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Zusammenfassung:

Membranproteine wie passive Kanéle und Poskiive Transporter und Rezeptoren sind
essentiell fir die Kommunikation zwischen Zellen, als auch fir den Fluss von Substanzen
Uber die von der Zellmembran geformten PermeabiBaisieren. Aufgrund dieser gen
schaften stehen Memebranproteine als Angriffsziel fur Wirkstoffe im Interesse der pharma
zeutischen Industrie. Durch chemische, sowie biologische Methoden zur Funktionalisierung
kann das Verhalten von lonenkanalen verédndert werden, wodurch Einblicke Funktt
onsweise dieser Kanale gewonnen wird. Diese Informationen kénnen anschlieRend verwendet
werdenals Basis zur Gestaltung komplexer Biohykgigstemen, sowie um neue Angriffszie

le fur Wirkstoffe zu detektieren und um komplexere biochemischeadiaskzu Verstehen.

In der vorliegenden Arbeit wurden chemische Modulatoren zur Funktionalisierung der Porine
OmpG und VDAC hergestellt. Das integrale Membranprotein OmpG, welches in der &uf3eren
Membran des Gramegativen BakteriumBscherichia colvorkomnt, bildet einb-barrel aus

1 4 -Fditblattern mit einem Innendurchmesser vorAl2A. VDAC kommt vorwiegend in

der aufl3eren Membran von Mitochondrien vor und bildebedarrel a u s -Str@ngem. Der
Innendurchmesser wird durch eine in die Pore reich&hdelix, welche essentiell fiir das
Schaltverhalten ist, adfs A26 A begrenzt.

Die Modifizierung von OmpG sollte tber doppeB&lkylierung von Cysteinen im Porenin
nenraum mit Haloacetamiden erfolgen. Hierzu wurden zwei unterschiedliche Herangehens
weisen benutzt: Zum Einen wurden monofunktionalisierte Bipyrldimker hergestellt, wel

che nach Einbringen in die Pore mit Schwermetallen wie Kupfer einen stabilen Komplex bil
den sollen, der die Pore blockiert. Zum Anderen wurden Bishaloacetamide mithieteiis

chen Kernen synthetisiert, welche direkt bei der Reaktion mit OmpG eine Querverstrebung
durch die Pore bilden und damit die Leitfahigkeit der Pore reduzieren sollten.

Von den hergestellten Bipyridibinkern zeigte eine Verbindung erfolgreichen Utasanit

OmpG und es gelang von diesem Biohybrid eine Réntgenkristallstruktur zu erhalten, welche
zwei Bipyridin-Linker kovalent in der Pore gebunden zeigt. daBssungen des Kupferan

teils in dem dialysierten Biohybrid zeigten, dass dieser in der LagaupfeKzu binden, da

bei allerdings keine vollstandige Sattigung erreicht wulBdév -Messungen zur Bestimmung

der Leitfahigkeit zeigtehingegerkeine Anderung nach Zugabe von Kupfgsglfat.

Bei den Bishaloacetamiden wurde der Fokus auf Terphend AzakronenetheRUckrader
gelegt. Es gelang Bishaloacetamide von einem ein wasserldslichen Terphenyl, sowie von ei
ner Azakrone mit Glycinspacern herzustellen und mit OmpG umzusetzen. Beide Umsetzun
gen zeigten uneindeutige Ergebnisse bezlglich der Quengdukyg) allerdings gelang es
Proteinkristall zu erhalten, welche allerdings nicht prozessiert werden konnten.

Zur Modifikation einer VDAGDeletionsmutante sollte ein chemisch modifiziertes Peptid
Ubernative chemical ligatiofNCL) in VDAC eingebracht wekh. Ein entsprechender Rep
tidthioester aus zehn Aminoséuren wurde mittels SPPS sowie mittels Fragmentsynthese her
gestellt. Nur die Fragmentsynthese erbrachte das gewinscfgerhal entschiitzte Peptid

in hoher Reinheit. Reaktionen, um dieses Peptakmbendtigten Ethylthioester fur die NCL

zu Uberfuhren, fuhrten zu einer Mischung aus Ethylthiod Methylester, welche nicht ge
trennt werden konnte. Es konnte kein sauberer Thioester flr die NCL hergestellt werden.







Summary:

Membrane proteins like psise channels and pores, active transporters and receptors are
essential for the communication between cells as well as for the transport of matter across the
permeability barrieformed by cell membranes. Due to this properties, membrane proteins are
of interest as targets for the pharmaceutical industry. The performance of ion channels can be
modulated with the help of chemical as well as biological functionalization methods, through
which insightcan be gainedhto the functionality of these pores. iShnformation could be

further used as basis for the design of complex biohybrid systemthe detection of new
targets of drug action and for the understanding of complex biochemical cascades.

In this work, chemical modulators for the functionalizatidritee porins OmpG and VDAC

were prepared. The integral membrane protein OmpG, which can be found in the outer
membrane of the Graimegative bacteriurkscherichia coli shows &-barrelfold formed by

1 4 -sténds with an inner lumen 2 AL5A. VDAC occurs mostly in the outer membrane of
mitochondria and forms fbarrelconsisting of 1%-s t a n d shelix, Wiich i&lessential for

the gating behavior, is located inside theepand restricts the inner lumen 16 A26 A
diameter

The modification of OmpG should be accomplished by a twofeddk§@ation of cysteines in

the inner conductive pathway by haloacteamides. Therefore, two different pathways
approaches were use@ne metbd employed monofunctionalized bipyridirénkers were
produced, which, after introducing into the pore, could form a stable complex with heavy
metal ions like copper and hence, block the pdre.a more straight forward way
bishaloacetamides with diffent backbones were synthesized, which should form directly a
molecular bar through the middle of the conductive pathway und reduce the conductivity.

Of the synthesized bipyrididenkers, one could be successfully reacted with OmpG and an
X-ray structure bthis biohybrid was obtained showing both bipyridiimker covalently

bound to the inside of the pore. ICP measurements of the copper proportion in the dialyzed
biohydrid revealedits ability to bind copper while itwas belowthe calculated copper
saturdion. However,BLM measurements for the identification of conductivity showed no
change after the addition of copper(ll)sulfat.

