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Molek¸le, die sich kontrolliert in helicale Strukturen falten,
eignen sich hervorragend zur Erzeugung von Funktionsein-
heiten. Helices dienen dazu, Information zu speichern und zu
prozessieren (DNS-Doppelhelix),[1] bilden die Grundlage f¸r
steife Materialien (Tripelhelix des Kollagens),[2] vermitteln
Transportprozesse (b-Helix der d,l-Peptide)[3] und kˆnnen
dazu verwandt werden, photo-, elektro- oder transportaktive
Gruppen dreidimensional anzuordnen.[4] Die Entwicklung
synthetischer Verbindungen mit einem vorhersagbaren Fal-
tungsverhalten (πprogrammiertes Falten™) wird aktuell er-
forscht,[5] wobei sich der ¸berwiegende Teil der Arbeiten auf
die Beschreibung der Strukturen beschr‰nkt.
Unser Interesse an der funktionalen Faltung von k¸nst-

lichen Ionenkan‰len[6] f¸hrte uns dazu, d,l-Peptide als
Strukturtemplate f¸r Ether-d-peptide einzusetzen, um so
Ionenkan‰le mit neuartigen Funktionen zu generieren.[7]

Ausgangspunkt daf¸r war der Ionenkanal, der vom d,l-
Peptid Gramicidin A (gA) gebildet wird (Abbildung 1a).[3]

gA selbst kann eine Vielzahl von Konformationen einneh-
men, deren Besetzung vom umgebenden Medium bestimmt
wird. In organischen Lˆsungsmitteln bildet gA bevorzugt
dimere Doppelhelices, die sich in ihrer H‰ndigkeit und
Topologie unterscheiden.[8] Wenn diese Doppelhelices Katio-
nen binden, erweitert sich der Durchmesser der Helix.[9] Nur
in membranartiger Umgebung bildet gA aus zwei rechts-
g‰ngigen, einzelstr‰ngig vorliegenden b-Helices ein einzig-
artiges, Kopf-an-Kopf-assoziiertes Dimer.[10] Diese Konfor-
mation mit 6.3 Aminos‰uren pro Windung gilt allgemein als
die ionenkanalaktive Spezies.[11a±c] Da es aber bislang nicht
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gelungen ist, diese b6.3-Helix in isotroper Lˆsung oder durch
Einkristallstrukturanalyse zu untersuchen, wurde ihre Bedeu-
tung auch kontrovers diskutiert.[11d]

Wir konnten zeigen, dass das synthetische 22mer πMini-
gramicidin™ 1 (Abbildung 1a) in Phospholipiddoppelschich-
ten als Ionenkanal aktiv ist (Abbildung 1b), wobei die
Aktivit‰t stark von der Membrandicke abh‰ngt.[12a] Vorunter-
suchungen ergaben au˚erdem, dass 1 einen eingeschr‰nkte-
ren Konformationsraum aufweist als gA.[12b] Mit dem Ziel, die
Aktivkonformation von 1 besser zu verstehen, unternahmen
wir Strukturuntersuchungen in An- und Abwesenheit von
Csþ-Ionen.
Die Verbindung 1 setzt sich aus den terminalen 11mer-

Peptiden von gA zusammen, die durch ein Succinatmolek¸l
kovalent Kopf-an-Kopf-verkn¸pft sind. Diese Verkn¸pfung
verhindert das Auftreten des lateralen Dissoziationsgleich-
gewichts,[12b] das bei gA Strukturuntersuchungen ersch-
wert.[13,14] Die terminalen tert-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)-
Gruppen in 1 erhˆhen die Lˆslichkeit in organischen Lˆ-
sungsmitteln, was die Strukturuntersuchungen erleichtert.
Einzelkanalstrommessungen an planaren Lipiddoppelschich-
ten zeigten, dass 1 hochaktive Csþ-Kan‰le bildet ([1]¼ 10�14m
in der w‰ssrigen Badlˆsung, siehe Hintergrundinformatio-
nen). Es wurde nur eine Art von Ionenkan‰len beobachtet,
was darauf hinweist, dass eine einzige Aktivkonformation in
der Membran vorliegt (Abbildung 1b).
Die Struktur von 1 in Abwesenheit von Metallionen wurde

in [D6]Benzol/[D6]Aceton 10:1 und in CDCl3/[D3]MeOH 1:1
durch NMR-Spektroskopie bestimmt. Beide Lˆsungsmittel-
gemische imitieren die Polarit‰t einer Zellmembranumge-
bung,[15] und in beiden Medien lag das Peptid in derselben,
hochsymmetrischen Struktur A vor: Ein Peptid-Dimer bildet
eine linksg‰ngige b-Doppelhelix der Ganghˆhe 5.7 mit einer
L‰nge von etwa 38 ä (Abbildung 2), wobei das Succinatmo-
lek¸l eine antiperiplanare Konformation aufweist. Eine ent-
sprechende Sekund‰rstruktur nimmt gA nur in Gegenwart
von CaCl2 ein.[8g]

