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Abstract: Die Effektivitit von Wirkstoffen und Biomolekiilen
basiert auf ihrer Fihigkeit, die Lipidmembran zu passieren.
Die Entwicklung von Methoden, diese Transportprozesse
direkt und mit hoher Empfindlichkeit zu verfolgen, bleibt eine
Herausforderung. Der Einschluss eines chemosensorischen
Ensembles, bestehend aus einem makrocyclischen Wirt (p-
Sulfonatocalix[4]aren oder Cucurbit[7]uril) und einem Fluo-
reszenzfarbstoff (Lucigenin oder Berberin) in Liposomen er-
moglicht es, den Membrandurchtritt von unmarkierten bioor-
ganischen Molekiilen direkt und in Echtzeit mittels Fluores-
zenz zu verfolgen. Dieser In-vitro-Assay kann auf unter-
schiedliche Kanalproteine und Analyten angewendet werden,
eignet sich zur schnellen Charakterisierung von Kanalmodu-
latoren und liefert zudem die absolute Kinetik der Transloka-
tion. Mit dieser neuen biophysikalischen Methode konnten wir
erstmalig die direkte schnelle Translokation des antibiotisch
wirksamen Peptids Protamin durch das bakterielle Trans-
membranprotein OmpF nachweisen.

I onenkanile und Transporterproteine sind nach Membran-
rezeptoren und Enzymen die dritthéiufigsten Wirkstoffziele.!"
Robuste und zugleich empfindliche Detektionsmethoden der
Permeation durch die Membran oder der Translokation durch
Kanalproteine sind deshalb von hochstem Interesse. Der
Mangel an solchen Assays, die auBerdem einen schnellen
Durchsatz bei der Wirkstoffsuche und -charakterisierung er-
moglichen sollten, verzogert die Suche und Entwicklung
sowohl neuer Antibiotika als auch anderer Wirkstoffe.” Aus
dem gleichen Grund sind viele mechanistische Aspekte der
Translokation von hydrophilen Molekiilen, wozu die stark
argininhaltigen Peptide zéhlen, ungeklart, da empfindliche
In-vitro-Methoden fiir die Translokationsdetektion schlicht-
weg fehlen.”¥l Ob diese polykationischen Peptide die Mem-
bran ohne Hilfe passieren konnen oder Kanalproteine be-
notigen, bleibt eine offene aber entscheidende Frage im
Hinblick auf ihre antibiotische Aktivitdt und ihre weiteren —
teils noch unbekannten — biologischen Funktionen.®!
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Es gibt nur sehr wenige Methoden, mit denen die Mem-
brantranslokation verfolgt werden kann, ohne dabei che-
misch modifizierte Membranlipide, Kanalproteine oder
Analyten zu verwenden. Die bekannteste biophysikalische
Methode der Translokationsdetektion basiert auf elektro-
physiologischen Messungen. Hier ist das Problem, dass nicht
unterschieden werden kann, ob der Analyt die Membran
wirklich passiert oder nur an den Eingang des Kanalproteins
bindet."! Andere Verfahren nutzen radioaktiv markierte
Analyten, NMR-Spektroskopie oder isotherme Titrations-
kalorimetrie.”) In der Regel werden jedoch fluoreszenz-
basierte Methoden bevorzugt, um dem allgemeinen indu-
striell-pharmazeutischen Anspruch eines schnellen Durch-
satzes bei der Wirkstoffsuche gerecht zu werden. Das beste-
hende Repertoire dieser Methoden ist gegenwartig begrenzt
auf die Detektion von pH-Veridnderungen, des Einstroms von
Chloridionen! oder der Membranlyse (siche die Hinter-
grundinformationen).

Erste Wahl wire deshalb eine Fluoreszenzmethode, mit
der die Translokation organischer Wirkstoffe in mikromola-
ren Konzentrationen beobachtet werden kann. Die In-vitro-
Methode, die wir hier vorstellen, und die wir als supramole-
kulare Tandem-Membranassays bezeichnen, liefert Echtzeit-
kinetiken, benotigt keine modifizierten Analyten und ist je-
weils auf eine ganze Serie strukturell verwandter Biomole-
kiile anwendbar. Sie basiert auf dem gemeinsamen Einschluss
eines Fluoreszenzfarbstoffs und eines makrocyclischem
Wirtmolekiils, die innerhalb des Liposoms ein Reporterpaar
ergeben. Die Makrocyclen in unseren Assays agieren als
Rezeptoren fiir die transportierten Analyten, womit ein ein-
zigartiges biomolekulares Erkennungsmerkmal gegeben ist,
das zu einer Empfindlichkeit des Assays im mikromolaren
Bereich fiihrt. Hier sei angemerkt, dass Makrocyclen bereits
in der Membranforschung eingesetzt wurden, allerdings mit
anderen Zielsetzungen, ndmlich um diese direkt in die
Membran einzubetten oder als Modulatoren an Membran-
proteine anzubinden.”

