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Ionenkanile aus Kronenether-Gramicidin-
Hybriden: Ionenselektivitit durch Unterstiitzung
des Dehydratationsvorgangs**

Jochen R. Pfeifer, Philipp Reif3 und Ulrich Koert*

Ionenselektivitit ist eine Grundvoraussetzung fiir die Funk-
tion natiirlicher Ionenkanéle bei der zelluldren Regulation
und Kommunikation."! In biologischen Ionenkanalproteinen
finden sich daher Ionen-Selektivititsfilter, die durch passge-
naues Arrangement von Proteinuntereinheiten gebildet
werden.””! Eine vorhersagbare Ionenselektivitit ist dement-
sprechend eine der zentralen Anforderungen fiir den Einsatz
synthetischer Kanéle in biologischen Systemen, z.B. zur Be-
handlung von Erkrankungen, die durch Ionenkanaldefekte
hervorgerufen werden (,,channelopathies®). Auch wenn in
den letzten Jahren betréchtliche Fortschritte bei der Synthese
und Charakterisierung kiinstlicher Ionenkanéle gemacht
wurden,”! beschrinken sich ionenselektive Kanile noch auf
sehr wenige Beispiele.

Gramicidin A (gA) ist eine geeignete Leitstruktur fiir das
Design synthetischer Ionenkanile.” Die kanalaktive Kon-
formation ist eine B*’-Helix mit einem Durchmesser von
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4 A" gA transportiert einwertige Kationen. Innerhalb dieser
Gruppe von Kationen sinkt die Permeabilitit mit steigender
Dehydratationsenergie (Eisenman-I-Selektivitit),®! da die
Passage des Kations durch den Kanal ein teilweises Entfernen
der Hydrathiille erfordert. Die aufgewendete Dehydratati-
onsenergie am Kanaleingang wird zum Teil durch die Bin-
dungsenergie infolge von Wechselwirkungen des Kations mit
den Carbonylsauerstoffatomen, die das Innere der Pore aus-
kleiden, ausgeglichen. Dieses klassische Konzept der elek-
trostatischen Anziehung als Ursache von Ionenselektivitét
wird durch neuere theoretische Untersuchungen zur Selekti-
vitit von Proteinkanilen gestiitzt.”! Vergleicht man den K*-
Transport mit dem Cs*-Transport, fiihrt die héhere Dehy-
dratationsenergie von K* zu einer Cs*/K*-Selektivitit von 3:2
(basierend auf Leitfahigkeitsmessungen).
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Der priparative Einbau von zwei Cyclohexylether-o-
Aminosédure-Einheiten in den zentralen Bereich eines
Bernsteinsdure-verkniipften Gramicidinderivats fiihrte zu
Verbindung 1 (TBDPS = fert-Butyldiphenylsilyl), die eine
Cs*/K*-Selektivitidt von 10:1 aufweist.”! Die beiden Ether-
sauerstoffatome wirken darin als zusétzliche Kationenbin-
dungsstellen im Kanalinneren und fiithren so zu der erhohten
Cs*/K*-Selektivitit.

Kronenether sind einerseits in der Lage, Alkalimetall-
kationen in Abhéingigkeit von ihrem Durchmesser selektiv zu
komplexieren, andererseits sind ihre Komplexierungs- und
Dekomplexierungsgeschwindigkeiten kompatibel mit dem
Tonenfluss von 107 s~ durch den Kanal."! Daher sind Kro-
nenether prinzipiell interessante Bausteine fiir synthetische
Tonenkanile — allerdings wurden bisher noch keine bedeut-
samen Auswirkungen von Kronenethern auf die Ionenselek-
tivitit beobachtet.!']

