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Design eines steuerbaren molekularen Protonenkanals™**
Wei Gu, Bo Zhou, Tihamér Geyer, Michael Hutter, Haiping Fang* und Volkhard Helms*

Die Erzeugung eines elektrochemischen pH-Gradienten tiber
eine biologische Membran unter Einsatz von Energie aus
Photosynthese und Atmung ist die universelle Triebkraft zur
Herstellung von Adenosintriphosphat (ATP), der Energie-
einheit des Lebens, in Zellen.!! Erforderlich fiir den Aufbau
eines solchen elektrochemischen Potentials ist der Transport
von Protonen gegen einen thermodynamischen Gradienten.
Biologische Protonenpumpen setzen daher chemische Ener-
gie ein, um wihrend eines katalytischen Zyklus ihre Konfor-
mation zu dndern, wobei jeweils ein oder mehrere Protonen
gegen einen Protonengradienten durch die Membran ge-
pumpt werden. Es gibt aber auch andere Membrankaniile, die
einen kontinuierlichen Teilchenaustausch vermitteln und
zwischen offenen und geschlossenen Zustéinden geschaltet
werden konnen.”” Solche Nanokanile mit dhnlichen Funk-
tionen entwickeln zu konnen, wire von gro3er Bedeutung fiir
die Konzeption neuartiger molekularer Funktionseinheiten.
Denkbar ist eine Vielzahl von Anwendungen wie molekulare
Motoren,® 'Y Brennstoffzellen,'” aufladbare Nanobatterien,
die Energie an andere Nanomaschinen liefern,! oder die
Erzeugung von ortlich und zeitlich gesteuerten pH-Spriingen
auf Mikrofluidikchips.

Trotz seiner Bedeutung stellt ein kontrollierter Stoff-
transport immer noch eine groBe Herausforderung dar.'*"]
Osmose-getriebener Transport tritt in vielen Systemen auf
und bietet die einfachste Losung fiir den passiven Transport
von Substraten.’! Um ein elektrochemisches Potential auf-
zubauen und den Riickfluss zu verhindern, werden jedoch
Steuerungselemente benotigt, da ein nichtgesteuerter Kanal
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kein chemisches Potential aufrecht erhalten kann. In vielen
biologischen Nanomaschinen, die wie Cytochrom-c-Oxidase
oder der Na'/H'-Antiporter Stoffe effizient und selektiv
transportieren konnen, werden die Eigenschaften der Steue-
rung durch Konformationsdanderungen des Kanals infolge der
Bindung und Abgabe des Substrats bestimmt®>” (siche
genaue Erkldrung in den Hintergrundinformationen).

Hier stellen wir das Design eines gesteuerten molekularen
Protonenkanals vor, der Protonen beim Angelegen eines
elektrischen Felds effizient entgegen einem Konzentrations-
gradienten transportieren kann. Dieser Transport ist schalt-
bar, und der Riickfluss kann kinetisch verhindert werden,
sogar wenn die externe Energiequelle ausgeschaltet ist. Wie
analoge biologische Systeme*! verwendet der Entwurf das
externe elektrische Feld als Energiequelle und eine an die
Innenwand einer Nanopore angebrachte rotierbare funktio-
nelle Gruppe als Steuerungselement. Aufnahme und Abgabe
eines Protons fiihren im elektrischen Feld zum Offnen und
SchlieBen des Steuerungselements (Rotation der funktionel-
len Gruppe) und kontrollieren daher die Protonenleitung.
Anders als in biologischen ligandengesteuerten Kanélen ist
hier der Ligand, der die Offnung des Kanals bewirkt, mit dem
transportierten Substrat identisch.