For the bishaloacetamid route, the focus lay on terphenyl and azacrownether backbones. A
watersoluble terphenyl and an azacrowith glycine spacers could both bansformedo
bishaloacetamides which were reacted with OmpG. Both reactions showeguousesults
towardsthe two point functionalizationfhe grownprotein crystal®f the complex could not

be processed.

Forthemaoi f i cati on of a VDAC muhtlig @ chemicaltmiodified p ar t
peptide should be introduced to the protein by native chemical ligation (NClgppnopriate

peptide thioester consisting of ten amino acids was synthesized by SPPS and leptfragm
condensation. Only the peptide made by fragment condensation gave the ddsinaihal
deprotected peptide in high purity. Reactions to convert this peptide inthyi¢hioester
neededor the NCL gave a mixture consisting of ethylthioester anthyhester, which could

not be separated. It was not possible to get a pure thidester reacted with VDAC via

NCL.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Zellmembran und lonenkanale

Zellen bestehen auwerschiedenen Komponenten wie Enzymen, DNA, RNA und
Nahrstdfen. Diese sollen in der Zelle lokalisidreibenund gleichzeitig muss ein Austausch
mit der Umgebungfir Nahistoffe und Metaboliten gewéhrleistet sein. Hierflr istine
hydrophobe Phosplipid-Doppelschicht verantwortlich. Sie ist fur hydrophobe Stoffe durch
Diffusion durchlassig, hingegen fir hydrophdewie ionischeStoffe beinaheundurchlassig
Sowohl an als auch ider Membran sind diso genannteMembranproteine lokalisiert,
welche fur die Kommunikation und den Austauschder Zelle mit der Umgebung
verantwortlich sindSie machen etwa ein Drittel aller in einer Zelle vorkommenden Proteine

aus und 30% aller Gene sind nur fiir die Codierung derbmarstéandigen Proteine Ha.

Extrazellularraum Kohlenhydratkette
Hydrophile Képfe

dycoprotein

—SevelN

e il
LG suu il i ‘mlgtm_\

——

Phospholipid-
Doppelmembran

—

\

[JATHL
R {0 5
)

" Phospholipid-Molekiil

Cholesterin Integrales Protein

Oberflachenprotein
Glycolipid

Zytoskelettfilamente Alpha-Helix Hydrophobe Anteile
Gytoplasma

Abb. 1.1: Modell einer eukaryotischen Zellmembridn

Peripheres Protein

Membranproteine werden in zwei Klassen untert@le eine Klasse bilden die peripheren
Membranpoteine welche auf der Lipiddoppelschicht sitzen und zum grofRen Teil durch
polare Interltionen dortassoziiertsind. Auf Grund dessen besitzen sie eine grof3e polare
Oberflache und unterscheiden sich nur wenig von léslichen Proteinean@geeKlasse sind

die integralen Membranpoteine, welche f& alle die Membran durchspannen und Uber
hydrophobe Wechselwirkigen inder Membran eingebettet sind.

Die Vielfalt der Auspragung diesemei Klasserreicht von Enzymemnd Rezeptoreniber

Transporterbis zu lonenkanéle.¥! Die letzten beiden Arten sind fiir den Austausch von
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polaren Stoffen durch die Lipiddoppelschicht véwaortlich. Sie regeln unter anderem das
Zellvolumen, den pHNert der Zelle An- und Abtransport vomNahrstoffen und Metaboliten

und sind fur die Reizweiterleitung verantwortli¢h.

Der durch Membranproteine erfofgtransport wird in den passiven Traogpentlang eines
Potentiafjefalles und den aktiven Transport mittels Energieaufwand unterteilt. Der aktive
Transport wird benétigt um einen Gradiem aufzubauen bzw. zu erhalténe erfaderlichen
lonen werden hierbei mittels einer Energiequelle, messteATP, entgegen eines
Konzentraitonsgefélles transportiert. Einige Beispiele fur den aktiven Transport bieten die
Ca&*- und die N&K*-ATPase fur deren funktionelle Aufklarung 1997 der Nobelpreis an
J. C. Sou, P. D. BoyerundJ. E. Walker vergeben wurd® Der passive Transport hingegen
kann durch aulRere Einflisse gesteuert werden. lonenkanéle kdraigpielsweisedurch
mechanische ngeclano-gating), potenzielle otentiat
gating oder chemische Reizdigand-gating geoffnet
oder geschlossen waen!®

Haufig anzutreffende Strukturmotive bentegralen
Proei nen daltimild? t @ e r -Helicesyw iwebei
Letztere am weitesten verbreitet sin@ekannteste
Vertreter dieser Art sind unter anderem Rhodopsin 1
der Kaliumkanal KeA . B e i-Faltbléttern dd vor

allem die so genannten b-barrels zu erwéhnen,
fassahnliche Strukturen, die die Membran vollstan: ¢
durchdringen. Dazu gehoren zum Beispiel Ponme .
OmpG (Abb. 2). Weiterhin kinen Membranproteine APP: 1.2:monomeres OmpG!

auch aus einer Kombination aus beiden Strukturraeativ

bestehen wie bei der NK*-ATPase Hi e r b e-Faltblatsttuktud dee AnKer in der
Me mbr an +Heligstruttir der funktionelle Teil.

lonenkanéle sind an vielen verschiedenen Prozessen in Orgartietedigt Dazu zahlen
Signalweiterleitung drch Potentialanderungen, Stoffwechselvorgange in Magen, Darm und
Nieren sowie MuskelkontraktioWVie wichtig lonenkanale sind zeigen auch Krankheiten, die
auf Mutationenim entsprechende@en des Proteins zurlickzufuihren sind. So fliihren Defekte
in Kationerkanalen zu Harankungen wie Epilepsie, Fdondheit, Migrane,
Herzrhythmwsstérungen (ARVD, LongQT Syndrom) und Diabetes Defekte in

Anionenkanélen kénnen zu Mukoviszidose, Taubheit und Osteoporose fiihren.




