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Irreversible Adsorption von Cellobiose,
Ascorbinsiure und Tyrosin an hydrophobe
Oberflichen in Wasser und ihre Ablosung
durch Molekulares Riihren

Guangtao Li, Karl Doblhofer und Jiirgen-
Hinrich Fuhrhop*

Hydrophobe Nanometerspalten, die von dem Volumen-
wasser aus zugéinglich sind, treten als reaktive Zentren von
Enzymen und Rezeptoren aufl!l In diesen Hohlrdumen
reichern sich Gastmolekiile und Substrate an, bei der
spezifischen Fixierung spielen offenbar die GroBfe sowie
stereochemisch passende Wasserstoffbriicken die dominie-
rende Rolle.?! Fiir die hydrophoben Membranoberfléichen
wurden immobilisierte Wasserschichten berechnet und eine
Verstarkung dipolarer Wechselwirkungen gemessen.*! Im
Zusammenhang mit der festen Bindung wasserloslicher
Substrate an hydrophobe Oberflichen konnten wir durch
Experimente zeigen, dass starre Molekiile mit einer hydro-
phoben und einer hydrophilen Kante {iber Monate hinweg in
hydrophoben Nanometerspalten fixiert werden und nicht ins
benachbarte Volumenwasser diffundieren. 1,2-trans Cyclo-
hexandiol mit zwei dquatorialen OH-Gruppen zeigte diesen
Effekt sehr ausgeprdgt, das cis-Diastereomere mit einer
axialen OH-Gruppe nicht. Da nur zwei benachbarte dquato-
riale OH-Gruppen geometrisch gut in hexagonales Eis
passen, ein dquatorial-axiales Paar aber nicht, haben wir eine
Immobilisierung des Hydratkomplexes in den hydrophoben
Liicken fiir den Effekt verantwortlich gemacht.’! Fiir die
Immobilisierung von Wasser an hydrophoben Wénden exi-
stieren auch Modell-Molekiildynamik(MD)-Rechnungen.[®!
Hier berichten wir nun erstens iiber eine Reihe von wichtigen
Naturstoffen und Analoga, die ebenfalls in hydrophoben
Nanometerliicken fixiert werden, zweitens dariiber, dass
Elektrolyte (KCl, Ferricyanid) aus dem Volumenwasser nicht
in die immobilisierte Schicht der adsorbierten Molekiile
eindringen und drittens iiber die Wirkung von Dimethyl-
viologen, das bei Cyclovoltammetrie die fixierten Molekiile
ins Volumenwasser hineinriihrt.

Die Membranliicken wurden wie frither beschrieben durch
zwei aufeinander folgende Selbstorganisationsschritte gebil-
det. Zuerst legten sich vierfach symmetrisch substituierte
Porphyrine flach auf die Goldoberfliche, dann bildeten
langkettige Hydrosulfide Monoschichten aufrecht stehender
Molekiile auf den frei gebliebenen Goldflichen um die
Porphyrine herum. Als Amphiphile dienten Octadecylthiol
(ODT) 1 oder das Diamid 2 (bendigte Zeit fiir die Selbst-
organisation: 2 Stunden), als Porphyrine wurden die Carbon-
sduren und Sulfide 3-6 (2 Tage) eingesetzt. Mit 1 entstehen
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fluide und mit 2 steife Lipidmonoschichten, denen fluide bzw.
formstabile Nanometerliicken entsprachenl® (Abbildung 1).
Tauchte man diese membranbedeckten Goldelektroden in
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Abbildung 1. Der zweistufige Selbstorganisationsprozess und die hierbei
verwendeten Substanzen zur Herstellung von Liicken mit einem Porphyrin-
boden in einer Lipidmembran.

