen
ist unter den gegebenen experimentellen Bedingungen (Puf-
fer, Temperatur) der Beitrag eines jeden OmpF-Trimers zur
Gesamtleitfahigkeit 2 nS. Unter der Annahme, dass der
Leitfahigkeitsbeitrag eines Porinkanals in der Blockcopoly-
mer-Membran gleich dem in einer natiirlichen Lipidmembran
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Abbildung 3. Charakteristischer zeitlicher Verlauf der elektrischen Leit-
fahigkeit G tiber eine PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopolymer-
Membran in Gegenwart des bakteriellen Porins OmpF. Der Pfeil markiert
den OmpF-Einbau.

ist, folgt aus der Leitfahigkeitszunahme in Abbildung 3 eine
Insertion von drei OmpF-Trimeren.

Zusatzlich versuchten wir, die OmpF-Kanédle durch An-
legen eines elektrischen Feldes zu schlieBen.['>1% 20 Dies
gelang jedoch bis zu einer Spannung von 200 mV nicht.
Ahnliche Ergebnisse wurden fiir OmpF in konventionellen,
l16sungsmittelhaltigen schwarzen Lipidfilmen berichtet.!
Das Auftreten des spannungsinduzierten VerschlieBens hiangt
erheblich von den Membran-Herstellungsbedingungen ab. In
weichen Membranen schlieBt sich das Porin OmpF nur bei
sehr hohen Spannungen. Im Gegensatz dazu schlief3t es sich in
steiferen, losungsmittelfreien Membranen bereits bei etwa
100 mV. Die losungsmittelfreie Herstellungsmethode fiihrt
jedoch bei PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopolymeren
nicht zu stabilen Membranen und kann daher nicht verwendet
werden.

Die PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopolymere tragen
Methacrylatgruppen an beiden Enden, die in den Membranen
UV-induziert radikalisch polymerisiert werden kénnen. Dann
sind die individuellen Triblockcopolymere durch kovalente
Bindungen miteinander verkniipft, wodurch die gesamte
Uberstruktur quasi eingefroren wird. Es ist naheliegend, dass
die Bildung einer kovalent vernetzten Polymernetzwerk-
struktur sowohl die laterale Beweglichkeit als auch die
Konformation der Triblockcopolymermolekiile in der Mem-
bran beeinflusst. Daher kann nach der Polymerisation keine
Proteininsertion mehr stattfinden.

In einer anderen Versuchsreihe setzten wir ein zweites
bakterielles Porin ein, das LamB-Protein oder Maltoporin.
Maltoporin bildet sehr enge Kanile mit einer Leitfahigkeit
von nur 150 pS in 1M KCII' 81 und enthélt im Innern der
wissrigen Kanile stereospezifische Bindungsstellen fiir Mal-
tooligosaccharide, die deren passive Diffusion durch die
Membran erleichtern. [41%2L2IMit dem in Abbildung 2
beschriebenen experimentellen Aufbau konnte direkt der
Einbau des Maltoporins in die Polymermembran untersucht
werden. Beim Titrieren mit Zuckern binden diese in Ab-
hingigkeit von ihrer Konzentration im Innern der Kanile und
verschlieBen sie. Daher erhélt man aus der Abnahme der
Leitfdhigkeit als Funktion der Zuckerkonzentration die
Affinitéit des Proteins fiir Maltooligosaccharide.[”]
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Abbildung 4 zeigt den zeitlichen Verlauf der Leitfdhigkeit
einer Polymermembran beim Einbau von Maltoporinkanélen.
Zum Vergleich ist die Leitfdhigkeit einer Polymermembran
ohne Kanile gezeigt. Nach dem Einbau betrug die Leitfahig-
keit ca. 4 nS. Da die Leitfdhigkeit eines einzelnen Maltopo-
rinkanals in 1M KCl unabhéngig davon zu 150 pS bestimmt
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Abbildung 4. Elektrische Leitfidhigkeit einer Maltoporin enthaltenden
PMOXA-PDMS-PMOXA-Triblockcopolymer-Membran (obere Kurve)
und einer proteinfreien Membran (untere Kurve) A)vor und B) nach
der Polymerisation sowie bei wiederholter Zugabe von 6 pL einer 10~'m
Maltohexaose-Losung (senkrechte Pfeile).

wurde, schlieen wir auf den Einbau von ca. 27 Maltoporin-
Trimeren. Anschlieend wurde die Préparation polymerisiert.
Uberraschenderweise reduzierte sich die Leitfdhigkeit. Dies
konnte auf ein SchlieBen oder auf ein Verschwinden von
einigen Kanélen durch die Vernetzungsreaktion hindeuten.
Bei der Polymerisation entstehen Spannungen durch eine
Kontraktion der wasserldslichen Blocke. ® Solcherart er-
zeugte Spannungen sollten sehr empfindlich von der Linge
der wasserloslichen Blocke abhéngen. Dies gilt es in Zukunft
noch genauer zu untersuchen. Diese Hypothese wird auch
durch den Leitfahigkeitsabfall wiahrend der Vernetzung der
proteinfreien Membran unterstiitzt (siche Abbilung 4). Ver-
mutlich induziert die Vernetzungsreaktion eine Umstruktu-
rierung des Filmes, wodurch kleinere Defekte ausheilen
konnen.