1. Einleitung

1.2 Porine

Porinesind Poren mib-barrel-Struktur. Sie sindypischerweisdr unselektiven Transport
von lonen sowie fir die Aufnahme vonN&hrstoffen wie Aminosauren, Zuckern und
Nukleotiden von einer Grol3e bis zu @Daverantwortlich Sie kommen am haufigsten in der
aulRerenMembran va grannegativen Bakteriervor in welcher b-barrels das einzige
TransmembraiMotiv darstellen.Porine sind neben der &uf3eren Membeadoer auch in
Mitochondrien und Chloroplaster finden Andere Vorkommen sind nicht bekarifit> 14

Die Tertiarstruktur Ber Porine, dererb-barrel-Struktur, ist fast immer aus einer geraden
Anzahl -StYo/inden a u f-Qfréngem usind imnier paarvieise antiparallel
angeordnet und im Winkel von rund 45° zueinander geneigt. Gegensatz zu |dslichen
Proteinen, bei demeein b-barreli m Regel f al | -Strdngen bdstehs, kamnudie 8
Anzahl der Strange zwischen 8B. OmpA und OmpXAbb. 1.3 und 24 (FepA undrhuA)
liegen!'? Im Regelfallbesteht allerdings eip-barrel aus 16 bis 18 Strangén.B. OmpF und
ScrY, Abb. 1.3)8 Di e e i n-St@rge sind aub der Membraninnenseite (ber kurze
Schleifen, denso genannterurns, verbunden. Auf der AuRRenseite sind lange Schleifen
(loopsg anzutréfen. Dieloopsund turns bestehen im Regelfall aus hydrophilen Restéor.
allemin denloop-Regionen ist die Variation der Aminoséuren sehr h@ibkse sind auch
teilweise fiir das Ghen und SchlieRen der Pore verantwortficH!

Abb. 1.3: A:Tr i mer es S ¢Sravgem(PREEIntrady 1403, B: Trimeres OmpF mit 16-
Strangen (PDEEintrag3K1B),C: mo n o me r e s -SrampeA (PDEEintragd1BXiV)

| m Ge gens aiHelicex hasiemndén K&halproteinen weisen sie nicht 20 bis 30
unpobre Reste auf, sondern durchspannen die Membran lediglich mit 7 bis 8 Amersaur
Die der Membran zugewandten Rested unpolarAufgrund vonHydrophilie innerhalb der
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Pore sollten die Aminosauren auf der Innenseite der Pore polabsesnist allerdings selten
strikt der Fall, wodurch eine sequenzbasierde Vorhersage Bibarrel-Struktur &iRerst
erschwert wird!Y

Porine weisen im Allgemeinen keine Cysteine in ihrer Seqaerizhaben mehr negative
geladene Aminoséauren.ekne langen hydrophoben Bereiche und liegen meistens als trimere
Homooligomere in der Membran vor. Dag€&@minale Ende besteht immer aus Pherayla,
welches als Insertionsanker fiir den Einbau in die Membran benotigtWird.

Porine werden indrei Klassen unterteilt, die sich afind der unterschiedlichen
Selektivieten und gatingEigenschaften unterscheide Es gibt die allgemeinen,
substratspezifischen und ligandengesteuerten Pori .14

Die allgemeinen Porine weisen keine besondere Selektivitat BRuie gewisse
lonenselektiitat kann durch die Anordnung der AminosaurerKiamal erreicht werden, &

der Durdhmesser der Pore ist meistens so grol3, das&ftlkt nicht sonderlichausgepragt
ist!*® Einer der bekanntesten Vertreter hierbei ist OmpF (Abb. Vi@le Vetreter dieser
Klasse werden imnineren der Poreon einenloop durchzogen, welchez.B. bei OmpF den
Durchmesser dd&wereRgi'®® auf 7 A 11

Die subsratspezifischerPorine zeichnen sich durch eine Préaferenz fur eine Substanzklasse
oder sogar ein bestimmtes Substrat dt bekanntes Beispiel hierfir ist Maltoporin
(LamB), welches als ein Maltos€ransporter fungierDie Porentffnung dieses &rangigen
b-barrels wird durch einenloop blockiert. Bindet Maltose in der Bindungstasche nahe des
Poreneingangs kommt es zu einer konformellen Anderung und der Durchtritt wird iehtdgl

Im Inneren der Pore gibt es eine Reihe aus sechs aromatischen Resten, die sogenannten
greasy slidewelche die Energiebarriere fir den Durchtritt von Zuckern erniddftigft!

Die Klasse der ligandengesteuerten Porine funktioniert ahwiieh.amB. Hierbei muss ein
Botenstoff zuerst an die Pore binden, damit es zu einer konfomabén Anderung kommt

und Stoffe durchtreten &nnen Ein Beispiel hierfiur ist das 2&rangigeb-barrel FepA
welches fur die Aufnahme von Eisenchelaten verantwortlich ist. Da diese Aufnahme
allerdings meistens gegen einen starken Konzentrationsgradienten lauft, ist der Transport
aktiv und funktioniert nur mit dem Protein TonB, welcltee Energie wn ATP auf FepA
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1. Einleitung

