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Templatgesteuerte Synthese eines polymeren,
Aminosiuresequenz-spezifischen Rezeptors**

Jens U. Klein, Michael J. Whitcombe,
Francis Mulholland und Evgeny N. Vulfson*

Das Konzept des templatgesteuerten Zusammenbaus bei
biologischen Systemen wurde erstmals von Linus Pauling
vorgestellt, um die Funktionsweise des Immunsystems zu
erkliren.! Heute wissen wir, daB3 diese elegante Hypothese
nicht zutrifft, doch das Prinzip der Verwendung eines
Zielmolekiils, um dessen eigene Erkennungsstelle zu schaf-
fen, wurde von Chemikern genutzt. Dies fithrte zur Herstel-
lung kiinstlicher, polymerer Rezeptoren durch molekulares
Imprinting.?! Die entstandenen Materialien weisen Spezifiti-
ten dhnlich denen polyklonaler Antikorper® 4 auf und binden
Liganden mit nur einer Dissoziationskonstante.[*] Die Er-
kennung der Sequenzen von Oligonucleotiden, -sacchariden
oder -peptiden wird aber meistens als der eigentliche Test
dafiir angesehen, ob die kiinstlichen Antikdrper mit ihren
natiirlichen Analoga Schritt halten kénnen. Wir widmen uns
hier dieser Fragestellung und beschreiben die Herstellung von
Imprint-Polymeren, die spezifisch fiir Aminosduresequenzen
sind.

Mehrere Uberlegungen wurden beim Design eines fiir
diese Untersuchung geeigneten Oligopeptid-Templats® in
Betracht gezogen: Erstens war ein relativ kurzes Peptid zu
bevorzugen, damit dieses auch in der bendtigten Menge mit
konventionellen Methoden in Losung synthetisiert werden
konnte. Ein relativ kleines Peptid wurde auch wegen notwen-
diger chemischer Verdnderungen sowie der Riickgewinnung
und Charakterisierung des Templats bevorzugt. Zweitens
wiirde es uns ein multifunktionelles Oligopeptid ermoglichen,
durch Austausch innerhalb der Aminosduresequenz den
Beitrag einzelner Wechselwirkungen und funktioneller Grup-
pen zu priifen. Ferner wire eine Nettoladung von Null
vorteilhaft, um mogliche Artefakte auszuschlieen, die sich
aus unspezifischen ,,Jonenaustauscher-artigen” Wechselwir-
kungen zwischen dem Oligopeptid und dem Rezeptor erge-
ben. Schlieflich sollte der Einbau eines aromatischen
Aminosdurerests in die Sequenz die Analyse erleichtern. Es
wurde eine Sequenz gewihlt, die Lysin (Lys) und Aspartat
(Asp) an den terminalen Stellen und einen sperrigen Trypto-
phan(Trp)-Rest in der Mitte enthélt, womit alle oben
genannten Anforderungen erfiillt waren.

Das Peptid Lys-Trp-Asp 1 wurde aus rein préparativen
Griinden dem Peptid Asp-Trp-Lys vorgezogen. Das Zielmo-
lekiil 1 wurde iiber sieben Stufen in 13% Gesamtausbeute
hergestellt, durch konventionelle Kupplung aktivierter Ester
mit geschiitzten Aminosdurevorstufen. Ein Teil des Tripeptids
wurde weiter zum Templat verdndert. Die Carboxygruppe
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war die beste Wahl fiir eine Funktionalisierung, um mit den
Aminogruppen des Lysinrestes in den Bindungsstellen des
Polymers zu interagieren. Daher wurde das Tripeptid 1 mit
2-Methacryloyloxybenzoylchlorid™ 2 zu 3 umgesetzt. Der
wesentliche Punkt dieses Ansatzes ist die Anwesenheit einer
relativ instabilen Esterbindung zwischen dem Methacrylsidu-
rerest und der Hydroxybenzamid-Einheit. Deren Spaltung
wiirde die Carboxygruppe genau in der richtigen rdumlichen
Anordnung belassen, um mit dem Zieltripeptid zu interagie-
ren. Ebenso wiirde eine kleine Liicke im Polymer verbleiben,
um die Ablosung des Templats und das Wiederanbinden von 1
zu erleichtern (Schema 1).