Mit dem Ziel, zusétzliche Bindungsstellen am Kanalein-
gang zu schaffen und so Einfluss auf die Kationendesolvata-
tion zu nehmen, wurde das Kronenether-Gramicidin-Hybrid
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2 entworfen. In 2 ist ein p-Leucin'? der gA-Sequenz durch p-
Lysin ersetzt. Sowohl dessen e-Stickstoffatom als auch der C-
terminale 2-Hydroxyethylamino-Rest von gA sind hier Teil
eines Aza[l8]krone-6-Ethers (Zweipunktankniipfung). Fiir
eine wirksame Funktion muss der Kronenether an mindes-
tens zwei Positionen mit dem Kanal verbunden werden."”
Das Oligoethylenglycolbiigel-gA-Hybrid 3 wurde zu Ver-
gleichszwecken synthetisiert.

Die Synthese von 2 ging von (S)-Glycidoltosylat™ aus,
das zunichst in den Bistritylether 4 umgewandelt wurde
(sieche Hintergrundinformationen). Um eine wéssrige Aufar-
beitung zu vermeiden, erfolgte die Spaltung der Tritylether in
4 mithilfe von Triethylsilan und einer katalytischen Menge
TES-Triflat!! sowie anschlieBender Zugabe von 5% HF in
CH;CN (Schema 1). Nach dem Entfernen der Losungsmittel
wurde das Diol als Rohprodukt iiber das Bismesylat in das
Dibromid 5 tiberfiihrt. Bei der Cyclisierung zum Azakronen-
etherpeptid 7 wurde der Templateffekt des Kaliumkations
genutzt, indem eine Losung des Dibromids 5 in CH;CN
tropfenweise zu einer siedenden Losung des Tetrapeptids 6
und K,CO, in CH;CN gegeben wurde.” Um eine Cyclisie-
rungsausbeute von 50 % zu erreichen, war dabei die Gegen-
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Schema 1. Synthese von 2: a) 1. Et;SiH, TES-OTf (0.01 Aquiv.), CH,Cl,,
20°C, 1 h; 2. 5% HF in CH,CN, RT, 30 min; b) MsCl, NEt,, CH,Cl,,
0°C; c) LiBr, Aceton, 56°C, 4 h, 79% (drei Stufen); d) 6, K,COs, KPFg,
CH,CN, 81°C, 16 h, 50%; €) H,, Pd/C, MeOH, 40°C, 2 h, 82%;

f) LIOH, THF/H,0 (4:1), 0°C, 4 h, 99%; g) HATU, HOAt, EtNiPr,,
CH,Cl,/DMF (3:1), —18—0°C, 12 h, 67%; h) 509% TFA in CH,Cl,,
EDT, 20°C, 20 min, 80%, i) 9, HATU, HOA, EtNiPr,, KPF (10 Aquiv.),
CH,Cl,/DMF (3:1), 25°C, 15 min, 64 %. Tr=Triphenylmethyl,

TES =Triethylsilyl, Tf=Trifluormethansulfonyl, Ms = Methansulfonyl,
Boc = tert-Butoxycarbonyl, HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat, HOAt = 7-Aza-1-hydroxy-1H-
benzotriazol, DMF = N,N-Dimethylformamid, TFA=Trifluoressigsiure,
EDT = Ethandithiol.
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wart von zusdtzlichem, loslichem KPFy erforderlich. Nach
Reduktion des Azids und Verseifung des Methylesters konnte
das Azakronenetherpeptid 8 durch Peptidcyclisierung in
107°m Losung in einer sehr guten Ausbeute von 67 % erhalten
werden. Boc-Entschiitzung und anschlieBende Peptidkupp-
lung mit dem Undecamer 9 (alle Peptide wurden durch eine
Fragmentkupplungsstrategie in Losung synthetisiert,'® siche
Hintergrundinformationen) schlossen die Synthese der Ziel-
verbindung 2 ab. Um die Epimerisierung des aus 9 gebildeten
Aktivesters zuriickzudrangen, war in diesem letzten Schritt
die Desaktivierung des basischen tertidaren Aminstickstoff-
atoms des Azakronenethers zwingend erforderlich. Dies
gelang durch Versetzen mit zehn Aquivalenten KPF;.

