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Die Ankn�pfung synthetischer Modulatoren an biologische
Ionenkan�le ist vielversprechend f�r Anwendungen in der
Neurobiologie und bei der Molek�ldetektion.[1] Bei Kan�len
mit einem engen Durchtrittsweg f�r Ionen wurden bereits
einige Fortschritte erzielt,[2] dagegen ist die Verwendung
gr�ßerer Poren zur Konstruktion von Ionenkan�len bisher im
Wesentlichen auf H�molysin begrenzt.[1a, 3] Porine verf�gen
�ber eine Vielfalt an b-Fass-Strukturen mit unterschiedlichen
Durchmessern, was sie zu vielversprechenden Kandidaten f�r
die Ankn�pfung synthetischer Modulatoren macht.[4] Im
Unterschied zum oligomeren H�molysin sind Porine aus
einer einzigen Polypeptidkette aufgebaut, was synthetische
Modifikationen innerhalb der Pore erleichtert. Hier pr�sen-
tieren wir Funktions- und Strukturuntersuchungen zum
Einbau synthetischer Modulatoren in das trimere Porin
OmpF.

Das 340 Aminos�uren lange OmpF-Porin aus Escherichia
coli hat eine 16-str�ngige antiparallele b-Fass-Struktur (Ab-
bildung 1 a).[5] Jeweils drei OmpF-Molek�le lagern sich in der
Membran zu einem Trimer zusammen (Abbildung 1 b). Die
Pore wird verengt, indem sich die Schleifenregion L3 in die
Pore hinein faltet. Die OmpF-Pore ist an dieser Engstelle auf

einen maximalen elliptischen Querschnitt von 7 � 11 �2 be-
grenzt und erm�glicht so den Durchtritt von Molek�len bis
600 Da mit geringer Ionenspezifit�t. Der N-terminale Bereich
bestehend aus den b-Str�ngen 1 und 16 wurde f�r syntheti-
sche Modifikationen ausgew�hlt. In diesem Bereich befindet
sich die Aminos�ure Lys16, deren Seitenkette auf H�he der
Engstelle in die Pore ragt und daher als passender Ankn�p-
fungspunkt f�r synthetische Modulatoren ausgew�hlt wurde
(Abbildung 1a).

Die kovalente Ankn�pfung von Modulatoren im Kanal
erfolgte �ber zwei Routen (Schema 1): Route A beruht auf
einer mit Azid/Alkin-Klickreaktionen gekoppelten Protein-
semisynthese und Route B auf der Einf�hrung eines Cys-
teinrestes durch Mutation mit anschließender 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 P umgewandelt wurde
(K16P), wurde durch 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
Festphasensynthese hergestellt. Eine CuI-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 Aminos�uren de-
letiert wurden und in das die N27C-Mutation eingef�hrt
wurde, ließ sich in Form von Einschlussk�rperchen (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%)
�hnelte 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 f�r Route B wurde die OmpF-
Mutante 6 gew�hlt, 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-Verh�ltnis von 1,2-Dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin und n-Dodecyl-b-d-maltosid be-
standen, nach einem f�r unmodifiziertes OmpF entwickelten
Verfahren zur�ckgefaltet.[5] Trotz Gegenwart der volumin�-
sen Dansylgruppe innerhalb der Pore war die Ausbeute der
R�ckfaltung �hnlich zu jener bei unmodifiziertem OmpF (bis
zu 70%; bestimmt durch das Auftreten von SDS-resistenten
OmpF-Trimeren in der SDS-PAGE[6]). 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.

Abbildung 1. Struktur von OmpF. a) Seitenansicht auf das OmpF-Mo-
nomer. Der f�r die NCL verwendete Peptidstrang (b1) ist in Gelb dar-
gestellt, die Anlagerungsstelle f�r synthetische Modulatoren (Lys16) in
Rot. b) Aufsicht auf das OmpF-Trimer mit der Schleifenregion L3.
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Die Auswirkungen der Modifikationen auf die Porin-
funktion wurden durch Leitf�higkeitsmessungen bei hoher
Salzkonzentration bestimmt, um ausschließlich die Blocka-
deeffizienz zu messen und nicht Effekte, die von den leicht
ver�nderten elektrostatischen Bedingungen herr�hren.[7]

Unter Verwendung der Black-Lipid-Membrane(BLM)-
Technik wurden Messungen am Trimer bei einer Spannung
von + 140 mV durchgef�hrt, bei der individuelle Schließer-

eignisse einzelner Monomere
eines OmpF-Trimers detektiert
werden konnten (Abbil-
dung 2).[8] Zus�tzlich wurden I/
U-Kurven aufgenommen und
analysiert (�160 bis + 160 mV).
F�r das Dansyltriazolderivat 5
wurde keine signifikante Ver-
�nderung der Trimerleitf�hig-
keit beobachtet [5 : (51.5�
6.0) pA; OmpF: (51.2�
3.0) pA; Abbildung 2a]. Die I/
U-Kurven f�r das rekombinante
Volll�ngen-OmpF, den durch
NCL generierten OmpF-Wild-
typ und das OmpF-Hybrid 5
wiesen keine signifikanten Dif-
ferenzen auf. Dies zeigt, dass
1) NCL in der Tat eine zuver-
l�ssige Methode ist, um das
OmpF-Polypeptid in einer na-
tiv�hnlichen Form herzustellen,
und dass 2) die Einf�hrung
eines Leitf�higkeitsmodulators
mit einem Molekulargewicht
von 319 Da nahe der Engstelle
der Pore per se nicht ausreicht,
um eine Funktions�nderung zu
bewirken.