Als Modellsystem verwendeten wir offene einwandige
Kohlenstoffnanorshren (uncapped armchair single-walled
carbon nanotubes). Obwohl der Protonentransfer durch Na-
nokanile wie Kohlenstoffrohren sehr effizient sein kann,!'® ist
es schwierig, den Fluss durch reine Kohlenstoffrohren ohne
schaltbare Gatter zu steuern, da sie Protonen in beide Rich-
tungen leiten. Um einen molekularen Schalter zu erzeugen,
der von auBlen bedient werden kann, wurde ein Essigsdure-
molekiil chemisch mit der inneren Wand des Nanokanals
verbunden. Jiingste experimentelle Fortschritte ermoglichen
die Dekoration der Innenwiinde von Kohlenstoffrshren.”
Essigsédure ist ein Analogon von Asparaginséure, die in vielen
biologischen Kanilen als molekularer Schalter wirkt.?362
Vor kurzem wurden das Protonierungsverhalten der Aspa-
raginsdure und seine Rolle fiir den Transport von biologi-
schen Substraten aufgeklirt.?"?! In vielen Fillen éndert sich
der Protonierungszustand der Asparaginsdure infolge der
Bindung von Substraten, was zu einer Konformationsinde-
rung des Kanals fiihrt. Dadurch 6ffnet sich der Kanal, um die
entsprechenden Substrate zu transportieren. Nachdem die
Substrate abgegeben wurden, werden der Protonierungszu-
stand der Asparaginsidure und die Konformation des Kanals
auf den Ausgangspunkt, den ungebundenen Zustand, zu-
riickgesetzt, um fiir den nédchsten Transportzyklus bereit zu
sein, und um den Kanal zu verschlieen und so einen Riick-
transport zu verhindern.

In unserem Design wurde eine Graphitschicht an ein
Ende des Nanokanals platziert, um das Simulationssystem in
zwei Teile zu unterteilen und jegliche Austausche, bis auf jene
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durch den Nanokanal, zwischen dem oberen und unteren Teil
zu verhindern. Weiterhin wurden entlang der Rohrenachse
elektrische Felder mit verschiedener Stiarke angelegt (Rich-
tung: von oben nach unten). Zu Beginn wird ein Hydroni-
umion zufillig in den oberen Teil des Systems platziert.
Aufgrund der periodischen Randbedingungen treten Mole-
kiile, die das System auf einer Seite verlassen, gleichzeitig auf
der entgegengesetzten Seite wieder ein. Die Abbildungen 1a
und 1b zeigen den Aufbau im Detail.
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Abbildung 1. a) Seitenansicht des simulierten Systems. Graphitschicht
und Kohlenstoffréhren sind als Stabmodell dargestellt, und die Essig-
sduregruppe ist als Kugel-Stab-Modell gezeigt (Griin: Kohlenstoffato-
me und Bindungen, rot: Sauerstoffatome). Wassermolekiile sind als
Kalottenmodell dargestellt (rote Kugeln: Sauerstoffatome, weifie
Kugeln: Wasserstoffatome). Der weifie Pfeil kennzeichnet die z-Achse
und die Richtung des elektrischen Felds. 0 markiert die Position z=0.
b) Aufsicht des Systems (Wassermolekiile nicht gezeigt). c) Protonen-
transferrate v in Simulationen fiir zwei unterschiedliche Porendurch-
messer D bei vier verschiedenen elektrischen Feldern E. d) Intrinsische
Protonentransferrate 7' in Simulationen fiir NTys bei verschiedenen
elektrischen Feldern E. In (c) und (d) geben Kreise und Dreiecke die
Datenpunkte an und die durchgezogenen Kurven zeigen Niherungen
durch Geraden (in c) bzw. eine sigmoidale Funktion (in d).

Wir fiihrten eine erste Reihe von Molekiildynamik(MD)-
Simulationen fiir Kohlenstoffrohren mit einer rotierbaren
Essigsduregruppe und mit zwei unterschiedlichen Durch-
messern in verschiedenen elektrischen Feldern durch. Im
Unterschied zum Ionentransport, der mit klassischen MD-
Simulationen untersucht werden kann,”>?* verwendeten wir
hier die Q-HOP™®-Methode, um Protonentransfer in den
Simulationen zu betrachten. Abbildung 1c zeigt die Proto-
nentransferraten (definiert als die Zahl an Protonen, die pro
Nanosekunde durch den Nanokanal transportiert wurden).
Diese Transferraten reichen von einigen wenigen Protonen
pro ns bis zu fast 100 Protonen pro ns fiir unterschiedliche
Anordnungen. Dies zeigt, dass Protonen in moderaten elek-
trischen Feldern mit sehr hohen Transferraten geleitet
werden. Erkennbar ist ein klarer Trend, dass der weitere
Nanokanal (D=9.5 A, im Folgenden als NTys bezeichnet)
Protonen schneller leitet. Die Transferrate fiir NTys ist etwa
eine GroBenordnung hoher als die des engeren Nanokanals
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(D=8.1A, im Folgenden als NTy, bezeichnet). Stirkere
elektrische Felder resultieren ebenfalls in hoheren Transfer-
raten. Bei Verstarkung des elektrischen Felds von 5 auf
20 Vnm ™' nimmt die Transferrate sowohl im NTys- als auch
im NTg,-System fast linear zu.