Dieser einfache Ansatz ermoglichte es uns auch, die
Carboxygruppen ausschlie3lich an den Erkennungsstellen zu
positionieren, um dadurch unspezifische Wechselwirkungen
zwischen den Liganden und der polymeren Matrix selbst zu
minimieren.!®! Die Carboxygruppen des Templats 3 wurden —
wie in Schema 1 dargestellt — durch nichtkovalente Komple-
xierung mit 2-Vinylpyridin®! 4 als Target erkannt. Um ein
ausreichendes Maf3 an Komplexierung zu erreichen, wurde 4
in vierfachem molarem UberschuB gegeniiber dem Templat 3
eingesetzt, und die Polymerisation wurde in Acetonitril
durchgefiihrt. Die Wahl des Losungsmittels wurde von der
Loslichkeit des Templats mitbestimmt und der Notwendig-
keit, H-Briicken-Wechselwirkungen zu stabilisieren, die fiir
ein erfolgreiches Imprinting des Tripeptid-Templats unab-
dingbar waren. Dies war nicht nur wichtig, um die Bildung des
Komplexes zwischen dem Templat 3 und dem Monomer 4 zu
fordern, sondern auch, um durch intramolekulare H-Briicken
die Konformation der o-Hydroxybenzamid-Spacer einzu-
schrianken. Letzteres sollte dabei helfen, die Methacrylsidure-
reste exakt an der Polymer-Bindungsstelle zu positionieren.['"]
Divinylbenzol wurde zur Quervernetzung ausgewéhlt, um
sicherzustellen, dafl unter den fiir die Templatentfernung
verwendeten Hydrolysebedingungen kein Abbau der Poly-
mermatrix stattfindet. Die Polymere wurden photochemisch
bei 4°C hergestellt (sieche Experimentelles). Nicht-Imprint-
Polymere (Polymere ohne ,,Abdruck“) wurden unter den-
selben Bedingungen hergestellt; das Templat wurde dabei
durch zwei Aquivalente Methacrylsiure ersetzt, um sicherzu-
stellen, daB die chemische Zusammensetzung der Polymere
zum Schluf} identisch war.

Nach der Herstellung wurden die Polymere in Losungen
von 1 in wiBrigem Acetonitril untersucht, um ihre Bindungs-
eigenschaften zu priifen. Bei allen Verhéltnissen von waBri-
gem zu organischem Losungsmittel wurde eine spezifische
Bindung (Einschub in Abbildung 1) festgestellt. Die Bindung
von 1 an das Polymer fiel aber von 47 % in Acetonitril/Wasser
4:1 auf 28 % in reinem Wasser, in dem das Tripeptid merklich
besser 16slich war. Die Bindungsstudien wurden daher in
80proz. Acetonitril durchgefiihrt, worin ein hohes Maf3 an
spezifischer Bindung und ein ausreichender Bereich der
Ligandenkonzentration genutzt werden konnte. Die Isother-
men wurden dann fiir zwei Polymerkonzentrationen (15 und
90 mgmL~!) bestimmt (Abbildung 1). Es ist zu erkennen, daB
das Imprint-Polymer das Peptid selbst bei niedrigen Kon-
zentrationen von 0.02 mm bindet. Dagegen ist die Affinitit des
Nicht-Imprint-Polymers und des nicht hydrolysierten Im-
print-Polymers (Daten nicht gezeigt) fiir 1 vernachléssigbar
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Schema 1. Kovalente Modifizierung von Lys-Trp-Asp mit 2-Methacryloyloxybenzoylchlorid und Herstellung des Imprint-Polymers.

60 dungsparameter ermittelt (K;=113 +£47 M bei einer Kapa-
Adtnahme in % zitdt von 4.1 + 1.2 umol g™).

40 Danach priiften wir die Selektivitdt des Polymers mit
o © Strukturanaloga des Tripeptids 1. Diese wurden mit kon-
20 o ventionellen Methoden der Festphasen-Peptidsynthese her-
gestellt, durch HPLC gereinigt und durch Hochauflosungs-
oazd T % massenspektrometrie charakterisiert. Zunédchst wurden die
¢ (MeCN) / % —~ drei Tripeptide 5—7 hergestellt, bei denen das N-terminale
Lysin durch Arginin, Leucin bzw. Glutamin ersetzt wurde
i (Tabelle 1). Die Bindung dieser Tripeptide relativ zu 1 sollte

gebundes 0-08 o . . N . .
Peptid / mM Informationen liefern iiber die Bedeutung und den relativen
Beitrag der beiden Carboxygruppen, die an der Erkennungs-
0.04 stelle durch kovalente Bindung eingefiihrt worden waren.
| Leucin und Glutamin wurden gewdihlt, weil Leucin eine
nichtfunktionalisierte Seitenkette von dhnlicher Grofle wie
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freies Peptid / mM —— Tabelle 1. Sequenzspezifisches Binden von Peptiden an Lys-Trp-Asp-

Imprint-Polymer.

