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Zur Funktion und Struktur synthetisch modifizierter Porine **
Simon Reitz, Menekse Cebi, Philipp Reif3, Gregor Studnik, Uwe Linne, Ulrich Koert* und

Lars-Oliver Essen*

Die Ankniipfung synthetischer Modulatoren an biologische
Ionenkanile ist vielversprechend fiir Anwendungen in der
Neurobiologie und bei der Molekiildetektion.!"! Bei Kanilen
mit einem engen Durchtrittsweg fiir Ionen wurden bereits
einige Fortschritte erzielt,” dagegen ist die Verwendung
groBerer Poren zur Konstruktion von Ionenkanilen bisher im
Wesentlichen auf Himolysin begrenzt.'*3 Porine verfiigen
iiber eine Vielfalt an 3-Fass-Strukturen mit unterschiedlichen
Durchmessern, was sie zu vielversprechenden Kandidaten fiir
die Ankniipfung synthetischer Modulatoren macht.”!) Im
Unterschied zum oligomeren Hémolysin sind Porine aus
einer einzigen Polypeptidkette aufgebaut, was synthetische
Modifikationen innerhalb der Pore erleichtert. Hier priasen-
tieren wir Funktions- und Strukturuntersuchungen zum
Einbau synthetischer Modulatoren in das trimere Porin
OmpF.

Das 340 Aminoséduren lange OmpF-Porin aus Escherichia
coli hat eine 16-stringige antiparallele f-Fass-Struktur (Ab-
bildung 1a).F! Jeweils drei OmpF-Molekiile lagern sich in der
Membran zu einem Trimer zusammen (Abbildung 1b). Die
Pore wird verengt, indem sich die Schleifenregion L3 in die
Pore hinein faltet. Die OmpF-Pore ist an dieser Engstelle auf

Abbildung 1. Struktur von OmpF. a) Seitenansicht auf das OmpF-Mo-
nomer. Der fiir die NCL verwendete Peptidstrang (1) ist in Gelb dar-
gestellt, die Anlagerungsstelle fiir synthetische Modulatoren (Lys16) in
Rot. b) Aufsicht auf das OmpF-Trimer mit der Schleifenregion L3.
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einen maximalen elliptischen Querschnitt von 7x 11 A2 be-
grenzt und ermoglicht so den Durchtritt von Molekiilen bis
600 Da mit geringer Ionenspezifitit. Der N-terminale Bereich
bestehend aus den B-Strdngen 1 und 16 wurde fiir syntheti-
sche Modifikationen ausgewihlt. In diesem Bereich befindet
sich die Aminosdure Lys16, deren Seitenkette auf Hohe der
Engstelle in die Pore ragt und daher als passender Ankniip-
fungspunkt fiir synthetische Modulatoren ausgewéhlt wurde
(Abbildung 1a).

Die kovalente Ankniipfung von Modulatoren im Kanal
erfolgte iiber zwei Routen (Schema 1): Route A beruht auf
einer mit Azid/Alkin-Klickreaktionen gekoppelten Protein-
semisynthese und Route B auf der Einfiihrung eines Cys-
teinrestes durch Mutation mit anschlieBender S-Alkylierung.