1.3 Outer Membrane Protein G

Das Outer Membrane Protein @mpQ gehort zu der Klasse der allgemeinen Porin und
liegt, im Gegensatz zu vielen anderen Poririeriylembranen alMonomervor.'® Auf der
anderen Seite zeigts aber auch viele Merkmale der Porine: das Fehlen von Cystdiaén
barrel-Struktur, den leioten Uberschussnanegativ geladenen Aminosauyéinen groRen
hydrophoben Bereich und eint€rminales Phenylalanin zum Einbau in die Membran.
Mehree Gruppen haben in den letzten Jahren die Struktur von OmpG durch Kristaliegra
oder NMR gel6st.Die erste Struktur kam 2006 vowan der Berg et aldurch eine
Kristallstruktur bei pH 5.5% Ebenfalls 2006tellteKiihlbrandt et aleine Kristallstruktur bei
pH 7.5vor, welche die Pore im offenen Zustand zeyidem I6sten sieine Kristallstruktur
bei pH 5.6, welcheergleichbar mit der Struktur voran der Berg et alist und das Porin im
geschlossenen Zustand zeigt. 200#deudie dritte Struktur vofamm et alveréffentlicht.
Diese Struktur wurde bei pH 6.5 durch NM#pektroskopie gelosEl Alle Strukturen zeigen,
dass OmpG ein ldtrangigesh-barrel ist. Allerdings zeigt dieNMR-Struktur eine rundere
Form der Pore im Vergleich mit den Kristallstrukturen. Ob @aglen fehlenden Kontakten
liegt, die es im Kristall gibt odean der Quatat des NMRDatensatzes liegt, konnte bis zum
jetzigem Zeitpunkt im Jahre 20Icht geklart werdeR! Die drei Strukturen werden in Abb.
1.4 gezeigt.

Abb. 1.4 Aufsicht auf OmpQ&er verschiedenen Strukturanalys@x). Van den Bergteal., (pH 5.5
PDB-Eintrag 2F1CJ*®! (B) Kuhlbrand ¢ al. (pH 7.5, offener ZustanqPDB-Eintrag 2IWW)[ (C) Kiihlbrand
et al. (pH 5.6, geschlossener Zustan@®DB-Eintrag 2IWV}® (D) Tamm et al(PDB-Eintrag 2JQY)?!

Das Gen von OmpG codiert 301 Aminos#iy welche eine Signalsequenz von 21
Aminosauren enthalt und beim Export abgespalten wird. Das so erhaltene Porin OmpG
besteht aus 280 Aminosaurerit einer Gesamtmasse von 38Mal®! Auf der Seite, die dem

Periplasma zugewandt jsind die Stinge Ubekleineturnsverbunden (T1 bis T6Auf der
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extrazellularen sind die Strdnge durch lange, flexible Schleifen]odgs verbunden(L1-

L7). Der L6loop wird fiir dasschnelleOffnen und SchlieRen des Kanatfas sogenannte
flickering, verantwortlichgematit, welches bei Messuegin planaren Lipiddoppelschichten,
denBlack Lipid Membrandessungen (BLMMessungen)erkannt werderkann Abb. 1.5
zeigt dieseKonformationsédnderungen bei denrsehiedenen phVerten. Im saurenMilieu

sind die HistidineHis231 uml His261 protoniert und stol3en sich gegenseitig ab. Dies fuhrt
dazu, dass L6 sich Ubeem Poreeingangfaltet und damit zum SchlieReggiis fihrt. Bei
basischempH-Wertenhingegen bilden die beiden Histidine Wasserstoffbriickenbigelu aus

und stabilisieen so deroop parallel zu der GefaRward.

Abb. 1.5 (A) OmpG in offener Form, Seitenansict®) OmpG in offener Form, Aufsich(C) OmpG in

geschlossener Form, Seitenansi¢h), OmpG in geschlossener Form, Aufsiéht

Der groRte Durchmesseler Pore wird auf der periplasmaren Seite erreicht. Er betragt 20
22 A wie in Abb. 1.6A gezeigt wird. Die engste Stelle befindet sich nahe des aromatischen
Gurtels bei der extrazellularen Seite. Diese Restriktionszone wird ausschlief3lich von drei
verschiedenen Aminosauren gebildet, Tyrosin, Arginin und té&at. Dadurch wird eine
PorengroRe von 1312 A erreicht.Die Verteilung der Argininund Glutamatreste zeigt eine
interessante Verteilung, da ClusteerselbenAminosauren auf den gegeniberliegenden
Seiten vorhanden sind. Durch diese Verteilung entsteht ein elektrischegaidalb der
Porel”

Der minimale Durchmesser der Pore von OmpG ist im Vergleich zu anderen allgemeinen
Porinen ziemlich grofda begrenzendeopsfehlen, die hereinragen. Sst zum Beispiel der
Porendurchmessees trimeren OmpFs lediglich nurAL1 A groR3, was an dem begrenzenden
loop 3 liegt (Abb. 1.3 B)ScrY hingegen wird nicht nur durch den lo@obegrenzt, sondern
auch durch looft und loops am Poreneingang, was den Porendurchmesse8 AUf A
verringet.[2%
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1. Einleitung

OmpG ist aufgrund dieser grof3en Pore flr den Transport von-Vidiraind Trisacchariden
sowie fur die Aufnahme von Moleklilen bis zu 60@& verantwortlich. Dies wird in
Escherichia coliin demOmpG vorkommt, normalerweise vom MaltopokiamB erfilt und
nur bei dessen Fehlfunktion wird OmpG exprimi&€ben der PorengrofRe teilt si€mpG
noch ein weiteres Merkmal mit LamB, den sogenangteaseslide Dies ist eine Anordnung
von aromatischerAminoséaurennnerhalb der Poralie die Energiebarrieréir den Durchtritt

fur unpolare Stoffe durch den Kanal erhéht.

Abb. 1.6: Strukturvon OmpGnachvan der Berd PDB-Eintrag 2F1C)A: Pore in der Aufsichtom

Periplasma ausiit Darstellung der Proteinoberflach#, Seitenansicht der Pore miefergerzmolekilen.

Wie in den Kiristallstrukturen zu erkennen, istggt OmpG, im Gegensatz zu vielen anderen
Porinen, als Monomer vor undt als solches imer Zellmembrarektiv. BLM-Messungen
sprechen stark gegen die Mdglichkeit, dass OmpG ein Oligomedastur konzertierte
Offnungs und SchlieRvorgange bei EitanatMessungen zu beobachtenaren!Y
Weiterhin zeigt dieNMR-Strukturaufklarungrzon Tamm et al welche in Losungtattfand
auchkeine Hinweise auf oligomere Strukturels letzten Hinweis sindie Kristallstrukturen

zu betrachten. Hier gibt @s den sechs in der PBD hinterlegtdfristallstrukturen sehr
unterschiedliche Anordnungen der Monomefeiar konnte gezeigt werden, dass in allen
Kristallstrukturen Interaktionen zwischen den Flachen ian¥membranbereich existieré,

da diese Kontakte aber nur bei antiparalleler Anordnung zustande kommen, spricht dies auch
fur Monomere in Membranen.