Bei Zugabe von Csþ-Salzen wandelt sich die gesamte
Struktur in eine neue Spezies um. Nach S‰ttigung mit CsI liegt
das Peptid 1 in CDCl3/[D3]MeOH 1:1 oder 3:1 als Monomer
in der Konformation B vor (Abbildung 3). Hierbei bildet sich
eine rechtsg‰ngige b-Helix mit ca. 6.3 Aminos‰uren pro

Windung und einer L‰nge von etwa 17 ä. Das Succinatmo-
lek¸l verkn¸pft die beiden Einfachhelices symmetrisch (C2-
Achse) und antiklinal (gemittelte Struktur).
Die Struktur B besitzt alle Merkmale der wahrscheinlichen

Aktivkonformation von gA ± im Gegensatz zur Csþ-freien b-
Doppelhelix A. Der Porendurchmesser steigt von 1.2 ä im
Dimer A auf 4.5 ä in der monomeren b6.3-Helix B, weit
genug, um Csþ-Ionen aufzunehmen. Die Struktur B enth‰lt
einen durchgehenden Kanal, welcher dem Kopf-an-Kopf-
Dimer von gA in membran‰hnlicher Umgebung gleicht.[11] In
der Struktur B f¸gen sich die Amidcarbonylgruppen des
Succinatmolek¸ls in das Gesamtmuster der Carbonylfunk-
tionen des Peptids ein. Sie vervollst‰ndigen somit die Koor-
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Abbildung 1. a) Prim‰rsequenz von gA und 1. b) Repr‰sentative Strom-
spur von 1 in planaren Lipiddoppelschichten (1m CsCl, 120 mV, Sojaleci-
thin). F¸r Einzelheiten siehe Hintergrundinformationen.

Abbildung 2. Gemittelte Struktur A (PDB-Referenzcode 1 KQE; berech-
net aus den 16 energetisch g¸nstigsten Strukturen) von 1 in [D6]Benzol/
[D6]Aceton 10:1. Die TBDPS-Endgruppen konnten wegen Signal¸berla-
gerungen nicht ber¸cksichtigt werden. Das verbindende Succinatmolek¸l
ist rot dargestellt. Alle NMR-Spektren wurden bei 600 MHz aufgenommen
(Bruker AMX). Die Zuordnung erfolgte mit Felix 2000 (Accelrys, San
Diego, CA) durch die kombinierte Auswertung von DQF-COSY-, NOE-
SY- und TOCSY-Experimenten nach dem ¸blichen Verfahren.[16] H-H-
Abst‰nde wurden den NOESY-Spektren bei einer Mischzeit von 150 und
300 ms entnommen. Insgesamt wurden 688 NOE-Kreuzsignale ausgewer-
tet (330 Aminos‰urerest-interne, 138 sequenzielle und 220 von mittlerer
Reichweite). F¸r jede Aminos‰ure konnten 3J(HN,Ha) Kopplungskon-
stanten bestimmt werden, die alle im f¸r b-Faltbl‰tter typischen Bereich
lagen. Die H-H-Abst‰nde und HN,Ha-Kopplungskonstanten dienten als
Parameter f¸r eine Strukturrechnung durch πsimulated annealing™[17] mit
dem Programm X-PLOR.[18] Die mittlere Standardabweichung der R¸ck-
gratatomkoordinaten in den so erhaltenen 16 Strukturen mit minimaler
Energie betrug 0.61 ä.



dinationsumgebung der Csþ-Ionen, die vermutlich symme-
trische Positionen besetzen.[19]