Dagegen zeigte das �ber den
Cysteinrest verkn�pfte Dansyl-
OmpF-Hybrid 8 eine unge-
w�hnliche Verteilung der Tri-
merleitf�higkeiten (siehe Hin-
tergrundinformationen), die
nicht f�r den r�ckgefalteten
OmpF-Wildtyp (Abbil-
dung 2d), die Mutanten oder
das Hybrid 5 zu beobachten
war. Dies l�sst auf eine konfor-
mative Mobilit�t und/oder He-
terogenit�t des synthetischen
Modulators innerhalb der Pore
von 8 schließen. Die Analyse
der I/U-Kurve ergab einen um
15% ((0.78� 0.02) nS) vermin-
derten Durchschnittswert der
Leitf�higkeit des Hybrids 8
verglichen mit jenem von un-
modifiziertem OmpF 6 ((0.92�
0.02) nS). Die Analyse einzel-

ner Trimerschließereignisse bezeugte in gleicher Weise die
Verringerung der Leitf�higkeit von 8 (Abbildung 2 b). Zu-
sammen mit dem Fehlen einer signifikanten Leitf�higkeits-
�nderung bei 5 weist dies darauf hin, dass die Art der che-
mischen Verkn�pfung eine entscheidende Rolle f�r die
Funktion hybrider Ionenkan�le spielt. Die Gr�ße der beiden
Modulatoren von 5 und 8 (451 bzw. 377 Da) unterscheidet
sich nicht gen�gend, um diesen Befund durch den Gr�ßen-

Schema 1. Synthese der OmpF-Derivate mit kovalent verkn�pften Modulatoren an Position 16. Route A:
a) CuI-katalysierte [3+2]-Klickreaktion; b) native chemische Ligation unter denaturierenden Bedingungen
in 8m Harnstoff. Route B: S-Alkylierung von OmpF-K16C mit c) Dansyliodacetamid 7 und d) Dibenzo-
[18]krone-6-Derivat 9 unter denaturierenden Bedingungen in 6m Harnstoff (experimentelle Details siehe
Hintergrundinformationen).
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unterschied zu erkl�ren. Offensichtlich kann der Modulator
von 5 die zentrale Engstelle von OmpF nicht besetzen und
haftet h�chstwahrscheinlich an der inneren Porenwand an,
w�hrend in 8 die Engstelle der Pore zumindest partiell blo-
ckiert ist.

Um diese Theorie zu pr�fen, wurde ein weiteres Hybrid
synthetisiert: das OmpF-Hybrid 10, bei dem das Dibenzo-
[18]krone-6-Derivat 9 �ber Route B an die OmpF-K16C-
Mutante 6 gekn�pft wurde. Gem�ß der I/U-Kurve hat 10 sehr
�hnliche Eigenschaften wie 8, einschließlich einer Verringe-
rung der Leitf�higkeit um 18 % ((0.75� 0.01) nS) sowie der
Verteilung der Trimerschließereignisse mit Grenzwerten der
Leitf�higkeit von 0.42 und 1.14 nS (Abbildung 2e). Die
Analyse einzelner Trimerschließereignisse best�tigte die re-
duzierte Leitf�higkeit von 10 analog (Abbildung 2c).

F�r 10 konnten die strukturellen Folgen der Modifikation
r�ntgenographisch untersucht werden. Es wurden zwei tri-
gonale Kristallformen erhalten, die beide ein Molek�l pro

asymmetrische Einheit enthielten. Kristallform I zeigte
R�ntgenbeugung bis zu einer Aufl�sung von 3.2 � und ent-
sprach der bereits bekannten Kristallform von OmpF,[5c] es
wurde jedoch keine Elektronendichte f�r den synthetischen
Modulator gefunden.

Form-II-Kristalle wurden von derselben Proteincharge
erhalten und konnten bis zu einer Aufl�sung von 3.4 � ver-
messen werden. Diese Kristallform, die zuvor nicht f�r OmpF
beobachtet worden war,[5c,9] konnte durch molekularen Ersatz
(molecular replacement) gel�st werden (PDB-Code 3FYX).
Dies ist die erste Struktur f�r 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 s�ulenartig entlang der c-Achse
an (Abbildung 3d).