Abbildung 1. Bindungseigenschaften des Polymers in Acetonitril/Wasser-

Gemischen. Hauptabbildung: Isotherme fiir die Bindung von Lys-Trp-Asp gebundener Anteill*
an Imprint- (15 und 90 mgmL~!, 0 bzw. 0) und Nicht-Imprint-Polymere Peptid Sequenz Imprint-Polymer  Nicht-Imprint-
(15mgmL-!, @) in Acetonitril/Wasser 4:1. Die Kurven wurden mit Polymer
folgenden 1 P;.lrametern t?fsre‘chnf?t: Kd.: 113pm und  Kapazitit = 1 Lys-Trp-Asp 43% 1%
4.1 pmol g’ Emsch.ub: A.bhanglgk.elt‘ der Bindung von der “Zusammenset— 5 Arg-Trp-Asp 249 99%
zung des Losungs.mlttels 1.n Acetonltrll/Wgsser—Genpschen fiir Lys—Trp—Asp 6 Leu-Trp-Asp <2% 6%
(0.1mwm), (11%5 mlt. Imprint- (0) ur?d Nlcht—lr'nprmt—Poly.r‘ner.en (o) be.l 7 Gln-Trp-Asp <29% <2%
90 mgmL~ .1nkub1ert worden war (siehe Experimentelles fiir die Beschrei- 8 Lys-Phe-Asp 4% <2%
bung der Bindungsexperimente). 9 Lys-Tip-Glu 5% 3%

10 Lys-Trpl®] 35% 17%

1 Lys-Phelc 9% 5%
klein. Das Nicht-Imprint-Polymer zeigte bei 90 mgmL~! eine 12 Lys-Vall 15% 4%
leicht ,,negative Aufnahme®, was dem Quellen des Polymers [a] Die Peptide (1 mMm in Acetonitril/Wasser 4:1) wurden mit dem Polymer
in der Inkubationsmischung zugeschrieben wurde.l Durch (30 mgmL-") wie unter Experimentelles beschrieben inkubiert. [b] Bezo-
Regressionsanalyse der Isothermendaten wurden die Bin- gen von Bachem. [c] Bezogen von Sigma.
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Lysin hat und weil die y-Amidgruppe von Glutamin H-Briik-
ken zu Carbonsiduren bilden kann. Die Bindungsstudien
wurden bei Tripeptid-Konzentrationen von 1mwm durchge-
fithrt, da bei dieser Konzentration alle Liganden in 80proz.
Acetonitril 16slich waren.

Die in Tabelle 1 gezeigten Ergebnisse lassen erkennen, daf3
der Austausch von Lysin gegen Arginin zu einer deutlichen
Verringerung der Bindung von 43 auf 24 % fiihrt; gleichwohl
erkannte das Polymer das Peptid noch immer relativ gut. Dies
ist kein allzu grofler Unterschied zur Spezifitit von Enzymen
und Antikorpern, die oft nicht ausreichend zwischen Sequen-
zen diskriminieren, die sich in diesen beiden Aminosiuren
unterscheiden. Wurde aber das Polymer mit den Leucin oder
Glutamin enthaltenden Peptiden 6 bzw. 7 konfrontiert, in der
Absicht, die Wechselwirkung zwischen einer der Carboxy-
gruppen und der Seitenkette von Lysin auszuschalten, so war
die Bindung vernachlédssigbar schwach. Dieses Ergebnis
bestétigte, dal3 die starke Bindung von 1 an das Imprint-
Polymer zumindest teilweise auf die kooperative Wechselwir-
kung zwischen den Aminogruppen von Lysin und den beiden
Carboxygruppen an den Erkennungsstellen zuriickzufiihren
war. Liganden, die nur eine dieser Wechselwirkungen ein-
gehen konnten, weisen eine deutlich geringere Affinitdt zum
Polymer auf.