OmpG ist gegen verschiedene denaturiende Agenzien wie SDS, Hitze und Proteasen langere
Zeit stabil. Dies ist, wie bei anderen Porinen, auf die stabiebarrel-Struktur
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zurtickzufinren Die Serinprotease K zum Beispiel kann OmpGgefalteten Zustand lange

Zeit widersteher?!!

Wegen der monomeren Struktuund grofen Robustheit bietet sich OmpG als Basis fir
Biohybride eine Kombination aus einem bioaldiv Teil wie einer Pore und einer
strukturellen Komponenteg n . Il m Vergleich zu -Hanolysihodee r e n
OmpF muss hier nur eine Einheit modifiziert werden und Mischungen kdnnen ausgeschlossen

werden.

1.4 Voltage-dependent anion channel

Der voltagedependent anion chann€éVDAC) ist ein in der Literatur viel diskutiertes
Porenprotein.VDAC kommt vorwiegend in der aul3eren Membran der Mitochondiberund

ist dort furdenTransportvon lonen sowiglie Aufnahme und Abgabe von Metabolit&TP,

ADP und Cofaktoren bis zu einer Masse vokC&a zwischeninter membrane spacend
Cytosol verantwortlich. Ebenso soll VDAC in der Lage sein lineare Di$frange zu
transportieref?® Neuere Forschungen zeigen, dass VDACs audtemauRererZellwand

von Eukaryoten vorkommen kénné&f.

Der voltagedependentanion channelhat seinen Name durch die erstéfack lipid
membane-Messungen bekommen, die ndem Protein durchgefihwurden Es wurde ein
starkesvoltagegating festgestellt. Der Kanal befindetchibis zueiner angelegten Spannung
von ungfahr £30mV im offenen Zustandwobei das Membranpotential von Mitochondrien
bei unter-100mV liegt. Er weisteine Anionenselektivitéauf und ist durchlassig fur gRere
Metabolite.Die Leitfahigkeit betragungefahr 4nS. Sobald sich die Spannung tUber 8V

oder unter-30mV andert geht der Kanal in einen partiell geschlossenen Zustand uber.
Hierbei weist er eine Kationenselektivitat auf und der Durchfluss von Metaboliten wird stark
eingeschranktDie Leitfahigkeit sinkt auf circa 2S?" 2 %I Neuer Ergebnisse zeigen, dass
VDAC neben dem offenen Zustand zwei gut definierte partiell geschlossene Zustande
besitzt3®¥ Abb. 1.7C zeigt die Haufigkeit der Leitfahigkeiten im partiell geschlossenen
Zustand. Die 8mme zweier GauWerteilungen passte besser zu @ehaltenen Daten als
eine GauR/erteilung und sorgte fur diédentifizierung der Zustande S1 und S2. Der
Leifahigkeitswert fur den Zustand S2.90+0.06nS, n=294 stimmt mit bis dahin erhaltenen
Werten fii VDAC-SchlieRereignisse iiberdid. Die biochemische Rolle der Zustande S1 und
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1. Einleitung

S2 ist noch nicht vollstandig geklart, allerdings spielt digehninale U-Helix eine
entscheidende Rolle bei dem Schlie3verhalten.

>
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Abb. 1.7: Schatverhalten von mVDAEL. A) Reprasentative BLMspuren von mVDAEL bei +10 und

+40mV. Die beobachteten Zustédnde SO, S1 und S2 sind bei denW4&pur in blau, rot beziehungsweigegin
dargestelltB) Ohm-Plot zur Ermittlung der Leitfahigkeit der einzelnen Zustande (SO: offener Zustand,
3.94+0.04nS, n=680; S1: geschlossener Zustand, 2.61#18)h=386; S2: geschlossener Zustand,
1.90+0.06nS, n=294C) Histogramm der Haufigkeitedier niedrigen Leifahigkeitswerte. Die Verteilung der
Zustande kam gut mit der Summe zweier Gai&rteilungen wiedergegeben werden. Dies spricht fur die

beiden, geschlossenen Zustande S1 (rot) und S2 (grun).

VDAC ist malRgeblich an der Zellapoptose beggilivobei dessen genaue Rolle noch unklar
ist. In der Literatur werden und wurden drei unterschiedliche Modelle diskutiert: 1.) VDAC
ist Teil dermitochondrial permeability transition porein sehr diskutierte und undefinierter
Porenkomplex, und sorgt dur CytochronC durch das anschwellen und Platzen der
Mitochondrienmembran. Dieses Modell scheint aber fehlerhaft zu sein, dahbhiren,
denen VDAC fehlt, eimormales Verhalten der Membrandurchlassigkeit als Reaktion auf
schadliche Stimuli zeigen. 2)DAC bildet mit Home oder Heterooligomere (mit Bax/Bak)
aus, wodurch grof3e Poren gebildet werden, welche Cyctodbriseilassen kdnnen. Dieses
Modell ist ebenfalls fraglich, da Zellen frei von jeglichen VDAgdformeneinen erhdhten
Zelltod als Reaktiorzu apoptischen Stimublufweisen. 3.) VDAC wird durcliverseanti
apoptotischen  Reagenzien im  getffneten Zustand gehalten, wodurch die
Membrandurchlassigkeit erhalten bleibt. Andererseits finden sich immer mehr pro
apoptotische Modulatoren, die VDAC sdflen, den Adeninnucleotflustausch inhibieren
und zum Zelltod fiihreF?