Wir weisen darauf hin, dass die absoluten Werte der
Leitfahigkeiten zum Teil davon abhingen, wie lange das
Proton braucht, um zum Eingang der Rohre zu diffundieren
und in die Rohre einzudringen. Diese Zeit variiert mit den
Abmessungen des Systems. Deshalb charakterisierten wir wie
folgt die ,reinen” Leitfahigkeiten der entworfenen Kandle.
Eine intrinsische Transferrate wurde als Kehrwert der mitt-
leren Durchtrittszeit 7 definiert (wobei als Durchtrittszeit die
Zeit zwischen dem Eintritt des Protons in den Kanal bis zu
dem Zeitpunkt, an dem es aus dem unteren Kanalende aus-
tritt, bezeichnet wurde).  wurde erhalten, indem die Zahl der
Transferprozesse mit verschiedenen Durchtrittszeiten mit
einer Exponentialfunktion angendhert wurde (siche die
Hintergrundinformationen). Abbildung 1d zeigt die intrinsi-
sche Transferraten fiir NT,s unter verschiedenen elektrischen
Feldern. Wenn man einbezieht, dass die Rate ohne elektri-
sches Feld gleich null sein sollte, konnen die Datenpunkte
sehr gut durch eine sigmoidale Funktion angenédhert werden.
Die Transferrate steigt langsam an, solange das elektrische
Feld kleiner als 5 Vnm™! ist, gefolgt von einem raschen An-
stieg zwischen 5 und 10 Vnm ™' und einer Sittigung fiir Felder
iiber 10 Vnm™'. Dieser Verlauf weist auf ein deutliches
,Umschalt“-Verhalten des Kanals fiir unterschiedliche elek-
trische Felder hin. Im Fall von NTy, konnte die intrinsische
Transferrate nur fiir die Simulation mit dem stdrksten elek-
trischen Feld (20 Vnm™") zuverlissig angenihert werden. Die
Rate (86.2 ns™!) betrigt etwa ein Drittel derjenigen fiir NTys
bei dem gleichen Feld. In den anderen Simulationen fiir NTy,
bei schwicheren Feldern war die Zahl an Transfervorgéngen
fiir diese Art der Auswertung zu klein.

Um ein Verstdndnis der entwickelten Nanokanile auf
atomarer Ebene zu vermitteln, zeigt Abbildung 2 einen de-
taillierten Protonenleitungsmechanismus, der auf Schnapp-
schiissen eines kompletten Leitungsvorgangs beruht. In
Schritt 0 (in Abbildung 2 nicht gezeigt) diffundiert das Proton
unter Einbeziehung mehrerer Wassermolekiile zum oberen
Eingang des Kanals und tritt in den Nanokanal ein. In
Schritt 1 wird das Proton auf die Essigsduregruppe transfe-
riert. In Schritt 2 bewirkt die eine asymmetrische Ladungs-
verteilung erzeugende Protonierung in elektrischen Feldern
ausreichender Stérke eine Drehung der Essigsduregruppe um
die C-C-Bindung um etwa 90 bis 180 Grad. In Schritt 3 er-
reicht das Proton eine giinstige Stellung fiir den Transfer zu
einem weiteren Wassermolekiil auf der anderen Seite der
Essigsdauregruppe und geht auf dieses iiber. In Schritt 4 kehrt
die deprotonierte Essigsduregruppe nach der Abgabe des
Protons aufgrund ihrer nun wieder symmetrischen Ladungs-
verteilung in ihre Ruhestellung zuriick, wobei sie entspre-
chend dem in Schritt 2 erreichten Rotationswinkel, unab-
hingig von dem elektrischen Feld, entweder riickwérts oder
vorwirts rotiert.