Das Wirkprinzip unserer supramolekularen Methode ist
in Abbildung 1 veranschaulicht. Liposomen, die das Repor-
terpaar aus Wirt und Farbstoff enthalten, werden nach ihrer
Herstellung so gereinigt, dass der nachfolgend zugesetzte
Analyt die Fluoreszenz des Farbstoffs nur dann beeinflussen
kann, wenn er in der Lage ist, erstens ins Liposom zu gelangen
und zweitens den Farbstoff aus dem Wirt zu verdridngen.
(Abbildung 1b,c). Das Reporterpaar wird nach folgenden
Gesichtspunkten ausgewihlt: a) Weder Wirt noch Farbstoff
diirfen in der Membran 16slich sein, und beide diirfen diese
auch nicht passieren; dies sind Einschrankungen, welche die
physikochemische Komplexitit im Vergleich zu unseren
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Abbildung 1. a) In dieser Studie als Reporterpaare verwendete Makro-
cyclen und Fluoreszenzfarbstoffe und die untersuchten Analyten.

b,c) Messprinzip von supramolekularen Tandem-Membranassays. Die
schematische Darstellung zeigt im Liposom eingeschlossene makro-
cyclische Wirt-Farbstoff-Komplexe vor (links) und nach (rechts) der
Translokation des Analyten (in blau) durch b) ein Kanalprotein (griin)
oder c) direkt durch die Biomembran; der Analyt bindet an den Makro-
cyclus und verdriangt dabei den Farbstoff, der daraufhin in seiner nicht-
komplexierten Form entweder b) stdrker (positives Signal) oder

c) schwicher fluoresziert (negatives Signal).

kiirzlich eingefiihrten Enzymassays® (einer zeitauflosenden
Variante von Indikator-Verdriangungsassays) betréchtlich er-
hohen.”) b) Der makrocyclische Wirt muss eine starke Affi-
nitit fiir den Analyt oder, allgemeiner, fiir eine Analytklasse
aufweisen, zum Beispiel fiir polykationische Peptide oder fiir
kationische Neurotransmitter. c) Die Fluoreszenz des Farb-
stoffs muss sich deutlich dndern, wenn er aus dem Wirt ver-
dringt wird. Trotz dieser Randbedingungen konnen Tandem-
Membranassays mit einer ganzen Reihe von Reporterpaaren
fiir eine Vielzahl biologischer Analyten entwickelt werden.
Eine umfassende Bibliothek von Reporterpaaren mit variie-
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renden Rezeptoreigenschaften steht bereits zur Verfiigung,
und viele darunter sind kommerziell erhiltlich."” In dieser
Arbeit haben wir zunichst p-Sulfonatocalix[4]aren (CX4)
und Lucigenin (LCG)® !l yerwendet, welche gemeinsam die
Komplexierung unterschiedlicher kationischer Analyten si-
gnalisieren konnen (Abbildung 1a).

Um die Schlisselschritte in der Entwicklung eines
Tandem-Membranassays fiir die Translokation biologisch
wichtiger Analyten zu dokumentieren, und um die Eignung
des Assays fiir Kinetikmessungen und fiir die Identifizierung
von lonenkanalmodulatoren zu demonstrieren, haben wir
unser Augenmerk auf Protamin als Analyten und auf das
Membranprotein OmpF als ein repréasentatives Kanalprotein
gerichtet. Kationische antimikrobielle Peptide wie Protamin
(MW ca. 5000 Da) wirken zwar bakterizid,*>!?! allerdings
verursachen sie keine Lyse der duBBeren Membran Gram-ne-
gativer Bakterien. Eine aus mechanistischer Sicht dufBerst
wichtige Frage ist daher, ob die postulierte Aufnahme von
kationischen antimikrobiellen Peptiden iiber Kanalproteine
verlduft. OmpF als Beispiel eines kationenselektiven Kanals
ermoglicht bekanntermafen den direkten Durchtritt kleiner
Molekiile (MW <600 Da), einschlieBlich vieler Antibioti-
ka."® Aufgrund dieses empirischen Schwellenwertes ist die
Translokation von Protamin durch OmpF a priori nicht zu
erwarten. Kiirzlich ist jedoch die Translokation eines Bakte-
riocins, Colicin E9, beobachtet worden, fiir die allerdings
Rezeptoren an der Membranoberfliche erforderlich sind.['*!