Es gibt in der Literatur zwei unterschiedliche Vorstellundentertiaren Struktur von VDAC

die aufverschiedenemMessnethoden und Theorien aggbaut sindeine Struktur aufgrund

von Funktionsmessungen von VDAGie von Colombiniet al. stark vertreten wirdind eine
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Struktur, die durch NMR, Ro&ntgenstrukturanalyse und einer Kombination aus beiden
begrindet wird. In einigen Pkien sind sich beide Theorien jedoch eifdPAC besitzt
(groRtenteils)eine b-barrel-Struktur, wie sie beiPorinenhéaufig anzutreffenst, besteht aus
ungefahr 283 Aminosauren, ist circakda schwerund im nicht apoptotischen Zustand ist
VDAC als Monomer aktiv

Abb. 1.8: VDAC-1 ausmus musculusach deKristallstruktur vonBayrhuberet al, A: mVDAC-1 in
derSeiteras i cht . Gut zu erkennen Strang BiImVDAGLirbdér9, wel ch
Aufsicht auf die Pore, diedl e r mi -Hedix verengt die Pore auf 228 A 3% (PDB-Eintrag: 3BVIN).

Die NMR-/Réntgenstruktur wurde 2008 von drei Gruppen fast zeitgleich und unabhangig
voneinander veroffentlicht® 33 3 Abb. 1.8 zeigt die Struktur voBayrhuberet al, welche

eine Rontgenstrukturanalyse mit einer Auflésung vonA2i&. Hiller et al. hat eine rein auf
NMR-Daten basierte Struktur veroffentlicht unéjwal et al. kombinierte eine
dreidimensinale Rontgenstrukturanalyse mit NMRIfklarung. Alle drei Strukturen zeigen
den gleichen 18trangigenb-barrel-Grundkdrper der Pore, in dessen Porentffnung sich die
N-terminale*Helix, bestehend aus 25 Aminosauréefindet. Der RMSD Uber die 1719C
Atome ergibt 1.58 %

Diese Strukturen zeigen eine vollig neue Art von Porin. Die Anzahl der Strangeyesiade
und die Str2nge b1 und b19 .sDarbd Pqireen anl | e |
Allgemeinena | |-Strdnfe antiparallel angeordnet sind und es eine gerade Anzahagibt
VDAC eine strukturelle Sonderroll®ie parallele Anordnung ist in Abb..&8 zu erkennen.

Der Porendurchmesser von Wand zu Wand betragt3®A. Der Innendurchmesser betragt
allerdings nur 1326 A, da die in die Pore reichendleHelix denrealen Porendurchmesser
mindert (Abb. 1.9).
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1. Einleitung

Abb. 1.9: Minimaler Poreninnendurchmessmn VADC an Hand der Kristallstruktur vadayrhuberet
al.: 14.9A zwischen K12 und E59, 258 zwischen K115 und T258.

Eine weiter Auffalligkeit ist die polare Aminoséure Glutamat 73. E73 liegt auf der
hydroploben Auf3enseite der Pore uistlim hydroploben Teil der Membran lokalisieie
Gruppe von De Pinto hatte Jahre zuvor schon Versuche mit DCC, welches nur mit
Carbonsauren in extrem hydrophoben Umgebungen reagjirdhgefuhrtund verschiedene
Porine untersucht. Unter anderem reagierte VDAC umel Werdausowie anschlieRender
Massenspektrometrionnten sie auch daden, dass E73 reagiert hafé.

Die zweite strukturelle Auffassung voWDAC beruht vorwiegend auMethoden der
strukturellen Charakterisierung Dazu gehorten zum Beispiel Circuledtroismus
Spektrometrie um das Helix zu Faltblatt Verhalinis zu bestiriferMessungen des
Neigungswinkels deb-Strang€®, Messung des Porendurchmess&rBestimmung der fiir
Proteasen zuganglichen Stelf8nund noch einige mett¥ Aus diesen Daten ergibt sich,
dass VDA GFakblatsern bs3t ebh t  uhhelix mi in deePorénwand enthalten ist.

Die Faltblatter sind um 46° geneigt, was einen Innecitmesser der Pore von 85ur Folge

hat Die Aminosauren innerhalb der Pore sind so angeordnet, dass sich vorwiegend negative
und positive Ladungen gegeniber stehen und somit ein elektrisches Feld Aidded.10A

zeigt den vorgeschlagenen Aufbau von VDAC n@clombinit3®
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Abb. 1.10: Sequenzdarstellung von VDAC mit Verdeutlichung bStrangejoops turnsund der
UHelix. A: Modell vonColombinietal, VDAC b e s tSednden undiesnerp@e ibl d e-helie n U
B:Model | abgeleitet aus JSMR 2 nmgeéHelikbafirdét dth Inrsethalbudert u r 19
Pore [3%

Jedoch kann diese vddolombinivorgeschlagen8trukturnicht schlissig das Seltverhalten

von VDAC erklaren. Um Dieses aufzuklaren wurden von mehreren Arbeitsgruppen Mutation
von VDAC hergestellt, deren strukturelle Anderungen auf Grundlage der
Rontgenkrstallstruktur beruhten. BLMMessungen von Mutanten,n  d e n-élelix fehit,e U
zeigen, dass das Schaltverhalten reduziert ist oder sogar ganZf&hhertins et al filhrten
CysteinCysteinDi sul fi dbr ¢cken an ver sciele dne der St el
Porenwand ein, welche die Beweglichkei d -Helix einschrankten. In anschlieBenden
Leitfahigkeitsmessungen konnte gezeigt werden, dass diese Mutanten eivesisudertes
Schaltverhalten aufweiséi! Di ese Dat en bel e g ehelixessentiekfirnen,
das Schaltverhalten sein musad zum anderen, dass die durch Rdntgenkristallographie
erhaltene Struktur auch die biologisch relevante Strukt{i®ist.
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1. Einleitung

VDACs von unterschiedlichen Spezien wie zum Beispiel von S&ugetieren, Pilzen oder
Pflanzen haben eine sehr geringe Sequenzideif&i&®). Hingegen zeigen sie alle eine
ahnliches grundsatzliches Schaltverhalten eines getffneten Zustands hoher Leifahigkeit und
hohem Metabolitenfluss und einem geschlossenen Zustand geringer Leitfahigkeit und einem
geringen Metabolitenflusses. Weiterhist ilber die Spezies gemein, dass es in der
Aminsosauresequenz grof3e Bereiche alternierend wechselnder polarer und unpolarer
Ami nos2ur en g-Barels typisch ist, uadseinife;Sequemzen sind numd G
Terminus Uber die Spezien erhalten geldieh? Bei entfernt verwandten Spezien finden sich
hingegen auch groRe Gemeinsamkeiten bei den \WB&frmen, wie zum Beispiel
zwischen Hefe und menschlichem VDAC(283 Amiosauren, strukturelle Ahnlichkeit bzw.
Ubereinstimmung von 67% bzw. 249%). So unterscheidet sich VDAQ vom Meischen in

nur vier Aminosauren von VDAQ der Maus.