Wir berechneten auBlerdem die mittlere ,,Eintrittszeit” ©
(siche die Hintergrundinformationen). Die Eintrittszeit
wurde definiert als das Zeitintervall zwischen dem Moment,
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Abbildung 2. Der Mechanismus der gesteuerten Protonenleitung in
dem entworfenen Protonenkanal wird anhand von Schnappschiissen
fiir einen kompletten Leitungsvorgang vorgestellt (Kalottenmodell:
Sauerstoffatome rot, Kohlenstoffatome griin, Wasserstoffatome weif3).
Das in den verschiedenen Schritten transferierte Proton ist gelb her-
vorgehoben. a) Schritt 1: Das Proton wird zur Essigsduregruppe trans-
feriert. b) Schritt 2: Die protonierte Essigsduregruppe rotiert unter dem
Einfluss des elektrischen Felds um die C-C-Bindung. c) Schritt 3: Das
Proton wird auf ein Wassermolekiil auf der anderen Seite der Essigsau-
regruppe transferiert. d) Schritt 4: Nach Abgabe des Protons kehrt die
Essigsauregruppe in ihre Ruhestellung zurtick (wie in Schritt 1).

in dem das Proton den Nanokanal an der unteren Offnung
verldsst und dem Moment, in dem es oben wieder in den
Nanokanal eintritt. 7" gibt die mittlere Dauer von Schritt 0
wieder und 7 die fiir die Schritte 1-3. Fiir breitere Kanile in
stirkeren elektrischen Felder, d.h. NTys in Feldern von 10, 15
und 20 Vnm!, war 7’ (7.5, 5.8 bzw. 4.0 ps) lidnger als 7 (3.8, 3.6
bzw. 3.9 ps). Fiir engere Kanéle in schwicheren Feldern hin-
gegen, d.h. NTg, in einem Feld von 20 Vnm™ und NTs in
einem Feld von 5 Vnm ™!, war 7 (2.7 bzw. 4.8 ps) kiirzer als 7
(11.6 bzw. 58.4 ps). Diese Ergebnisse zeigen, dass, wie er-
wartet, Schritt 0 der geschwindigkeitsbeschrankende Schritt
fir weite Kanile unter stirkeren elektrischen Feldern ist,
wohingegen die Schritte 1-3 in den anderen Fillen ge-
schwindigkeitsbeschrinkend sind (insbesondere die Schritte 2
und 3). In Schritt 2 muss die Essigsduregruppe die sterischen
Uberlappungen mit der Innenwand iiberwinden. In Schritt 3
muss zur Abgabe des Protons der hohere pKs-Wert der Es-
sigsduregruppe gegeniiber Wasser iiberwunden werden.
Dichteverteilungen der Protonen entlang der Rohrenachse
zeigen, dass die Schritte 2 und 3 fiir schwichere Felder und/
oder engere Rohren schwieriger sind (und folglich ldanger
dauern, siehe die Hintergrundinformationen).