Route A — Proteinsemisynthese durch native chemische
Ligation (NCL) — erfordert einen Thiolester am N-terminalen
Fragment sowie einen N-terminalen Cysteinrest am C-ter-
minalen Fragment. Das N-terminale Fragment 1, bei dem
Lys16 in einen Propargyltyrosinether I1 umgewandelt wurde
(K16I1), wurde durch 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
Festphasensynthese hergestellt. Eine Cu'-katalysierte Cyclo-
addition des Alkins 1 mit dem als Reportergruppe fungie-
renden Dansylazid 2 ergab das Peptid 3. Das C-terminale
OmpF-Fragment 4, bei dem die ersten 26 Aminoséduren de-
letiert wurden und in das die N27C-Mutation eingefiihrt
wurde, lieB sich in Form von Einschlusskorperchen (inclusion
bodies) bei Verwendung eines Porin-defizienten E.-coli-
Stammes erhalten. Die Ligation des Thiolesters 3 mit dem N-
terminalen Cysteinrest von 4 unter denaturierenden Bedin-
gungen ergab das OmpF-Hybrid 5. Die Ausbeute (50%)
dhnelte der bei der Ligation mit dem nativen Analogon von 4
(Lysin an Position 16; 60% ) und wurde durch Natriumdo-
decylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese ~ (SDS-PAGE)
bestimmt. Als Startpunkt fiir Route B wurde die OmpF-
Mutante 6 gewdhlt, bei der Lys16 durch einen Cysteinrest
ersetzt ist (OmpF-K16C). Die S-Alkylierung mit dem Iod-
acetamid-aktivierten Dansylderivat 7 ergab das OmpF-
Hybrid 8 nahezu quantitativ (>90%).

Die Hybridprodukte 5§ und 8 wurden durch Insertion in
Vesikel, die aus einem 1:1-Verhéltnis von 1,2-Dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin und n-Dodecyl-p-D-maltosid be-
standen, nach einem fiir unmodifiziertes OmpF entwickelten
Verfahren zuriickgefaltet.”! Trotz Gegenwart der voluming-
sen Dansylgruppe innerhalb der Pore war die Ausbeute der
Riickfaltung dhnlich zu jener bei unmodifiziertem OmpF (bis
zu 70 %; bestimmt durch das Auftreten von SDS-resistenten
OmpF-Trimeren in der SDS-PAGE!). Die Hybride 5 und 8
konnten, ebenso wie das unmodifizierte OmpF, von ungefal-
tetem Protein durch Trypsinverdau gereinigt werden, da
OmpF-Trimere sehr stabil gegen proteolytischen Abbau sind.
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Schema 1. Synthese der OmpF-Derivate mit kovalent verkniipften Modulatoren an Position 16. Route A:
a) Cu'-katalysierte [3+2]-Klickreaktion; b) native chemische Ligation unter denaturierenden Bedingungen
in 8 M Harnstoff. Route B: S-Alkylierung von OmpF-K16C mit c) Dansyliodacetamid 7 und d) Dibenzo-
[18]krone-6-Derivat 9 unter denaturierenden Bedingungen in 6 M Harnstoff (experimentelle Details siehe
Hintergrundinformationen).

eignisse einzelner Monomere
eines OmpF-Trimers detektiert
werden konnten (Abbil-
dung 2).¥! Zusitzlich wurden 1/
U-Kurven aufgenommen und
analysiert (—160 bis + 160 mV).
Fiir das Dansyltriazolderivat 5§
wurde keine signifikante Ver-
dnderung der Trimerleitfahig-
keit beobachtet [5: (51.5+
6.0) pA; OmpF: 512+
3.0) pA; Abbildung 2a]. Die 1/
U-Kurven fiir das rekombinante
Volllingen-OmpF, den durch
NCL generierten OmpF-Wild-
typ und das OmpF-Hybrid §
wiesen keine signifikanten Dif-
ferenzen auf. Dies zeigt, dass
1) NCL in der Tat eine zuver-
lassige Methode ist, um das
OmpF-Polypeptid in einer na-
tivihnlichen Form herzustellen,
und dass 2)die Einfithrung
eines Leitfahigkeitsmodulators
mit einem Molekulargewicht
von 319 Da nahe der Engstelle
der Pore per se nicht ausreicht,
um eine Funktionsdnderung zu
bewirken.