Danach ersetzten wir den Tryptophanrest durch Phenyl-
alanin (Tripeptid 8) — die Bindung war wiederum drastisch
verringert (Tabelle 1). Die GroBe des Effekts war jedoch
etwas iiberraschend, da vom mittleren Aminosdurerest nicht
erwartet wurde, dal er mafBgeblich an Wechselwirkungen
funktioneller Gruppen beteiligt ist. Daher wurde keine grof3e
Selektivitit an der zweiten Position vorausgesagt. Vielleicht
kann der kleinere Phenylalaninrest von 8 keine geeignete
Konformation einnehmen, die es ihm ermoglicht, den ,,Platz*
einzunehmen, der von der offensichtlich viel sperrigeren
Seitenkette von 1 geschaffen wurde. Da die Indolylgruppe
von Tryptophan iiber den Pyrrolring verkniipft ist, ist es
moglich, dafl die im Polymer geschaffene Liicke einfach
keinen Benzolring aufnehmen kann. Wenn ein derartiger
»tight fit* auch unwahrscheinlich ist, wiirde es die festgestellte
Selektivitdt erkldren. In diesem Fall konnte eine Wechselwir-
kung zwischen dem Indol-N-Proton und Vinylpyridin die
Ursache dafiir sein. Derartige Wechselwirkungen sind zwi-
schen 4-Vinylpyridin und Indoltemplaten bei der Herstellung
von Imprint-Polymerkatalysatoren fiir die Isomerisierung von
Benzisoxazol beschrieben worden.['!]

Der Austausch des Aspartatrests am C-Terminus durch das
strukturell sehr &hnliche Glutamat (Tripeptid 9) fiihrte
ebenfalls zu einer drastischen Verringerung der Bindungs-
stiarke. Zwei Erkldrungen konnen herangezogen werden fiir
den Unterschied des Bindungsverhaltens zwischen dem
Templat 1 und dem glutamathaltigen Tripeptid 9: Erstens
konnte das schwache Binden von 9 einfach am Verlust der
H-Briicke zwischen der Carboxygruppe der Seitenkette und
des entsprechenden polymergebundenen Pyridinrests lie-
gen.'2l Alternativ dazu konnten andere, subtilere Effekte
mit im Spiel sein. So konnte das Binden des etwas grofieren
Glutamatrests in der Aspartat-Bindungstasche den Lysin-
oder Tryptophanrest (oder beide) davon abhalten, ihre
Positionen in der Imprinting-Stelle zu besetzen, denn das
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Peptid als Ganzes kann keine Konformation einnehmen, die
allen Bindungswechselwirkungen geniigt. Um zwischen die-
sen Moglichkeiten zu unterscheiden, wurde das Polymer mit
dem Dipeptid Lys-Trp 10 getestet. Sollte der Affinitdtsverlust
vorwiegend aufgrund der Spaltung von H-Briicken einge-
treten sein, dann mii3te 10 nach unserer Annahme ein ebenso
schwacher Ligand fiir das Polymer sein wie 9. Wenn aber die
Gesamtgrofle und/oder -konformation die Ursache fiir das
schwichere Binden von 9 war, dann mii3te das Dipeptid
merklich besser als 9 binden, aber nicht so gut wie 1. Wir
stellten fest, da3 die Aufnahme von Lys-Trp 10 nur etwas
schwicher war als die von 1. Dies bestitigte, dafl die
Komplexierung durch Vinylpyridingruppen einen signifikan-
ten, aber etwas geringeren Beitrag zur Gesamtbindungs-
energie lieferte und unterstreicht den Vorteil der ,,Opfer-
Spacer“-Methode.

SchlieBlich bestimmten wir die Aufnahme zweier weiterer
Dipeptide, Lys-Phe 11 und Lys-Val 12, die ausgewihlt
wurden, um die Aufnahme in die hydrophobe Tasche der
Bindungsstelle des Polymers zu priifen. Im Einklang mit
unserem vorigen Ergebnis fithrte der Austausch von Trypto-
phan gegen Phenylalanin zu einer deutlichen Abnahme der
Bindungsstdrke. Im Fall von 12 nahm aber die Aufnahme
leicht zu, vermutlich, weil die Seitenkette von Valin sterisch
weniger anspruchsvoll ist als die von Phenylalanin. Deshalb
palit 12, etwas locker gebunden, in die Bindungsstelle.

Wir haben also gezeigt, wie leicht polymere Materialien
hergestellt werden konnen, die zwischen sehr &dhnlichen
Aminosduresequenzen unterscheiden konnen, und dies mit
einer Selektivitit, die an die von Antikorpern und anderen
biologischen Rezeptoren heranreicht. Polymere dieser Art
konnten ihre Anwendung in Affinitdts-Trennmethoden zur
Reinigung biologisch aktiver Oligopeptide natiirlicher Her-
kunft und als Sensoren in biomedizinischen Geriten fin-
den.[3]

Experimentelles

Synthese des Templats: Lys-Trp-Asp-2CF;COOH-H,0 (520 ¢,
0.75 mmol) wurde in 30proz. wiBrigem Methanol (15 ml) gelost, das
Na,CO; (200 mg) enthielt, und die Losung auf 0°C gekiihlt. Die Mischung
wurde bei 0°C zu einer Losung von 2-Methacryloyloxybenzoylchlorid
(505 mg, 2.25 mmol) in THF (15mL) gegeben. Die Reaktionsmischung
wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das organische Losungs-
mittel wurde im Vakuum entfernt, und HCI (0.1N) wurde zugegeben, um
das Produkt auszufillen. Der Feststoff wurde abgesaugt, in Ethylacetat
gelost und mit einem Ethylacetat-Extrakt des Filtrats vereinigt. Die
vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit Wasser (2 x ),
HCI (0.1N, 3 x ) und Wasser (3 x ) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
eingeengt. Das Rohprodukt wurde mit préparativer HPLC gereinigt;
Ausbeute 49 %.