Fluoreszenztitrationen in Gegenwart des CX4-LCG-Re-
porterpaars in homogener Losung (siehe die Hintergrund-
informationen) zeigten, dass die Zugabe mikromolarer Kon-
zentrationen von Protamin zu einer effizienten Regenerie-
rung der Fluoreszenz fiihrt. Dies beruht auf einer kompeti-
tiven Bindung des Analyten, denn Protamin hat eine hohere
Affinitét (K cxaprotamin = (1.24 £0.04) x 10°M 7, Abbil-
dung S3b) fiir CX4 als der Farbstoff (Kcxsrcg=(1.03%
0.04) x 10’m™", Abbildung S3a). Da sich das Reporterpaar nur
im Inneren der Liposomen befindet, kommt es zu einer lo-
kalen Separation des chemosensorischen Ensembles, sodass
Verdnderungen der Protaminkonzentration rdumlich und
zeitlich aufgelost direkt verfolgt werden konnen.

Fiir die eigentlichen Assays wurde CX4-LCG zunichst in
Liposomen eingeschlossen. Eine innere Konzentration von
500 um LCG garantierte eine ausreichende Empfindlichkeit,
wihrend eine etwas geringere Konzentration von CX4
(450 pum) benotigt wurde, um eine Linearitédt zwischen Fluo-
reszenzintensitdt und Analytkonzentration zu gewéhrleisten
(siehe die Hintergrundinformationen). Danach wurde OmpF
zugegeben, was die spontane Bildung von Proteoliposomen
einleitet (Abbildung 2a). Die Zugabe von Protamin im drit-
ten Schritt fiihrte zu einer betrédchtlichen Intensivierung der
Fluoreszenz (Abbildung 2b). Diese Beobachtung ist interes-
sant, weil sie eindriicklich zeigt, dass das untersuchte Porin
(mit einem angenommenem Schwellenwert von 600 Da) auch
die Aufnahme eines viel groleren polykationischen Peptids
(MW 5000 DA) ins Innere des Liposoms ermdoglicht, und
zwar ohne jegliche Rezeptoren an der dufleren Membran-
oberfliche.™

Zahlreiche Kontrollexperimente wurden durchgefiihrt.
Insbesondere konnten wir zeigen, dass die direkte Zugabe
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Abbildung 2. Supramolekulare Tandem-Membranassays zur Detektion
der Translokation von Protamin mittels Fluoreszenz. a) Spontane In-
sertion von OmpF (in griin) in die Membran von CX4-LCG-haltigen Li-
posomen (450 pMm, 500 pum). Protamin (blau) tritt durch OmpF ins Li-
posom ein und verdridngt LCG aus CX4, was zu einer positiven Fluo-
reszenzantwort fithrt. Die Zugabe von Triton X-100 fiihrt zur Lyse der
Membranen und Freisetzung sowohl des Reporterpaares als auch des
Analyten in die umgebende Losung, was eine starke Verdiinnung (um
einen Faktor von ca. 5000, Abbildung S9) und eine supramolekulare
Dekomplexierung zur Folge hat. Der supramolekulare Tandem-Mem-
branassay erméglicht die Verfolgung der Translokation tiber die Fluo-
reszenz von LCG. b—e) Fluoreszenzintensitit von CX4-LCG enthalten-
den Liposomen nach Zugabe von b) 45 nm OmpF gefolgt von 5 um
Protamin, c) nur 5 um Protamin, d) nur 45 nm OmpF und e) 5 pm
Protamin gefolgt von 45 nm OmpF.