Die Konformationsumwandlung von A nach B lie˚ sich
durch NMR-Titration mit CsI in CDCl3/[D3]MeOH 1:1
verfolgen (Abbildung 4a, siehe Hintergrundinformationen).
Verschiedene Modellrechnungen (1±2 Ionen, kein Aggregat
oder das Peptid als Dimer, Trimer oder Tetramer) nach der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate ergaben, dass nur das
in Abbildung 4b gezeigte Szenario die Daten sinnvoll wieder-
gibt: Das Dimer A dissoziiert in zwei Monomere C (KD). Ein
Monomer C bindet nacheinander zwei Csþ-Ionen (K1, K2). Es
gelang wegen der starken Kopplung von KD und K1 nicht,
einen verl‰sslichen Wert f¸r KD aus den Daten zu erhalten.
Mit einem N‰herungswert von KD¼ 0.00126m0.5 (98% Dimer
bei [Csþ]¼ 0) erhielten wir f¸r die BindungskonstantenWerte
von K1¼ (63� 5) î 103m�1 und K2¼ 36� 20m�1 (siehe Hinter-
grundinformationen). Das erste Csþ-Ion bindet wesentlich
fester als das zweite (DG1¼�28 kJmol�1, DG2¼
�9 kJmol�1). Dies zeigt an, dass f¸r die Konformationsum-
wandlung vor der Bindung des ersten Csþ-Ions weniger
Energie aufgebracht werden muss als f¸r die ‹berwindung

der Coulomb-Absto˚ung, die bei der Bindung des zweiten
Ions auftritt.
Um diese Befunde mit denen f¸r gA vergleichen zu

kˆnnen,[8f, 12b] wurden die Sekund‰rstrukturen von 1 durch
Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie charakterisiert (Ab-
bildung 5). In organischen Lˆsungsmitteln wie CH3CN oder
C2H4Cl2/MeOH werden zwei negative Cotton-Effekte bei l¼
228 und 208 nm beobachtet (Abbildung 5a, Spektren c und
d),[12b] was mit der linksg‰ngigen, parallelen b-Doppelhelix A
im Einklang steht.[12b,20] F¸r den Csþ-Komplex Bwird dagegen
in C2H4Cl2/MeOH oder MeOH ein positiver Cotton-Effekt
bei l¼ 230 nm beobachtet (Abbildung 5a; Spektren a und b),
was die Rechtsg‰ngigkeit der b-Helix anzeigt. Allerdings
unterscheiden sich die CD-Spektren von B deutlich vom
Spektrum von 1 in DMPC-Vesikeln,[20] welches wiederum mit
dem von gA in diesem Lipidmedium nahezu ¸bereinstimmt
(Abbildung 5b) und ¸blicherweise der rechtsg‰ngigen b6.3-
Helix zugeordnet wird.[8f] Letzteren Helixtyp haben wir jedoch
zweifelsfrei f¸r den Komplex B in organischen Lˆsungsmitteln
nachgewiesen. Wir kˆnnen diese Unstimmigkeit zum jetzigen
Zeitpunkt nicht erkl‰ren, vermuten jedoch, dass die vonein-
ander abweichenden CD-Spektren ihre Ursache in lokal
unterschiedlichen Konformationen haben, welche die globale
Struktur nicht beeinflussen (Manuskript in Vorbereitung).
Um herauszufinden, ob die Konformationsumwandlungen

von 1 mit dem Transportprozess in der Membran korrelieren,
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Abbildung 3. Gemittelte Struktur B von 1 in CDCl3/[D3]MeOH 3:1
ges‰ttigt mit CsI. a) Seitenansicht, b) Aufsicht. Die Struktur wurde wie
f¸r A beschrieben (Abbildung 2) bestimmt. In diesem Fall wurden 213
NOE-Kreuzsignale ausgewertet (97 Aminos‰urerest-interne, 51 sequen-
zielle und 65 von mittlerer Reichweite). Die mittlere Standardabweichung
der R¸ckgratatomkoordinaten der zehn Strukturen mit minimaler Energie
lag bei 0.91 ä.