Die Konformationen der Proteine in beiden Kristallfor-
men unterscheiden sich nicht, allerdings enth�lt Kristall-
form II eine signifikante Differenzelektronendichte im
Durchtrittsweg f�r Ionen innerhalb des OmpF-Kanals. Die
Dichte entspricht einem Großteil des Dibenzo-[18]krone-6-
Molek�ls, das von Cys16 aus in die Engstelle von OmpF
hineinragt (Abbildung 3 a–c). Ein weiterer Teil der Elektro-
nendichte wurde einem HEPES-Puffermolek�l zugeordnet,
das aus der Kristallisationsl�sung stammt und elektrostati-
sche Wechselwirkungen zwischen seiner Sulfonatgruppe und
den basischen Resten des Poreninneren (Lys80, Arg132,
Arg167, Arg168) eingeht. Die Konformation des recht flexi-
blen Kronenethers ist schmetterlingsartig,[10] im Bereich der
Engstelle von 10 aber deutlich verzerrt (Abbildung 3c). Ein
Teil des Polyoxyethylenrings geht �ber dessen Sauerstoff-
atome Wechselwirkungen mit den basischen Seitenketten der
Reste Arg42, Arg82 und Arg132 der Poreninnenseite ein, und
der andere Teil befindet sich nahe den sauren Seitenketten
der auf der Schleife L3 lokalisierten Reste Asp113 und
Glu117 (Abbildung 4a). Die distale Arylgruppe des Diben-
zokronenethers geht mehrere Van-der-Waals-Wechselwir-
kungen mit den Seitenketten der Reste Tyr102, Tyr106,
Asp113, Ala123 und Arg132 der Schleife L3 ein und r�ckt
somit in direkte Nachbarschaft zum HEPES-Molek�l.

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 Leitf�higkeiten haben.
Aus dem Fehlen von Elektronendichte f�r den Kronenether
in Kristallform I l�sst sich folgern, dass die von 10 erhaltene
Kristallform II einer kristallographischen Momentaufnahme
entspricht, die durch die gew�hlten 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, erg�be zwar
eine gr�ßere Konformationsfreiheit f�r den synthetischen
Modulator (lockere Konformation), w�rde aber die Blockade
der Pore aufheben.

Abbildung 2. Ionenkanalleitf�higkeiten von OmpF-Hybriden.
a–c) Stromspuren eines OmpF-Trimers (schwarz) sowie des a) Dansyl-
hybrids 5 (rot), b) des Dansylhybrids 8 (gr�n) und c) des Kronenether-
modifizierten Hybrids 10. Die BLM-Messungen wurden in 150 mm KCl
bei + 140 mV durchgef�hrt. Die Zahlen an der linken Seite verweisen
auf die Zahl der offenen Monomere (c = geschlossen, o = offen). I/U-
Kurven f�r d) OmpF und e) das Hybrid 10.
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Der Wechsel zwischen der blockierten und der lockeren
Konformation, z. B. durch sterische Interferenz mit der
Schleife L3, w�rde die beobachtete Heterogenit�t der Leit-
f�higkeit erkl�ren. Die Art der Br�cke zwischen dem Kro-
nenether und Position 16 auf b-Strang 1 hat einen starken
Einfluss, da z.B. das OmpF-Hybrid 5 wegen der l�ngeren und
steiferen Triazolbr�cke nur eine nach außen gerichtete Kon-
formation des synthetischen Modulators einnehmen kann
und somit im offenen Zustand arretiert w�re. Bisher wurde
angenommen, dass konformative Heterogenit�t von hybriden
Ionenkan�len ausschließlich durch die intrinsischen Eigen-
schaften des verwendeten Proteintemplats hervorgerufen
wird[11] – wie wir nun aber zeigen konnten, ist das Zusam-
menspiel zwischen synthetischem Modulator und verwende-
tem Protein entscheidend f�r die konformative Heterogenit�t
des Hybrids. Daher kann angenommen werden, dass Ein-
Punkt-Ankn�pfungen synthetischer Molek�le in großen
Poren per se nicht ausreichen, um eine �nderung der elek-
trophysiologischen Eigenschaften zu bewirken; vielmehr sind
zus�tzliche nichtkovalente Wechselwirkungen oder Zwei-
Punkt-Ankn�pfungen n�tig, um eine effiziente Blockade der
Pore zu erreichen. Die hier vorgestellten Befunde zur Mo-
dulation von OmpF sollten von allgemeinem Nutzen f�r zu-

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 Fobs-Fcalc-Differenzdich-

Abbildung 4. Blick auf die Engstelle im OmpF-Hybrid 10. a) Oberfl�-
chendarstellung f�r das Dibenzo-[18]krone-6-Molek�l, das zwischen
der Schleife L3 und den basischen Aminos�uren lokalisiert ist. b) Sche-
matische Darstellung der blockierten (orange) und lockeren (hellgelb)
Konformation f�r den synthetischen Modulator 10 in der OmpF-Pore.

te, berechnet bei einer Aufl�sung von 3.4 � f�r Dibenzo-[18]krone-6
(Konturierungsniveau 2.7 s). Im Hintergrund befindet sich das 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonat(HEPES)-Molek�l. 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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k�nftige Entwicklungen von synthetischen Ionenkan�len
mithilfe b-Fass-artiger Porine sein.
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