von Protamin zu einer Losung von Liposomen mit einge-
schlossenem Reporterpaar zu keiner Fluoreszenzénderung
filhrte (Abbildung 2¢), womit eindeutig belegt war, dass
Protamin nicht direkt durch die Biomembran diffundieren
kann — zumindest nicht unter den vorgegebenen experimen-
tellen Bedingungen und innerhalb von zehn Stunden Mess-
zeit. Da keine Fluoreszenzénderung beobachtbar war, konnte
auch sofort ausgeschlossen werden, dass Protamin eine Po-
renbildung in der Membran einleitet oder eine Fusion der
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Liposomen (Abbildungen S5 und S6). Auf dhnliche Weise
konnten wir verifizieren, dass weder Wirt noch Farbstoff
durch den Kanal nach auBlen gelangen konnen (Abbil-
dung 2d), und dass die Fluoreszenzzunahme nur in Gegen-
wart beider Komponenten erfolgt, OmpF und Protamin; eine
Zugabe in umgekehrter Reihenfolge ist allerdings moglich
(Abbildung 2e). Der Fluoreszenzanstieg in Gegenwart von
OmpF zeigt, dass eine direkte Translokation eines stark
argininhaltigen Peptids durch ein Kanalprotein vonstatten
gehen kann. Dies ist ein entscheidender Befund, denn ge-
genwirtig werden antimikrobielle Peptide als potenzielle
Antibiotika der nichsten Generation gegen Gram-negative
Bakterien diskutiert.”*'¥

Als Alleinstellungsmerkmal gestattet unsere Methode die
Echtzeitdetektion der Translokationskinetik. Die Transloka-
tion von Protamin durch OmpF verlief in der Tat iiberra-
schend schnell und erforderte ,,Stopped-Flow*“-Experimente;
so konnte der Analyt rasch mit den Proteoliposomen ver-
mischt werden, die das CX4-LCG-Reporterpaar enthielten
(Abbildung 3a). Eine schrittweise Steigerung der Analyt-
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Abbildung 3. ,Stopped-Flow“-Kinetiken der OmpF-vermittelten Translo-
kation von Protamin in Liposomen. a) Fluoreszenzkinetiken nach Mi-
schung von Protamin (0-10 um) mit einer Lésung von CX4-LCG-halti-
gen Proteoliposomen (450 um/500 um und 30 nm OmpF). b) Auswer-
tung der Abhingigkeit der Anfangsgeschwindigkeiten der Translokation
von der Protaminkonzentration iiber die Hill-Gleichung.!"! Einschub:
Anstieg der Geschwindigkeit mit der Protaminkonzentration. c). Dosis-
Wirkungs-Profil fiir die Inhibition der Protamintranslokation durch
Spermin. Die Messungen wurden ausgeldst durch Zugabe von 5 um
Protamin zu einer Lésung von CX4-LCG-haltigen Liposomen, 45 nm
OmpF und 0-100 um Spermin. Einschub: Fluoreszenzkinetiken bei
verschiedenen Sperminkonzentrationen (rote Spur: 0 um, gelbe Spur:
100 um). d) Fluoreszenzkinetiken der Protamintranslokation durch
Wildtyp-OmpF (30 nm, schwarze Spur) und durch die Doppelmutante
D113A/E117A-OmpF (30 nm, rote Spur). Die Reaktion wurde ausgelost
durch Zugabe von 5 um Protamin zu den CX4-LCG-haltigen Proteolipo-
somen.

konzentration resultierte in zweierlei, einer schnelleren Ki-
netik und einer hoheren Endintensitidt der Fluoreszenz, die
bei hohen Protaminkonzentrationen ein Plateau erreichte
(Abbildung 3b). Dies zeigt, dass die Translokationsge-
schwindigkeit einen Grenzwert erreicht und dass bei hohen
Analytkonzentrationen eine vollstindige Verdridngung des
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Farbstoffs erfolgte (siche die Hintergrundinformationen und
Abbildung S11). Eine Hill-Analyse der Anfangsgeschwin-
digkeiten ergab eine Halbsattigungskonstante (ECs,) von
450 nM mit einer Hill-Steigung von ca. 6. Die Tandem-
Membranassays ergdnzen also elektrophysiologische Mes-
sungen, bei denen die Unterscheidung zwischen Analytbin-
dung zum Kanal und Translokation durch den Kanal
schwierig sein kann, insbesondere fiir Analyten mit hohem
Molekulargewicht und langsamen Translokationsraten (siche
die Hintergrundinformationen).e*1¢!

Verschiedenste Transmembrankanile werden von Poly-
aminen mitreguliert; beispielsweise ist Spermin der stirkste
Modulator von OmpF."™'”! Wenn die Tandem-Assays bei
verschiedenen Sperminkonzentrationen durchgefiihrt
wurden, sank die mittels Fluoreszenz detektierte Transloka-
tionsgeschwindigkeit (Abbildung 3¢), und die Dosis-Wir-
kungs-Kurve ergab einen ICs-Wert von (820 +40) nm. Mit
K; =1C4y/(1+[Protamin]/ECs,) erhilt man einen K;-Wert von
ca. 70 nM, in Ubereinstimmung mit einer Literaturschitzung
(niedriger nanomolarer Bereich).'”! Somit wird ersichtlich,
dass nun eine markierungsfreie supramolekulare Methode
zur Verfiigung steht, um die Funktion von Kanalproteinen zu
untersuchen und um neue Modulatoren zu finden und diese
zu charakterisieren — alles mit Fluoreszenz. Dazu kommt,
dass Spermin bekanntermafen in der Konstriktionsregion des
OmpF-Kanals bindet, sodass die effiziente Inhibierung der
Translokation auch beweist, dass dieser Analyt wirklich durch
das Innere des Kanals ins Liposom gelangt, und nicht etwa —
um einen unwahrscheinlichen Weg auszuschlieBen — entlang
der dufleren Wénde des Proteinkanals, also entlang der Lipid-
Protein-Grenzfliche !

Die Konstriktionsregion von OmpF beschrinkt die Ge-
schwindigkeit der Translokation von Molekiilen, einschlief3-
lich hydrophiler Antibiotika wie Ampicillin und Penicillin."
Elektrophysiologische Studien ergaben eine beschleunige
Aufnahme dieser f-Lactam-Antibiotika durch die OmpF-
Mutanten D113A und R132A."! Das hat uns bewogen, die
Wirkung von Mutationen, welche die Ladung und den
Durchmesser des OmpF-Kanals verdndern, auf den Protam-
ineinstrom zu untersuchen. Wir haben daher die beiden ne-
gativ geladenen Reste Aspartat113 und Glutamat117 mit-
hilfe von ortsspezifischer Mutagenese durch Alanin ersetzt.
In der Tat stieg die Geschwindigkeit der Protamintransloka-
tion durch D113A/E117A-OmpF um das Dreifache an (Ab-
bildung 3d). Im Unterschied zu etablierten Methoden er-
moglichen unsere Assays wiederum die kontinuierliche
Messung der Translokationskinetik, die fiir ein antimikrobi-
elles Peptid nun zum ersten Mal zuginglich ist.”! Es ist of-
fensichtlich, dass die Charakterisierung einer gro3en Biblio-
thek von mutierten Kanalproteinen nun ohne weiteres
durchfithrbar ist. Zudem ist die Methode auch auf andere
Kanalproteine iibertragbar.

Da die Methode auf einer unselektiven molekularen Er-
kennung basiert, ist sie auch nicht auf Protamin beschréinkt,
sondern auf andere organische Analyten iibertragbar (Ab-
bildung 1a). So konnten wir auch die erfolgreiche Translo-
kation durch OmpF fiir das Membrantransduktionspeptid
Heptaarginin und fiir Acetylcholin, einen Neurotransmitter
mit niedrigem Molekulargewicht, zweifelsfrei belegen (Ab-
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bildung S12). Die direkte Permeation (ohne Kanal) von
Analyten kann ebenfalls bequem verfolgt werden, beispiels-
weise von Amantadin, einem Wirkstoff gegen Alzheimer
(Abbildung S13). Der entsprechende Assay wurde auBerdem
mit Liposomen unterschiedlicher Lipidzusammensetzung
durchgefiihrt und unter Verwendung eines alternativen che-
mosensorischen Ensembles, das aus Cucurbit[7]uril (CB7) als
makrocyclischem Rezeptor und Berberin (BE) als Fluores-
zenzfarbstoff bestand (Abbildung 1a).

Zusammengefasst kann die hier vorgestellte supramole-
kulare Methode dazu verwendet werden, um (nach Anpas-
sung der jeweils bendtigten Reporterpaare) diverse Analyt-
klassen, verschiedene Kanalproteine und Kanalmodulatoren
einfach zu charakterisieren. Der Transport kann hierbei von
einem Konzentrationsgradienten getrieben werden, potenti-
ell auch von einem elektrochemischen Gradienten, wie er
zum Beispiel mittels Rekonstitution hochselektiver Iono-
phore wie Valinomycin in die Liposomenmembran erzeugt
werden kann. Aufgrund der mikromolaren Empfindlichkeit
und groBen Flexibilitit sollte die Methode vielseitige An-
wendungen in der grundlegenden und angewandten Mem-
branforschung finden, angefangen mit der einfachen Detek-
tion der Permeation bis hin zur Echtzeitmessung der Trans-
portkinetik natiirlicher Metaboliten, Toxine oder Arznei-
stoffe. Der Einsatz der Methode fiir zelluldre Studien wird
gegenwairtig untersucht.
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