Synthese des Polymers: In einem Probenrohrchen, das mit einem
Absperrhahn verschlossen war, wurden das Templat (116.4 mg), 2-Vinyl-
pyridin (74.3 mg), Divinylbenzol (technisch, 80 %, 809.3 mg) und Azobis-
cyclohexancarbonitril (29.8 mg) in Acetonitril (2 mL) gelost. Die Poly-
merisationsmischung wurde durch dreimaliges Einfrieren, Abpumpen und
Auftauen entgast und 48 h bei 4 °C photochemisch (366 nm) polymerisiert.
Das Polymer wurde mit einem elektrischen Morser auf eine mittlere
Teilchengrole von 30 um zermahlen. Das Templat wurde durch Erhitzen
unter Riickflu mit NaOH (7.5N) in Methanol entfernt (Entfernung 58 %
gemil Aminosdureanalyse). Das Referenzpolymer wurde auf gleiche
Weise hergestellt, wobei das Templat durch Methacrylsdure (27.4 mg)
ersetzt wurde.
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Bindungsexperimente: Das Polymer (10 mg) wurde iiber Nacht bei Raum-
temperatur mit einer Losung des Peptids (1mm Acetonitril/Wasser 4:1,
0.333 mL) geschiittelt. Vor der HPLC-Analyse wurden die Losungen iiber
ein PTFE-Membranspritzenfilter (0.2 um, 13 mm Durchmesser, HPLC
Technology, Macclesfield, GroRbritannien) filtriert, das an eine Einweg-
spritze angeschlossen war. Die HPLC-Analyse erfolgte an einer LiChrosh-
per-C18-Kolonne (Merck) bei isokratischer Elution mit 20proz. wéBrigem
Methanol unter UV-Detektion.
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Nanosphiiren aus polymerisierten
Lipofullerenen**

Michael Hetzer, Hauke Clausen-Schaumann,
Sibylle Bayerl, Thomas M. Bayerl,* Xavier Camps,
Otto Vostrowsky und Andreas Hirsch*

Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) bildet mit auBer-
gewohnlich hohen Gewichtsanteilen von lipophilen Hexaad-
dukten von Cg wie 1 im wéalrigen Medium multilamellare
Vesikel (MLV) mit schlauchférmigen Fulleren-Nanoaggrega-

ten innerhalb der Lecithindoppelschicht.l>? Die eingelager-
ten Lipofullerene weisen Léngen von einigen um und Durch-
messer bis zu 30nm auf und verdndern signifikant die
mikromechanischen Eigenschaften der konjugierten Mem-
branen. So wurde eine Erh6hung der Membransteifigkeit bei
gleichzeitiger entkoppelter lateraler Diffusion von Lipiden
und Lipofullerenen innerhalb der Doppelschicht nachgewie-
sen.'*l In diesem Zusammenhang ergab sich die Fragestel-
lung, ob die Selbstorganisation der Lipofullerene innerhalb
dieser supramolekularen Strukturen fiir den Aufbau von
formstabilen auf Fullerenen basierenden Nanoarchitekturen
herangezogen werden kann.

Wir berichten nun iiber die Synthese von gefiillten und
hohlen Nanosphiren, die durch Polymerisation solcher in
MLVs interkalierter Lipofullerene entstanden sind. Als ver-
netzungsfahiges Strukturelement innerhalb der lipophilen
Ketten haben wir Butadiingruppen gewihlt. Damit sollte
durch Belichtung im Sinne von 1,4-Additionen*® eine
kovalente Verkniipfung der Lipofullerene moglich werden.[”!
Es ist bekannt, da3 Membranen, die aus Lipiden mit
Butadiineinheiten aufgebaut sind, durch Vernetzung unter
Bildung von Oligodiacetylenen polymerisiert werden kon-
nen.®! Als monomeres Lipofulleren wurde das T;-symmetri-
sche Hexakisaddukt 2 verwendet, das mit seinen zwoOIf
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