eine wissrige Losung von Ferricyanid (1 mm) und Kalium-
chlorid (1m), so lieBen beide liickenhaltigen Membranen die
Vermessung von Cyclovoltammogrammen des Fe(CN)g*/
Fe(CN)4*~-Paares im Volumenwasser zu. Versuche zur Fluo-
reszenzloschung von anionischen Porphyrinen am Boden der
Liicken mit kationischen Mangan(uiporphyrinen in der
Volumenlosung zeigten dann, dass grof3e und kleine Porphy-
rinliganden durch die fluide Membran drangen, wihrend die
Liicken in steifen Membranen zu grof3e Porphyrine nicht
passieren lieBen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das
Membranmodell in Abbildung 1 entwickelt, die Poren wur-
den dann wie beschrieben durch Eintauchen in eine 0.1M 1,2-
trans-Cyclohexandiol-Losung verschlossen. >l
Die vorliegende Arbeit beschreibt und deutet die Ergeb-
nisse von Cyclovoltammetrie(CV)-Experimenten, die bele-
gen, dass
e unter anderem Tyrosin, Ascorbinsdure und Cellobiose die
Membranliicken in Gegenwart von Volumenwasser tage-
lang derart verstopfen, dass keinerlei Elektronentransport
von der Elektrode zum Ferricyanid in der Volumenlosung
stattfindet,
e der Zusatz von 1% Maltose zur Cellobiose deren blo-
ckierenden Effekt zerstort und
o die schon von der Cellobiose verschlossene Liicke sich
wieder offnet, wenn die CV in Gegenwart von Dimethyl-
viologen durchgefiihrt wird.
Sowohl die fluiden als auch die starren hydrophoben
Monoschichten mit 2-Nanometer breiten Liicken wurden
auf einer Goldelektrode (Oberfliche: 30 mm?) mittlerer
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Raubheit fixiert. Die gemessenen Stréme von
Ferricyanid (10->M) in wissriger KCI-Lo-
sung (1M) betrugen etwa 50% der unter
gleichen Bedingungen an nackten Goldelek-
troden gemessenen. Daraus ldsst sich aller-
dings weder der Bedeckungsgrad noch die
Leitfahigkeit der Liicken ableiten. Savéant
et al. erklidrten das Phinomen, dass sich z.B.
bei einer 50-proz. Bedeckung der Elektro-
den durch Lipidmonoschichten die Flidche
der CV-Kurven gegeniiber den mit unbe-
deckten Elektroden gemessenen kaum &n-
derte.[l Die Locherdichte bleibt also unbe-
kannt. Die Bestimmung der Lochdichte
durch AFM- oder STM-Messungen ist uns
nicht gelungen, weil wir zwischen Atzgruben
in der Goldoberfliche® und Membranlii-
cken nicht unterscheiden konnten. Beschich-
tete man die Goldelektroden vollstdndig mit
ODT 1, so wurde der Strom der Elektronen
zwischen der Elektrode und den redoxakti-
ven Ionen vollstdndig blockiert. Die nach der
in zwei Schritten verlaufenden Selbstorgani-
sation aufgenommenen Cyclovoltammo-
gramme (,,50%“) waren, wie schon von
Savéant et al. beschrieben, qualitativ und
quantitativ denen mit der nackten, hantel-
formigen Elektrode gemessenen dhnlich.
Wenn in unserem Falle viel Porphyrin vor-
handen war, waren die CV-Kurven symme-
trisch, die Differenz der Peakpotentiale ge-
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Abbildung 2. Cyclovoltammogramme einer wissrigen Lésung von Ferricyanid-Ionen (1073 Mm; 1m
KCl) bei 100 mVs~! gemessen (1) mit einer nackten Goldelektrode, (2) mit einer Elektrode, die
mit einer Monoschicht mit offenen Liicken aus ODT 1 (a—d) oder Diamid 2 (e,f) bedeckt ist und
(3) nach Ex-situ-Behandlung mit einer 0.1m Losung der folgenden Verbindungen und
nachfolgendem Waschen mit Wasser: a) Ascorbinsdure (ODT 1), b) Tyrosin (ODT 1), c) Maltose
(ODT 1), d) Cellobiose (ODT 1), e) Maltose (Diamid 2), f) