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Auf dem Weg zu kunstlichen Ionenkanalen: 
Transport von Alkalimetall-Ionen durch 
Liposomenmembranen iiber Bukettmolekule ** 
Von Marko J.  Pregel, Ludovic Jullien und Jean-Marie Lehn* 

Der Transport von Ionen durch Membranen ist fur leben- 
de Systeme von essentieller Bedeutung und spielt z.B. beim 
Energiestoffwechsel und bei der Erregung von Nerven und 
Muskeln eine entscheidende Rolle"]. Dieser Transport kann 
entweder iiber diffundierende Tragermolekiile (Shuttle- 
mechanismus) oder durch membrandurchdringende Kanale 
erfolgen (Kanalmechanismus)[21. In der supramolekularen 
Chemie werden Prozesse mit freien Tragermolekiilen bereits 
seit einigen Jahren intensiv untersuchtL3]. In jiingerer Zeit 
richtete sich das Augenmerk verstarkt auf Design, Synthese 
und Wirkungsweise von molekularen Anordnungen, die 
Ionen iiber einen Kanalmechanismus durch Membranen 
hindurch transportieren konnen[41. Im wesentlichen wurden 
dabei bisher zwei Strategien verfolgt: 1) Bildung einer Pore 
durch Aggregation monomerer Transmembranspezies, d. h. 
Nachahmung der Wirkungsweise des natiirlich vorkommen- 
den Kanalproteins Alamethicin[']; 2) Verwendung von 
Molekiilen mit kanalartiger Struktur wie beim natiirlichen 
Gramicidin-Kanal. Der hier vorgestellte ,,Bukett-Weg" zu 
kunstlichen Ionenkanalen gehort zur zweiten Kategorie und 
geht von makrocyclischen Verbindungen aus, auf die Poly- 
(oxyethy1en)- oder Polymethylenketten mit geladenen End- 
gruppen aufgepfropft sind. In fruheren Arbeiten haben wir 
bereits iiber Entwurf und Synthese zweier Klassen solcher 
Bukettmolekiile[6] berichtet. wobei die eine sich von einem 
makrocyclischen Kern (aM), die andere von einem B-Cyclo- 
dextrin (gCD) ableitet (Schema 1). Wir berichten jetzt iiber 
vorlaufige Untersuchungen, die zeigen, daD diese Bukettmo- 

[*I Prof. Dr. J.-M. Lehn, Dr. M. J. Pregel, Dr. L. Jullien 
Laboratoire de Chimie des Interactions Molkculaires (UPR 285) 
College de France 
11, place Marcelin Berthelot, F-75005 Paris (Frankreich) 

[**I Wir danken Dr. Josette Canceill fur die Synthese einiger der hier verwende- 
ten Verbindungen. M. J. P. dankt dem Natural Sciences and Engineering 
Research Council of Canada fur ein Nato-Science-Stipendium. 
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Schema 1. Strukturen von Bukettmolekulen mit einer zentralen makrocycli- 
schen Polyether- (oben; @, R = Na) bzw. Cyclodextrineinheit (unten; 3PD, 
R = H) und Poly(oxyethy1en)seitenketten. Analogverbindungen mit Poly- 
methylenseitenketten (9: und wurden ebenfalls synthetisiert und unter- 
sucht. 

lekiile in Doppelschichtmembranen als Ionentransportver- 
mittler wirken. 
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Natiirlicher und kunstlicher Ionentransport sind bei Lipo- 
somen bereits mit unterschiedlichsten Methoden untersucht 
worden: Atomabs~rptionsanalyse~~~~, Leitfahigkeitsmes- 
sungen an planaren DoppeI~chichten[~~, 'I, Fluoreszenz- und 
UV/VIS-Spektroskopie[4". e* h1 und pH-~tat-Techniken[~"'. 
Die Alkalimetall-Ionen-NMR-Spektroskopie wurde eben- 
falls schon benutzt, um den Ionentransport durch die Phos- 
pholipiddoppelschichten von Liposomen zu verfol- 
genL4g- 7 ,  'I. Alkalimetall-Tonen in der waljrigen Losung 
auljerhalb der Liposomen konnen bei Zugabe eines Shift- 
reagens von den Ionen innerhalb der Liposomen unterschie- 
den ~ e r d e n " ~ .  Man erhalt dementsprechend zwei Signale, 
von denen eines zu den inneren (Signal nicht verschoben), 
das andere zu den auBeren Ionen (Signal verschoben) gehort. 
Wir untersuchten nun den Zusanimenbruch entgegengerich- 
teter Gradienten von Na+-  und Li+-Ionen durch eine Mem- 
bran rnit 23Na- und 'Li-NMR-Spektroskopie[']. 

Zunachst wurden in w8Briger LiC1-Losung Liposomen 
hergestellt. Nach Zugabe einer Shiftreagenslosung (basie- 
rend auf DyCI,, siehe Experimentelles), wurden entgegenge- 
setzte Gradienten von Na+-  und Li+-Ionen durch Zugabe 
einer isoosmolaren NaCI-Losung erzeugt. Anfanglich fan- 
den sich Na+-Ionen nur im auBeren Volumen. Der Eintritt 
von Na+-lonen in die Liposomen wurde dann durch Inte- 
gration des Signals fur ,,innere" Ionen als Funktion der Zeit 
aufgenoinmen (siehe Schema 2). Dieses Vorgehen hat eiiie 

essant ist die Tatsache, daR Bukettmolekiile rnit Poly- 
methylenketten fast so gut wirksam sind wie solche rnit 
Poly(oxyethy1en)ketten und zwar in beiden Serien (aM und 
gCn). Dariiber hinaus transportieren korrespondierende 
Verbindungen der beiden Klassen mit nur geringfiigig ver- 
schiedenen Geschwindigkeiten. SchlieBlich sollte erwihnt 
werden, daB unter den gewahlten Bedingungen die Trans- 
portgeschwindigkeiten klein sind (scheinbar 1. Ordnung, 
Geschwindigkeitskonstanten in der Gronenordnung 
10- ' min- ') im Vergleich zu denen bei anderen kunstlichen 
Ionenkanalen. Unmittelbare Zahlenvergleiche sind jedoch 
angesichts unterschiedlicher experimenteller Bedingungen 
nicht sinnvoll. 

100 

E ["lo] 

1000 1500 2000 0 500 

t[min] + 
Abb. 1. Relative Menge der in die Liposomen eingeschlensten Na+-Ionen ( E )  
als Funktion der Zeit in Gegenwart der Bukettmolekule 69; (a), B$ (o), .B'& (m) 
und (0) sowie in Abwesenheit von Bukettmolekulen (A), Die relative 
Menge der eingeschlensten Ionen ist ein normalisierter Parameter, d. h. in jedem 
Experiment wird der maximal erreichte Wert gleich 300% gesetzt. Die Konren- 
trationen der Bukettmolekule waren 62 p~ (a:), 27 p~ (Bs)% 56 p~ (BED) und 
51 p~ (%?&); die Lipidkonzentration lagen im Bereich rwischen 8.4 und 
11.2 mg mL-'. 

Der Transport der Alkalimetall-Ionen kann nach unter- 
schiedlichen Mechanismen ablaufen : entgegengesetztem 
Kation-Kation-Transport, entgegengesetztem Kation-Pro- 
ton-Transport oder gleichgerichtetem Kation-Anion-Trans- 
port"']. Im vorliegenden System wurde der Einstrom von 

Schema 2 .  Schematische Darstellung des Transportexperiments, bei dem wi5ri- 
ge NaCI-Losung zu Liposomen gegeben wird, die in waflriger LiC1-Losung 
hergestellt wurden und Bukettmolekiile in der Membrdn enthalten. Dabei wer- 
den entgegengesetzte Gradienten von Naf -  und Li+-Ionen aufgebaut. Der 
resultierende Einstrom von Na+-Ionen In die Liposomen wird 23Na-NMR- 
spektroskopisch verfolgt (zu Beginn des Versuchs finden sich Na+-Ionen nur in 
der Lasung auoerhalb der Liposomen); der entsprechende Ausstrom von Li+- 
Ionen wird 'Li-NMR-spektroskopisch gemessen. 

Na+-Ionen in die Liposomen mit 23Na-NMR-Spektrosko- 
pie verfolgt. &igen Experimenten wurde dazu 
mit 7Li-NMR-Spektroskopie der Ausstrom Li +-Ionen 
gemessen. ES war daher moglich, ZU verschiedenen Zeit- 
punkten die Menge der bereits inkorporierten Na +-Ionen 
mit der M~~~~ der ausgetretenen ~i + - I ~ , ~ ~ ~  zu vergleichen 
(Abb. 2 ) .  Innerhalb der experimentellen Fehlergrenzen wa- 
ren beide Werte zu jedem gegebenen Zeitpunkt gleich, was 
den Schlulj nahelegt, daB Na+-  und Li+-Transport durch 
Bukettmolekule iiber einen I : 1-Austausch von Natrium ge- 
gen Lithium erfolgt (entgegengesetzter Kation-Kation- 

Reihe von Vorteilen: Erstens konnen beide Sorten von trans- 
portablen Alkalimetall-Ionen direkt und nahezu gleichzeitig 
beobachtet werden; zweitens kann das Platzen von Liposo- 
men wahrend des Experiments, das die Freisetzung von 
Na+-  und Li+-Ionen zur Folge hatte, nicht rnit Transmem- 
brantransport verwechselt werden, da man den Eintritt von 
Na' -1onen miljt; drittens ermoglicht das Gradientenexperi- 
ment die Bestimmung von Transportgeschwindigkeiten iiber 
einen weiten Bereich : Die Zeitskala des Experiments reicht 
von 10' bis lo4 min. 

Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse fur den Transport von 
Na + -1onen durch Liposomenmembranen, die Bukettmole- 
kiile enthalten. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen 
eines Kontrollexperiments ohne Bukettmolekiile, so erkennt 
man, da8 die Gegenwart letzterer sowohl die Geschwindig- 
keit als auch der Umfang des Transports erheblich groI3er 
sind als beim Kontrollexperiment, d. h. diese Molekule erho- 
hen die Permeabilitat von Phospholipidmembranen gegen- 
iiber Alkalimetall-Ionen. Ebenso iiberraschend wie inter- 

0 3000 6000 9000 
t[min] --+ 

Abb. 2. Menge M der eingeschleusten Na+-Ionen (0) sowie der ausgeschleusten 
Li+-lonen (m) als Funktion der Zeit fur Liposomen. die BE enthalten. Andere 
Bukettmolekule liefern ahnliche Ergebnisse. 
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Transport). Der langsamere Transport (vermutlich der von 
Li') wird damit geschwindigkeitsbestimmend fur den Ge- 
samttransport. 

Die Ergebnisse erlauben keine genaue Aussage iiber den 
Mechanismus, nach dem die Bukettmolekule den transmem- 
branen Kationenstrom ermoglichen. Es wurde jedoch beob- 
achtet, daIj in Anwesenheit der Bukettmolekule B$ und B:! 
der Kationendurchtritt durch Membranen aus Dipalmitoyl- 
phosphatidylcholin (DPPC) im Gelzustand mit annahernd 
gleicher Geschwindigkeit erfolgt wie durch Ei-Phosphatidyl- 
cholinmembranen (EPC), die imgiissigen Zustand vorliegen. 
Im Gegensatz dazu ist die Transportgeschwindigkeit von 
Monensin A, einem ionophoren Antibiotikum, das nach 
dem Shuttlemechanismus arbeitet, bei DPPC-Membranen 
im Gelzustand drastisch gegeniiber der von Monensin A in 
flussigen EPC-Membranen verringert. Damit kann zumin- 
dest fur die Bukettmolekule Bs und B& ein Shuttlemecha- 
nismus ausgeschlossen werden. Wenn auch eine Storung der 
Membranstruktur durch die Bukettmolekule und damit eine 
generelle Anderung der Membranpermeabilitat nicht vollig 
auszuschlieBen ist, so stehen unsere Ergebnisse dennoch in 
gutem Einklang mit einem Kanalmechanismus fur den Io- 
nentransport. 

Zusammenfassend la& sich festellen, dal3 Bukettmolekule 
in die Phospholipidmembran von Liposomen inkorporier- 
bar sind und die Permeabilitat der Membran gegeniiber 
Na+- und Li+-Ionen erhohen; dabei ist ein entgegengesetz- 
ter Kation-Kation-Transport wirksam. Variationen am Bu- 
kettmolekul wie der Wechsel von Poly(oxyethy1en)- zu Poly- 
methylenseitenketten oder von einer zentralen Kronenether- 
zu einer Cyclodextrineinheit hatten keinen entscheidenden 
EinfluB auf die Transportaktivitat. Fur zwei der getesteten 
Verbindungen kann ein Shuttlemechanismus ausgeschlossen 
werden, da sich ihre Transportaktivitat in Membranen im 
Gelzustand nicht verringert. Weitere Arbeiten zur Untersu- 
chung des Transportmechanismus und zum EinfluB von 
Parametern wie der Membranzusammensetzung, der Natur 
des Alkalimetall-Ions sowie der Bukettkonzentration auf die 
Transportgeschwindigkeit sollten ein noch besseres Ver- 
standnis der Wirkungsweise dieser Substanzklasse ermogli- 
chen. 

Experimentelles 
GroBe unilamellare Vesikeln (Liposomen) wurden aus Ei-Phosphatidylcholin 
rnit der didlytischen Detergensentfernungstechnik erhalten [I I]. Die Inkorpora- 
tion der Bukettmolekule in die Membran erfolgte wahrend der Liposomenbil- 
dung, Dazu wurden Vorratsiosungen des Buketts, des Lipids und des Detergens 
gemischt, zur Trockne eingedampft, mit waDriger 100 mM LiC1-Losung hydrati- 
siert und gegen waDrige 100 m M  LiCI-Losung dialysiert. Der Lipidgehalt der 
Liposomenpriparate wurde durch Analyse des Phosphatgehalts nach Verdau- 
ung bestimmt 1121; der Gehalt an Bukettmolekiilen wurde iiber deren Absorp- 
tion bei 250 oder 255 nm gemessen. In einem typischen Transportexperiment 
wurde das Liposomenpriiparat (1.0 mL) rnit einer isoosmolaren Losung des 
Shiftrearens (30 mM (Me,N),P,O,,. 10 mM DyCI,; 0.3 mL) und 100 mMNaCI- 
Losung (0.8 mL) versetzt und damit transmembrdne Gradienten von N a ' ~  und 
Li + -Konzentralionen erzeugt. Der Einstrom von Na+-Ionen in die Liposomen 
wurde Z'Na-NMR-spektroskopisch durch Integration des Signals fur ,,innere" 
Na+-lonen verfolgt. Der Ausstrom von Li+-Ionen wurde 'Li-NMR-spektro- 
skopisch in analoger Weise gemessen. Die Temperatur wurde wihrend des 
Experiments bei 25 k 1 'C gehalten. 
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Berichtigungen 

In der Correspondenz von T. Braun iiber ,,Die epidemische 
Ausbreitung der Fulleren-Forschung" (Angew. Chem. 1992, 
104,602) fehlt - durch ein Versehen des Autors - in Tabelle 3 
ein Eintrag. Nach der University of California, Los Angeles, 
muB die University of Pennsylvania rnit 21 Veroffentlichun- 
gen eingefugt werden. 

In dem Aufsatz ,,Flexible Molekiile rnit definierter Gestalt - 
Konformationsdesign" von R. W. Hoffmann (Angew. Chem. 
1992, 104, 1147) und in der Berichtigung in Heft 11 ist die 
Strukturformel von Lardolure 9 falsch wiedergegeben. Sie 
muD durch folgende ersetzt werden. 
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Der Autor dankt Dr. M. Morr, Gesellschaft fur Biotechno- 
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