Dagegen zeigte das iiber den
Cysteinrest verkniipfte Dansyl-
OmpF-Hybrid 8 eine unge-
wohnliche Verteilung der Tri-
merleitfihigkeiten (sieche Hin-
tergrundinformationen), die
nicht fiir den riickgefalteten
OmpF-Wildtyp (Abbil-
dung 2d), die Mutanten oder
das Hybrid 5 zu beobachten
war. Dies lédsst auf eine konfor-
mative Mobilitdt und/oder He-
terogenitit des synthetischen
Modulators innerhalb der Pore
von 8 schlieBen. Die Analyse
der I/U-Kurve ergab einen um
15% ((0.78 £0.02) nS) vermin-
derten Durchschnittswert der
Leitfahigkeit des Hybrids 8
verglichen mit jenem von un-
modifiziertem OmpF 6 ((0.92 +
0.02) nS). Die Analyse einzel-

Die Auswirkungen der Modifikationen auf die Porin-
funktion wurden durch Leitfdhigkeitsmessungen bei hoher
Salzkonzentration bestimmt, um ausschlieBlich die Blocka-
deeffizienz zu messen und nicht Effekte, die von den leicht
verinderten elektrostatischen Bedingungen herriihren.”
Unter Verwendung der Black-Lipid-Membrane(BLM)-
Technik wurden Messungen am Trimer bei einer Spannung
von + 140 mV durchgefiihrt, bei der individuelle SchlieBer-
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ner TrimerschlieB3ereignisse bezeugte in gleicher Weise die
Verringerung der Leitfdhigkeit von 8 (Abbildung 2b). Zu-
sammen mit dem Fehlen einer signifikanten Leitfdhigkeits-
dnderung bei 5 weist dies darauf hin, dass die Art der che-
mischen Verkniipfung eine entscheidende Rolle fiir die
Funktion hybrider Ionenkanile spielt. Die GroBe der beiden
Modulatoren von 5 und 8 (451 bzw. 377 Da) unterscheidet
sich nicht gentigend, um diesen Befund durch den GréBen-
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Abbildung 2. lonenkanalleitfihigkeiten von OmpF-Hybriden.

a—c) Stromspuren eines OmpF-Trimers (schwarz) sowie des a) Dansyl-
hybrids 5 (rot), b) des Dansylhybrids 8 (griin) und c) des Kronenether-
modifizierten Hybrids 10. Die BLM-Messungen wurden in 150 mm KCl
bei 4+ 140 mV durchgefiihrt. Die Zahlen an der linken Seite verweisen
auf die Zahl der offenen Monomere (c=geschlossen, o =offen). I/U-
Kurven fiir d) OmpF und e) das Hybrid 10.

unterschied zu erkldren. Offensichtlich kann der Modulator
von 5 die zentrale Engstelle von OmpF nicht besetzen und
haftet hochstwahrscheinlich an der inneren Porenwand an,
wihrend in 8 die Engstelle der Pore zumindest partiell blo-
ckiert ist.

Um diese Theorie zu priifen, wurde ein weiteres Hybrid
synthetisiert: das OmpF-Hybrid 10, bei dem das Dibenzo-
[18]krone-6-Derivat 9 iiber Route B an die OmpF-K16C-
Mutante 6 gekniipft wurde. Geméf der I/U-Kurve hat 10 sehr
dhnliche Eigenschaften wie 8, einschlieflich einer Verringe-
rung der Leitfihigkeit um 18 % ((0.75+0.01) nS) sowie der
Verteilung der TrimerschlieBereignisse mit Grenzwerten der
Leitfihigkeit von 0.42 und 1.14nS (Abbildung 2e). Die
Analyse einzelner TrimerschlieBereignisse bestitigte die re-
duzierte Leitfahigkeit von 10 analog (Abbildung 2c¢).

Fiir 10 konnten die strukturellen Folgen der Modifikation
rontgenographisch untersucht werden. Es wurden zwei tri-
gonale Kristallformen erhalten, die beide ein Molekiil pro
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asymmetrische FEinheit enthielten. Kristallform I zeigte
Rontgenbeugung bis zu einer Auflésung von 3.2 A und ent-
sprach der bereits bekannten Kristallform von OmpF,* es
wurde jedoch keine Elektronendichte fiir den synthetischen
Modulator gefunden.