1.5 Black lipid membranes

Biologische Systeme sind hoch komplex und dadurch in vielen Belasglewer zu
untersichen. Um dieseSystene zu vereinfachenund um Membranenund vor allem
Membranprotme auf ihre elektrchemischen Eigenschaften untersuchen zu k§nmerden

die black lipid membranesuch BLMs genannterwendet.

BLMs sind kinstliche Lipiddoppelschichten, deredusammensetzungariieren kann. So
kann die Schict entweder nur aus Lipiden bestehen oder Additive enthalten, die fir eine
erhbhte Mobilitdt der Lipide in der Schicht sorg&u. den gangigen Additiven gehdrt zum
Beispiel Cholestén, welches auch in der Membran von tierischen Zellen vorkdfihgie
wurden vormittlerweile 50 Jahren voMueller et al.eingefiihrt und haben seit dem stark zum

Verstandnis von Biomembranen beigetraef?!
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Abb. 1.11: Beispielhafte Darstellungeron Lipiddoppelschichten wie sie in BLM Messungen

vorkommen!*? Zusatz von ungesattigten Fettsauren erhéht die Fluiditat innerhalb der Doppelschicht.

BLMs haben gegentber anderen Systemen lwped-Vesikeln den Vorteil, dass nur sehr
geringe Mengen an Lipid benétigt werden. Die Membran wibdicherweiselber eine
hydrophobe, meistens aus Teflon bestehende, kreisrunde Offnung mit bis zu einigen
Millimetern Durchmesser gespannt. Die&pertur trennt zwei mit Puffeigefillite Kammern
voreinander. Die entstandenaur vier bis sechs Nanometer dické&embran ist in der Lage

eine Flache von mehreren Quadratmillimetern freischwebend zu Uberspannen und hat dabei
besegre isolatorische Eigenschaften als eine entsprechende Schicht aus Porzellan. Auf Grund
der Grol3e ist es moglich Messungen an dieser planaren Lipidschicht zu unternehmen mit
vernachlassigbar kleinen Randeffektehllerdings wird aufgund dieser Ausdehnungied
Membran nur von sehr kleinen lateralen Spannungen gehalten, was zu Rissen in der Membran
bei Erschitterungen fuhrt.

Es gibt zwei Methoden zum Aufbau von BLMs. Die erste ist die I6sungsmittelhaltige
Methode nachRudinund Muller. Hierbeiwird das Lipidin einem Losungsmittel (meistens
Dean) geléstund mit einem Pinsel auf der zu Uberspannenfpartur aufgetragenDer
aufgetragne Film enthalt zuerst noch Losungsmittel, verdinnt sich dann aber spontan unter
Abgabe des Losungsmittels. Dieser Vorgang kdonch ein Lichtmikroskop beobachtet
werden. Sobald sich die Membran verdiinnt und unter eine gewisse Dicke lemsthginen
farbige Reflexe wie in einer Seifenblase. Die Membran wirdnéid und mehr Reflexe
entstehendie ersten schwarzen Stelleuftaucken bis die komplette Membran schwarz
erscheint. Dies fuhrte zum Namdaack lipid membraneund liegt an dr destruktive
Interferenz der beiden Lichtshian, die an den Grenzflachen Wasser/Lipid und Lipid/Wasser
reflektiert wird. Die Uberlagrung der beidn Lichtwellen wird destruktiv, sobald der
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1. Einleitung

Lichtweg durch die Membran und zurtick vernachlassigbar klein wird im Vergleich zur
Wellenlange des Lichts, folglich muss sich eine Doppelschicht gebildet haben.

Diese BLMs haben meistens aufgrund der enthalterismurigsmittelmolekile eine hdhere
Fluiditdt als die Membranen, die nach der zweiten Methode machtal und Muller

hergestellt werden.

Oszilloskope
Um
I O
a Vit)
[ Stromspektrum
*—
'--,.I
Black Lipid |
Membrane F /
—=3
—.——
Abb. 1.12: Schemaeines Standes fir BLMessungen. Auf der sogenanntgs Seite wird eine

Spanung U, angelegt. DeStromfluss durch die Membran oder lonenkanal wird durch einen Spamnungs
Verstarker detektiert. (st ein Feedback Widerstand und bestimmt diest&gkung. Das verstarkte Signal V(t)
wird weiter fur eine Ausgabe aufgearbeitet, z.B. durch ein Caempnatgrammni?®l

Die MethodenachMontal und Mller wird auch 16sungsmittelfreie Methode genannt. Hierbei
wird das Lipid mestens in einem Gemisch aus Chloroform und Decan geldbtaun die
Pufferlosung in einer Kammer gegeben. Es wird etwas gewartetlasisLosungsmittel
verdampft ist und anschkliend wird der Pufferstand unterhalb des Apertus langsam gesenkt.
Hierbei bildet sich die ere Monoschicht aus. Durch langsames erhéhen des Pufferstandes
wird dann die Doppelschicht vervollstandifiie Vorteile hierbei sind zum Einen ein viel
geringerer LOsungsmittelanteil in der Membran und zum Anderen das mnesyathe
Membranen generiert werden kénnen, welche in der Isatur haufigrorkommen!
BLM sind nahezu perfekte Isolatoren mit spezifischen Kapen@m, zwischen 1.5 F/ ¢ m]|
und 0.3e F/ c@nglRe Werte fUrCn stehen fir Membranen ohne Ldsungsmittel, deren
Ausdehnungen gering sind, wohingegen kleine Werte fir sehr I6sungsmittelhaltige
Membranen ghen, die Uber grol3e Aperture gespannt dralschon kleiné&torungen in der
-15-




Membran, wie zum Beispiel eine Insertion von Porenproteieen starken Anstieg in der
Leitfahigkeit zur Folge haben, eignen sich BLMs hervorragend um membranaktive
Substanzen zuntersuchen. Ein schematischer Aufbau einer solchen Messiaung wird in

Abb. 112 gezeigt.