Die Ionenkanalaktivitdt wurde in planaren Lipiddoppel-
schichten untersucht.'”! Abbildung 1 zeigt reprisentative
Einzelkanal-Stromspuren fiir a) gA, b) 2 und c) 3, gemessen
in 1M CsCl- (linke Spalte) und 1M KCl-Losung (rechte
Spalte). Die Cs*-Leitfihigkeit von 2 ist geringer als die von
gA, wogegen die K*-Leitfihigkeit gestiegen ist. Verbindung 2
ist damit das erste gA-Derivat mit einer verdnderten Leitfa-
higkeitsreihenfolge (K* > Cs*)!
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Abbildung 1. Einzelkanal-Stromspuren fiir gA, Azakronenether-Gramici-
din 2 und Oligoethylenglycolbtigel-Gramicidin 3. Tm MCI, 200 mV,
DPhPC/DPhPG (4:1).

Vier Beobachtungen zur Leitfahigkeit von 2 sind bemer-

kenswert (Tabelle 1):

1) Trotz der umfangreichen Modifikationen der Gramici-
dinstruktur liegen die Leitfdhigkeiten in der gleichen
GroBenordnung wie fiir gA. Ublicherweise fithren der
Einbau kiinstlicher Strukturen®' ebenso wie einfache
Substitutionen von Aminosiduren™ zu drastisch redu-
zierten Leitfdhigkeiten; sieche die Einzelkanal-Stromspur
fiir den Oligoethylenglycolbiigel-Hybridkanal 3 (Abbil-
dung 1c¢).

2) Die Leitfihigkeiten fiir Cs* sind um 19% in DPhPC/
DPhPG (4:1) und sogar um 54 % in DOPC gegeniiber den
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Tabelle 1: Leitfahigkeiten A fiir 2 und gA, bestimmt fiir verschiedene Kationen und Phospholipide.

Na* K+ Rb* Cs*
Membran A@2) Agh) AQ2) A(gh) AQ) A(gh) A@2) Agh)
popch! 11.4 14.6 22.4 20.6 27.0 38.4 16.0 36.7
DPhPC/DPhPG[C] 18.8 14.3 37.7 27.8 55.8 47.2 333 40.9

[a] Leitfahigkeiten in [pS], bestimmt aus den Steigungen der Strom-Spannungs-Kurven (siehe Hintergrundinformationen). Der Fehlerbereich betragt
+5%, wie durch mindestens zwei unabhingige Messungen ermittelt wurde. [b] DOPC=1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin; [c] DPhPC=1,2-
Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin, DPhPG = 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerin)], 4:1-Mischung.

Werten fiir gA vermindert. Dagegen ist die K*-Leitfdhig-
keit in DPhPC/DPhPG (4:1) um 36 % und in DOPC um
9% erhoht.

3) Offensichtlich ist der Einfluss des Kronenethers durch die
intrinsische Ionenpriferenz von gA iiberlagert. Dies er-
klidrt auch die hohen Leitfdhigkeiten fiir Rb*. Zur Ver-
deutlichung des Kronenethereinflusses auf die Ionense-
lektivitdit wurden relative Leitfdhigkeiten berechnet
(Abbildung 2). Das Diagramm verdeutlicht, dass K* das
einzige Kation ist, dessen Transport von dem Kronenether
profitiert. K* passt am besten in den Aza[l8]krone-6-
Ether, was zu einer optimalen Unterstiitzung der Dehy-
dratation und damit zu der erhohten Leitfdahigkeit fiihrt.

4) Die Veridnderungen in den Leitfdhigkeiten sind von der
Rigiditdt und Ladung der Lipiddoppelschicht abhingig.
AuBer bei Cst ist die Leitfahigkeit von 2 in der geladenen
und rigideren Membran aus DPhPC/DPhPG (4:1) hoher
als die von gA.
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Abbildung 2. Relative Leitfihigkeiten A, fir 2, bezogen auf gA in
DOPC.