In thermodynamischer Hinsicht bestimmt die Nernst-
Gleichung den pH-Gradienten, der sich aufgrund eines
elektrochemischen Potentials iiber eine Grenzschicht auf-
baut. Im vorliegenden Fall beeinflusst das elektrische Poten-
tial ebenfalls die Beweglichkeit der rotierbaren Gruppe, des
Steuerelements. Die Stirke des elektrischen Felds, das er-
forderlich ist, um das Gatter zu 6ffnen (d. h. die Barrieren der
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Schritte 1 und 2 zu iiberwinden), driickt ebenfalls die Féhig-
keit des gesteuerten Kanals aus, kinetisch den unerwiinschten
Riickfluss zu blockieren. Anders ausgedriickt gibt es den
maximalen pH-Gradienten an, den ein bestimmter Kanal
aufrecht erhalten kann. Wir haben Kanéle mit verschiedenen
Steuerelementen getestet: 1) mit einer lingeren rotierbaren
Gruppe und/oder einem groBeren Kanaldurchmesser, um die
Rotationsbarriere zu verringern, sowie 2) mit einer rotierba-
ren Gruppe mit einem geringeren pKs-Wert (Details in den
Hintergrundinformationen). In allen Féllen ist der Durchtritt
von Protonen bei geringeren elektrischen Feldern als zuvor
moglich. Wie in Abbildung 3 gezeigt, ermoglicht daher die
Konzeption des Steuerelements, das fiir die Protonenleitung
benotigte elektrische Feld einzustellen. Durch Auswahl ge-
eigneter Steuerelemente, die kinetisch einen bestimmten
maximalen pH-Gradienten aufrecht erhalten konnen, wird es
daher moglich, gezielt bestimmte pH-Gradienten zu erzeu-
gen.
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Abbildung 3. Stirke des elektrischen Felds E°, das erforderlich ist, um
mit unterschiedlichen rotierbaren Gruppen im Kanal wihrend einer Si-
mulationsdauer von 1 ns Protonendurchtritte zu beobachten.
(D: Durchmesser der Kanile). A = COO~, g = CH,COO™,

= CF,CO0".

Zusammenfassend haben wir Nanokanile entworfen, die
Protonen auf sehr effiziente Weise leiten konnen, wenn ein
geeignetes elektrisches Feld angelegt wird. Die Untersuchung
der intrinsischen Transferrate belegt, dass diese Bauteile
ebenfalls schaltbar sind. Zum Offnen des Schalters sind ein
starkes elektrisches Feld und die Bindung eines Protons er-
forderlich. Wenn das elektrische Feld klein ist oder ausge-
schaltet ist, wird die Protonenleitung aufgrund der sterischen
Uberlappung zwischen der Essigsiduregruppe und der In-
nenwand der Rohre und aufgrund ihres hoheren pKs-Werts
ausgeschaltet. ,,Anschalten® in stdrkeren Feldern und ,,Aus-
schalten® in schwicheren Feldern (oder ganz ohne Feld)
verleihen dem entworfenen Kanal die Féhigkeit, die Lei-
tungsrichtung zu steuern. Er kann dadurch ein chemisches
Potential zwischen den beiden Seiten des Bauteils erzeugen
und kinetisch aufrecht erhalten. Die Stidrke des Potentials
kann {iiber die chemischen Eigenschaften der rotierbaren
Gruppe und den Durchmesser des Kanals eingestellt werden.

Methoden

Die entworfenen Kanile wurden in quaderformigen Kisten (x=
45nm, y=4.5nm, z=3.8 nm) mit SPC/E-Wassermolekiilen® sol-
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vatisiert. Die Rohrenachse verlief parallel zur z-Achse. Q-HOP-MD-
Simulationen® wurden fiir jedes System fiir verschiedene von z_-
nach z -Richtung angelegte elektrische Felder durchgefiihrt. Insge-
samt wurden 25 Simulationen mit 1.0 bis 1.5 ns Dauer durchgefiihrt.
Die Gesamtdauer betrug 26.8 ns. Alle Simulationen wurden mit einer
modifizierten Version des Programms NWChem 4.7%'?") mit dem
AMBER99-Kraftfeld®® durchgefiihrt. Alle Wassermolekiile sowie
die Essigsduregruppe wurden als mogliche Donoren/Akzeptoren
betrachtet. Alle Protonen der Wassermolekiile waren transferierbar.
Die Positionen der Graphitschicht und der Kohlenstoffatome am
Eingang und Ausgang der Rohre wurden festgehalten. Alle 10
Schritte wurden mogliche Protonentransferprozesse getestet.
Schnappschiisse wurden ebenfalls alle 10 Schritte abgespeichert, um
alle ,,Hopping“-Prozesse aufzuzeichnen.

Eingegangen am 29. April 2010,
verdnderte Fassung am 7. Oktober 2010
Online veroffentlicht am 17. Dezember 2010
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