Die Maltoporinkanile in der polymerisierten Membran
wurden anschlieBend mit Maltodextrin titriert. Abbildung 4
zeigt den Leitfahigkeitsabfall nach jeder Zugabe von 6 pL
einer 10~!'M Maltohexaose-Losung. Die Leitfdhigkeitdaten
wurden in der iblichen Weisel'> %l ausgewertet und die
Konstante fiir die Bindung der Maltohexaose an die Zucker-
bindungstelle zu K =7100M~"' bestimmt. Interessanterweise
entspricht die Affinitdtskonstante fiir Maltoporin in den
polymerisierten Blockcopolymer-Membranen fritheren Da-
ten mit natiirlichen Lipidmembranen.l'> ] Offensichtlich
wird die Konformation des Proteins nicht durch die umge-
bende Membran beeinflusst und seine Funktionalitit bleibt
vollstéandig erhalten.

Die vorliegende Untersuchung zeigt eindeutig, dass voll
funktionsfdhige Proteine in diese kiinstlichen, ultradiinnen
Filme eingebaut werden konnen. Dies erméglicht es, die hohe
Stabilitdt und die groBe Bandbreite von Blockcopolymer-
Aggregaten mit den spezifischen Funktionen von Membran-
proteinen zu verbinden. Hierdurch erdffnet sich ein breites
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Anwendungsgebiet fiir diese Protein-Polymer-Hybridmate-
rialien in Bereichen wie Diagnostik, Sensortechnik, Protein-
kristallisation und kontrollierte Wirkstoff-Freisetzung.
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Totalsynthese von Lankacyclinol**

David R. Williams,* Guillermo S. Cortez,
Stéphane L. Bogen und Christian M. Rojas

Die aus den Garmischungen von Streptomyces griseofuscus,
S. violaceoniger und S. rochei var. isolierten Lankacidine
gehoren zu einer einzigartigen Klasse von Antibiotika.['l Sie
zeigen starke Antitumoraktivitdt gegen L1210 Leukémie-,
B16 Melanom- und feste Lymphosarkomzellen.) Lankacyc-
linol 1, auch bekannt als T-2636 G,B! ist ein seltenes Beispiel
fiir einen natiirlich vorkommenden siebzehngliedrigen Car-
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bocyclus. Strukturell interessante Charakteristika sind zwei
Pentadienylalkoholeinheiten sowie eine aus der Natur bisher
unbekannte S-Amidoketoneinheit. Die relative Konfigura-
tion von C3, C8 und C14 und die absolute Konfiguration
wurden durch einen Vergleich der analytischen Daten von 1
mit Lankacidin C 2 zugeordnet, dessen Struktur bereits durch

Lankacidin C 2

Lankacyclinol 1

eine Rontgenkristallstrukturanalyse aufgekldrt worden war./!
Biosynthetische Studien ergaben, dass 2 durch enzymatische
Reduktion des 2'-Oxopropionamids und nachfolgende basen-
induzierte Decarboxylierung in Lankacyclinol iiberfiihrt wer-
den kann.M!

Auch nach der von Kende et al. abgeschlossenen Totalsyn-
these von 2 verblieb die Konfiguration von C2 in Lankacyc-
linol 1 unbestimmt. Wihrend unserer Studien zum Aufbau
von 4,5-Dihydrofuranen iiber Domino-Acylnitren-Insertio-
nen und Wittig-Reaktionen, entwickelten wir einen neuen
stereokontrollierten Zugang zu B-Amidoestern.l”) Die ermu-
tigenden Ergebnisse dieser Vorarbeiten fiithrten zur Planung
einer Totalsynthese von 1, wobei die zu erwartende Saure-
und Basenlabilitit sowie die unklare Konfiguration der
Zielverbindung bei der Synthese zu beriicksichtigen waren.
Hier beschreiben wir die erste enantioselektive, konvergente
Synthese von (—)-Lankacyclinol, die die abgebildete relative
und absolute Konfiguration von 1 bestitigte.

Zunéchst wurde das C1-C6 Fragment von 1 in Form des
cis-disubstituierten Dihydrofurans 8 durch eine Ringschluss-
Olefin-Metathese(RCM)-Strategie enantioselektiv  herge-
stellt (Schema 1). Addition von (Z)-Crotyl-di-(2-isocaranyl)-
boran 4 (Brown et al.)¥l an den Aldehyd 3 ergab den syn-
Homoallylalkohol 5 als einziges Diastereomer.’) Die Umset-
zung zum Vinylether 6 gelang mit Ethylvinylether in Gegen-
wart geringer Mengen an Quecksilbertrifluoracetat.'”) Unter
Nutzung des von Grubbs et al. entwickelten Ruthenium-
Katalysators 7"l wurde 6 in einer RCM-Reaktion zum 4,5-
Dihydrofuran 8 cyclisiert. 8 entstand als einziges Produkt und

P
H CHs 5 (98% de, 96% ee)

H é)?\z/ oH,
o)\/OTBDPs 44» \l){/OTBDPS
3

a

PCys b
cl, Ph
Ru—"
ci 7 )
& Py M oreoes
Hee o < />|)\/
HaC OTBDPS Rl
8 °6

Schema 1. a) 4, BF;-Et,0, THF, —78°C, 62%; b) Hg(O,CCF;),, Ethyl-
vinylether, Et;N, Riickfluss, 60 %; c) 7, CH,Cl,, Riickfluss, 48 % . TBDPS =
tert-Butyldiphenylsilyl, Cy = Cyclohexyl.
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