Form-II-Kristalle wurden von derselben Proteincharge
erhalten und konnten bis zu einer Auflésung von 3.4 A ver-
messen werden. Diese Kristallform, die zuvor nicht fiir OmpF
beobachtet worden war,”>" konnte durch molekularen Ersatz
(molecular replacement) gelost werden (PDB-Code 3FYX).
Dies ist die erste Struktur fiir eine Pore, die partiell mit einem
synthetischen Modulator blockiert ist. Wie in Kristallform I
ordnen sich hier die OmpF-Trimere aufgrund von Schleifen-
Schleifen-Wechselwirkungen sdulenartig entlang der c-Achse
an (Abbildung 3d).

Die Konformationen der Proteine in beiden Kristallfor-
men unterscheiden sich nicht, allerdings enthélt Kristall-
formII eine signifikante Differenzelektronendichte im
Durchtrittsweg fiir Ionen innerhalb des OmpF-Kanals. Die
Dichte entspricht einem GroBteil des Dibenzo-[18]krone-6-
Molekiils, das von Cysl6 aus in die Engstelle von OmpF
hineinragt (Abbildung 3 a—c). Ein weiterer Teil der Elektro-
nendichte wurde einem HEPES-Puffermolekiil zugeordnet,
das aus der Kristallisationslosung stammt und elektrostati-
sche Wechselwirkungen zwischen seiner Sulfonatgruppe und
den basischen Resten des Poreninneren (Lys80, Argl32,
Argl67, Argl68) eingeht. Die Konformation des recht flexi-
blen Kronenethers ist schmetterlingsartig,'”! im Bereich der
Engstelle von 10 aber deutlich verzerrt (Abbildung 3¢). Ein
Teil des Polyoxyethylenrings geht iiber dessen Sauerstoff-
atome Wechselwirkungen mit den basischen Seitenketten der
Reste Arg42, Arg82 und Argl32 der Poreninnenseite ein, und
der andere Teil befindet sich nahe den sauren Seitenketten
der auf der Schleife L3 lokalisierten Reste Aspl1l3 und
Glull7 (Abbildung 4a). Die distale Arylgruppe des Diben-
zokronenethers geht mehrere Van-der-Waals-Wechselwir-
kungen mit den Seitenketten der Reste Tyr102, Tyr106,
Aspl13, Alal23 und Argl32 der Schleife L3 ein und riickt
somit in direkte Nachbarschaft zum HEPES-Molekiil.

Im Ganzen zeigt die Kristallstruktur des OmpF-Hybrids
10, dass ein weitporiger Kanal wie OmpF nach Modifizierung
durch synthetische Modulatoren einen einheitlichen ge-
schlossenen Zustand aufweisen kann, auch wenn einzelne
Trimere des Hybrids unterschiedliche Leitfahigkeiten haben.
Aus dem Fehlen von Elektronendichte fiir den Kronenether
in Kristallform I lésst sich folgern, dass die von 10 erhaltene
Kristallform IT einer kristallographischen Momentaufnahme
entspricht, die durch die gewéhlten Kristallisationsbedin-
gungen stabilisiert wurde.