Abbildung 4. a) NMR-Titration von 1 mit CsI in CDCl3/[D3]MeOH 1:1,
die angepasste Funktion ist gepunktet dargestellt ; b) schematische
Darstellung der Konformationsgleichgewichte f¸r die Umwandlung von
A nach B ¸ber das angenommene Monomer C und den 1:1-KomplexD bei
Csþ-Zugabe.



untersuchten wir die Ionenkanalleitf‰higkeit L in Abh‰ngig-
keit von der Csþ-Konzentration in der Badlˆsung (Abbil-
dung 6a).[21] Die so gewonnenen Daten zeigen drei Besonder-
heiten: 1) Selbst bei sehr niedrigen Csþ-Konzentrationen
konnte Einzelkanalleitf‰higkeit nachgewiesen werden. 2) Im
mittleren Konzentrationsbereich (10±100 mm) w‰chst die
Leitf‰higkeit L supralinear an. 3) Bei ca. 1.5m durchl‰uft L
ein Maximum. Diese Merkmale weisen auf einen Transport-
vorgang mit mehreren Bindungsstellen hin.[21b] Ein Kinetik-
modell mit zwei symmetrischen Bindungsstellen und vier
Zust‰nden[22] gab die Daten sehr gut wieder (Abbildung 6b).
Die scheinbaren Geschwindigkeitskonstanten ergeben sich
(� 30%) daraus zu A¼ 5.2 î 108 Lmol�1 s�1, B¼ 4.9 î 106 s�1,
K¼ 5.1 î 107 s�1,D¼ 4.4 î 107 Lmol�1 s�1 und E¼ 5.4 î 107 s�1.
Offensichtlich wird also ein doppelt besetzter Zustand von 1
w‰hrend des Transportprozesses populiert, gerade bei hˆhe-
ren Csþ-Konzentrationen.
Wir konnten hiermit zeigen, dass das Minigramicidin 1 in

unpolaren Medien ein stabfˆrmiges, doppelhelicales Aggre-
gat A bildet, dessen Deaggregierung in die kanalaktive Kon-
formation entweder durch den Einbau in eine Membranum-
gebung oder durch das Binden von Csþ-Ionen ausgelˆst wird.
Letzteres gestattete es uns, die rechtsg‰ngige b-Helix der d,l-
Peptide zum ersten Mal in Lˆsung zu charakterisieren. Die
Struktur B sollte der Aktivkonformation (im von zwei Csþ-
Ionen besetzten Zustand) des Ionenkanals 1 in der Membran
sehr ‰hnlich sein.

Eingegangen am 9. Januar 2002,
vera» nderte Fassung am 29. Juli 2002 [Z18500]
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Abbildung 5. a) CD-Spektren von 1 in organischen Lˆ-
sungsmitteln (T¼ 22 8C, [1]¼ 10�5m). Spektrum a:
C2H4Cl2/MeOH 1:1, ges‰ttigt mit CsCl (±±±); Spektrum b:
50 mm CsCl in MeOH (- - - -); Spektrum c: CH3CN (****);
Spektrum d: C2H4Cl2/MeOH 1:1 (––); b) CD-Spektren
von 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin-
(DMPC)-Vesikeln[20] (T¼ 22 8C, [gA] oder [1]¼ 10�5m).
Spektrum e: gA (****); Spektrum f: 1 (––). Die Form der
Spektren a und d war bei [1]¼ 10�3m unver‰ndert (nicht
gezeigt). [qres]¼Mittlere molare Elliptizit‰t pro Amidcar-
bonylgruppe.

Abbildung 6. a) Konzentrationsabh‰ngigkeit der Csþ-Einzelkanalleitf‰-
higkeit von 1 bei T¼ 22 8C in Sojalecithin (n> 50). b) Kinetisches Modell
mit zwei symmetrischen Bindungsstellen und vier Zust‰nden, das die
Konzentrationsabh‰ngigkeit der Leitf‰higkeit wiedergibt.[22]



Nichtinvasive Transformation von Proteinen in
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Unter den genkodierten nat¸rlichen Aminos‰uren kommt
Tryptophan in Proteinen nur selten vor (ca. 1.2%),[1] nimmt
jedoch wegen der Beteiligung an vielf‰ltigen spezifischen
inter- und intramolekularen Wechselwirkungen eine beson-
dere Stellung ein.[2] Tryptophan ist haupts‰chlich f¸r die UV-
Absorption und Fluoreszenz von Proteinen verantwortlich[3]

und wurde fr¸hzeitig als n¸tzliche intrinsische Sonde f¸r
Struktur- und Funktionsuntersuchungen von Proteinen sowie
als attraktives Target f¸r klassisches Protein-Engineering und
-design erkannt. Die klassischen Protein-Engineering-Ver-
fahren sind auf das Standardrepertoire der kanonischen
Aminos‰uren beschr‰nkt. Diese Limitierung konnte aber in
den letzten Jahren durch neuere Methoden ¸berwunden
werden, die eine Erweiterung des Aminos‰urerepertoires
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