CD-Messungen in Lipidumgebung (Abbildung 3) zeigen,
dass die Bildung der kanalaktiven f®*-Helix durch die Zwei-
punktankniipfung des Kronenethers nicht verhindert wird.*”

Die beobachteten Einzelkanal-Strome kénnen prinzipiell
nach zwei Szenarien zustande kommen: Der Ionenfluss kann
durch den Kronenether hindurch (wie in Abbildung 4b fiir
K™ gezeigt) oder an ihm vorbei (wie in Abbildung 4¢ exem-
plarisch fiir Cs* gezeigt) erfolgen.

Auf den ersten Blick mag erstaunen, dass Cst (Ionen-
durchmesser 326-372 pm) ein [18]Krone-6-Derivat (Innen-
durchmesser 260-320 pm) passieren soll.”!! Aus zahlreichen
Rontgenkristallstrukturanalysen ist bekannt, dass sich Kt im
Zentrum des Makrocyclus befindet, wihrend die gréeren
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Abbildung 3. CD-Spektren in DMPC-Vesikeln fiir 2, 3 und gA (22°C,
107 m).
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Abbildung 4. Eintritt eines solvatisierten Kations in den durch 2 gebil-
deten Kanal. Anniherung eines hydratisierten Kations (a). Die unter-
stiitzende Dehydratation kann mittels Durchtritt durch den Kronen-
ether (b) oder Passage am Kronenether vorbei (c) erfolgen.

Alkalimetallkationen Sunrise-Strukturen (Kation sitzt ober-
halb der Ebene) oder Sandwich-Strukturen (ein Kation wird
zwischen  zwei  Kronenethermolekiilen  festgehalten)
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bilden.”>?! Kristallbildung ist meist ein thermodynamisch
kontrolliert ablaufender Prozess; dagegen sind die Bedin-
gungen, unter denen Einzelkanal-Strome gemessen werden,
fernab vom thermodynamischen Gleichgewicht. Das extrem
hohe elektrische Feld (in der GroBenordnung von
100 kVmm™"), das iiber der Membran anliegt, iibt auf jedes
Kation starke Krifte aus. Es ist daher zumindest vorstellbar,
dass auch die groBeren Alkalimetallkationen unter diesen
Bedingungen durch ein [18]Krone-6-Derivat gezogen werden
(Abbildung 4b). Man kann diesen Vorgang mit dem ther-
misch induzierten Passieren grof3er organischer Reste durch
kleine Ringe bei der Rotaxansynthese vergleichen.¥

Verbindung 3 ohne eine intakte Kronenetherstruktur,
aber mit einem sterisch dhnlich anspruchsvollen Oligoethy-
lenglycolbiigel iiber dem Kanaleingang kann die Ionendehy-
dratation nur gem#f Abbildung 4c unterstiitzen. Die dras-
tisch reduzierten Leitfdhigkeiten fiir 3 (Abbildung 1) weisen
auf einen anderen Transportmechanismus fiir diese Verbin-
dung hin und stiitzen damit fiir 2 den in Abbildung 4b dar-
gestellten Ionenfluss. Die Offenzeiten fiir den Transport von
Cs* ((33 & 4) ms) gleichen denen fiir Kt ((44 £5) ms).

Neuartige Kronenether-gA-Hybridmolekiile wurden
synthetisiert und auf ihre Funktion hinsichtlich des ionense-
lektiven Kanaltransports untersucht. Verbindung 2 weist eine
hohere Priferenz fiir K* als fiir Cs* auf und ist eines der sehr
wenigen Beispiele mit einer hoheren Leitfdhigkeit als natiir-
liches gA.™! Dies zeigt, dass die Beeinflussung der Ionense-
lektivitdt durch erleichterte Desolvatation ein vielverspre-
chendes Konzept ist.
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