Ein schematischer Blick auf den Querschnitt von 10
(Abbildung 4b) zeigt, dass eine blockierte Konformation der
Pore eine gestreckte, nach innen orientierte Konformation
des Kronenethers erfordert, durch die eine partielle Anlage-
rung an die L3-Schleife zustande kommt (blockierte Kon-
formation). Eine alternative Konformation, bei der der Kro-
nenether von der Engstelle der Pore wegzeigt, ergidbe zwar
eine grofere Konformationsfreiheit fiir den synthetischen
Modulator (lockere Konformation), wiirde aber die Blockade
der Pore aufheben.
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Abbildung 3. Struktur des OmpF-Hybrids 10 im Kristall. a) Aufsicht auf
das Trimer 10 mit Dibenzo-[18]krone-6 (orange). b) Seitenansicht auf
den Querschnitt von 10. c) SIGMAA-gewichtete F,,-F,-Differenzdich-
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Abbildung 4. Blick auf die Engstelle im OmpF-Hybrid 10. a) Oberfli-
chendarstellung fiir das Dibenzo-[18]krone-6-Molekiil, das zwischen
der Schleife L3 und den basischen Aminosiuren lokalisiert ist. b) Sche-
matische Darstellung der blockierten (orange) und lockeren (hellgelb)
Konformation fiir den synthetischen Modulator 10 in der OmpF-Pore.

Der Wechsel zwischen der blockierten und der lockeren
Konformation, z.B. durch sterische Interferenz mit der
Schleife L3, wiirde die beobachtete Heterogenitédt der Leit-
fahigkeit erkldren. Die Art der Briicke zwischen dem Kro-
nenether und Position 16 auf $-Strang 1 hat einen starken
Einfluss, da z. B. das OmpF-Hybrid 5 wegen der ldngeren und
steiferen Triazolbriicke nur eine nach aulen gerichtete Kon-
formation des synthetischen Modulators einnehmen kann
und somit im offenen Zustand arretiert wire. Bisher wurde
angenommen, dass konformative Heterogenitit von hybriden
Ionenkanilen ausschlieBlich durch die intrinsischen Eigen-
schaften des verwendeten Proteintemplats hervorgerufen
wird"!l — wie wir nun aber zeigen konnten, ist das Zusam-
menspiel zwischen synthetischem Modulator und verwende-
tem Protein entscheidend fiir die konformative Heterogenitét
des Hybrids. Daher kann angenommen werden, dass Ein-
Punkt-Ankniipfungen synthetischer Molekiile in grofien
Poren per se nicht ausreichen, um eine Anderung der elek-
trophysiologischen Eigenschaften zu bewirken; vielmehr sind
zusitzliche nichtkovalente Wechselwirkungen oder Zwei-
Punkt-Ankniipfungen notig, um eine effiziente Blockade der
Pore zu erreichen. Die hier vorgestellten Befunde zur Mo-
dulation von OmpF sollten von allgemeinem Nutzen fiir zu-

te, berechnet bei einer Auflésung von 3.4 A fiir Dibenzo-[18]krone-6
(Konturierungsniveau 2.7 ). Im Hintergrund befindet sich das 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonat(HEPES)-Molekiil. d) Kristall-
packung der neuen OmpF-Kristallform mit der Andeutung der quasi-
kontinuierlichen Anordnung der OmpF-Trimere entlang der c-Achse.
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kiinftige Entwicklungen von synthetischen Ionenkanélen
mithilfe B-Fass-artiger Porine sein.

Eingegangen am 23. Januar 2009
Online verdffentlicht am 25. Mirz 2009

Stichwérter: lonenkanile - Kronenverbindungen -
Native chemische Ligation - Porinstrukturen -
lonentransportmodulatoren

[1] a) H. Bayley, L. Jayasinghe, Mol. Membr. Biol. 2004, 21, 209 —
220; b) M. R. Banghart, M. Volgraf, D. Trauner, Biochemistry
2006, 45, 15129-15141; L.-O. Essen, U. Koert, Ann. Rep. RSC
2008, 104, 165-188.

a) F. Valiyaveetil, M. Sekedat, T. W. Muir, R. MacKinnon,
Angew. Chem. 2004, 116, 2558-2561; Angew. Chem. Int. Ed.
2004, 43,2504 -2507; b) F. Valiyaveetil, M. Sekedat, T. W. Muir,
R. MacKinnon, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128,11591-11599; ¢c) A.
Kocer, M. Walko, W. Meijberg, B. L. Feringa, Science 2005, 309,
755-758; d) A. Koger, M. Walko, E. Bulten, E. Halza, B. L.
Feringa, Angew. Chem. 2006, 118, 3198-3202; Angew. Chem.
Int. Ed. 2006, 45, 3126-3130; e¢) M. Banghart, K. Borges, E.
Isacoff, D. Trauner, R. H. Kramer, Nat. Neurosci. 2004, 7, 1381 —
1386.