Die Vorteile, die bei solch einer Versuchsanordnwgg EinkanalMessungenerreicht
werden sind dass der Einbau von Membranproteinen in die planare Doppelschicht sterisch
nicht gehindert ist under Zugang zu beiden 8en der Membramewahrleistet istwodurch
asymmetrische Messungen mdglich werden. Die Stabilitat der Membranen, die nur ein paar
Stunden betragt, erméglicht auch Messumgbker einen langeren Zeitraum. Dadurch kénnen
zum Beispiel bei Porinen mehrere Qffiys und SchlieRvorgange beobachtet werden

16 Synthetische lonenkanale

Die Forschung auf dem Gebiet der synthetischen lonenkanéle wird schon seit nunmehr fast
drei Dekadenmit immer neuen Innovationeworangetrieben in der Hoffnung Zugang zu
neuen terapeutischen Methoden und EinzelmoleRétektionstechniken zu erhalten. In
diesem Abschnitt sollen chronologisch die wichtigsten Entwicklungen auf diesem Gebiet
beleuchtet werden. Als synthetische lonenkanéle werden hierbei Verbindungen gezéhlt, die
(a) nicht biologische vorkommende Einheiten enthalten und (b) in Lipiddoppelschichten aktiv
sind. Damit sindde novoPeptide, Naturstoffe und modifizierte Membranproteine von dieser
Definition ausgeschlossen und werden teilweise, was die Membranproteindt, bietrif
nachsten Abschnitt diskutiert.

Die ersten Schritte im auf dem Gebiet der synthetischen lonenkanale wurdéabushiet

al. vor fast genau 30 Jahren gemdttt.Es wurde entdeckt, dass das amphiphile
b-Cyclodextrinl einen aktiven Kanal in Lipiduppelschichten bildet (Schema 1). Die
vorgeschlagene, aktive Struktur bildet hierbei ein Dinveelches allgemein als der erste
synthetische lonenkanal gesehen wiZevei Jahre spater, 1984, wurde Vvidolte et al. ein
synthetischer lonenkanal auf der Basm Kronenethern verétffentlicht. Diese Kronenether
sind entlang eines helikalen PolyisocyaBatkbones angeordnet (Verbinduz)g und
generieren Kationenflu® durch Membranen entlang der tUbereinanderliegenden Kronenether
(Schema 189 Dies war der erstelonenkanal, der Kronenether als essentielles

Strukturelement besal3.
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1. Einleitung
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Schema 1 Einige der ersten Beispiele flr synthetische lonenkanéle.

Kronenether blieben in den frihen Jahren der synthetischen lonenkanale ein dominantes
Motiv. 1989 verdffentliche Fyleset al. Verbindung3. Jeweils drei amphiphile Makrozyklen

sind an beiden Seiten einer zentralen Krone kovalent gebunden um einen hydrophilen Kanal
durch die Membran zu bilden. Als Anker dienen Zucker an den Enden der Makrozyklen um
den Kanal in deausgedehnten Konformation zu stabilisieren (Schentd 2).

Ein Jahr spater publizierteG. Gokel den ersten lonenkanal bestehend nur aus
Kronenetherd®@ Kronentrimer4 ist duRerst einfach aufgebaut, zeigt aber trotzdem alle
notigen funktionellen sowie stkturellen Eigenschaften, um als vollwertiger lonenkanal zu
gelten (Schema 2). An diesem System wurden weitreichende Studien bezuglich Kronengrof3e,
Alkylkettenlange, des Restes R sowie diverse funktionelle Messungen gerDéeser
lonenkanal stichtdurch seine Simplizitathervor und ist eines der beeindruckensten frihen

Beispiele dieser Klasse.




3

Schema 2lonenkanéle voiryles et. dPY, und Gogel et al*2

Ein weiterer Ansatz zur Herstellung von lonenkanalen mit Hilfe von Kronenethern wurde von
Voyer et al. 1995 unternommei® Hi er zu wur den di e -Kelicalenen en!t
Grundstruktur angeordnet. Das Pepgidbesteht aus mehreren Sequenzen von drei
hydrophoben Leucinen und einem mit einer Krone modifiziertem Phenylalanin. Die Faltung

z u e iHelig, die die Membran duhspannt, sorgt dafiir, dass die Kronen uibereinander auf
einer Seite zu liegen kommen. Die Leitfahigkeit entsteht dadurch, dass Kationen von einer
Krone zur nachsten durch die Lipiddoppelschicht springen koriese Verdéffentlichung

zeigt, wie sich in demMatur vorkommende Strukturmotiv mit synthetischen Bausteinen
verknipfen lassen um neue, funktionale lonenkanéle zu erhalten.

Ein Jahr zuvor wurde in der Arbeitsgruppe \RWnM. Ghadiriein lonenkanal auf Grundlage

v 0 nAminosauren hergestelf Die Grundeinhei6b e s t e h t -Tayphtophanene die b
einen Makrozyklus bilden. In einer Membran ordnen sich mehrere dieser Molekile
sel bstandi g-Hebxrey imitieren (8Sdhema 3Bei dieser Nanorohre zeigen die
aromatischen Reste alle nach aul3en, um mit der unpolaren Membran zu interagieren. Das

Innere der Pore ist frei von funktionellen Gruppen, was nur die freien lonenpaare der
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