2

—

Angewandte

[3] a) L. Q. Gu. , O. Braha, S. Conlan, H. Bayley, Nature 1999, 398,
686-690; b) H. C. Wu, Y. Astier, G. Maglia, E. Mikhailova, H.
Bayley, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 16142-16148.

[4] Bacterial and Eucaryotic Porins (Hrsg.: R. Benz), Wiley-VCH,
Weinheim, 2004.

[5] a) R. M. Garavito, J. P. Rosenbusch, J. Cell Biol. 1980, 86, 327 -
329; b) A. Engel, A. Massalski, H. Schindler, D. L. Dorset, J. P.
Rosenbusch, Nature 1985, 317, 643-645; ¢) S. W. Cowan, T.
Schirmer, G. Rummel, M. Steiert, R. Gosh, R. A. Pauptit, J. N.
Jansonius, J. P. Rosenbusch, Nature 1992, 358, 727-733.

[6] a) T. Surrey, F. Jahnig, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89,
7457-7461; b) T. Surrey, A. Schmid, F. Jahnig, Biochemistry
1996, 35, 2283 -2288.

[7] A. Alcaraz, E.M. Nestorovich, M. Aguilella-Arzo, V.M.
Aguilella, S. M. Bezrukov, Biophys. J. 2004, 87, 943 -957.

[8] A. Engel, A. Massalski, H. Schindler, D. L. Dorset, J. P. Rosen-
busch, Nature 1985, 317, 643 —645.

[9] E. Yamashita, M. V. Zhalnina, S. D. Zakharov, O. Sharma, W. A.
Cramer, EMBO J. 2008, 27, 2171 -2180.

[10] a) R. Hilgenfeld, W. Saenger, Angew. Chem. 1981, 93, 1082 -
1085; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1981, 20,1045-1046;b) A. N.
Chekhlov, Russ. J. Coord. Chem. 2000, 27, 771-775; c)J. W.
Steed, Coord. Chem. Rev. 2001, 215, 171 -221.

[11] M. Chen, S. Khalid, M. S. P. Sansom, H. Bayley, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 2008, 105, 6272—62717.

Angew. Chem. 2009, 121, 4947 —4951

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Chemie

4951


http://dx.doi.org/10.1080/09687680410001716853
http://dx.doi.org/10.1080/09687680410001716853
http://dx.doi.org/10.1021/bi0618058
http://dx.doi.org/10.1021/bi0618058
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200453849
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200453849
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200453849
http://dx.doi.org/10.1021/ja0631955
http://dx.doi.org/10.1038/nn1356
http://dx.doi.org/10.1038/nn1356
http://dx.doi.org/10.1021/ja0761840
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.86.1.327
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.86.1.327
http://dx.doi.org/10.1038/317643a0
http://dx.doi.org/10.1038/358727a0
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.89.16.7457
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.89.16.7457
http://dx.doi.org/10.1021/bi951216u
http://dx.doi.org/10.1021/bi951216u
http://dx.doi.org/10.1529/biophysj.104/043414
http://dx.doi.org/10.1038/317643a0
http://dx.doi.org/10.1038/emboj.2008.137
http://dx.doi.org/10.1002/ange.19810931219
http://dx.doi.org/10.1002/ange.19810931219
http://dx.doi.org/10.1002/anie.198110451
http://dx.doi.org/10.1016/S0010-8545(01)00317-4
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0711561105
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0711561105
http://www.angewandte.de

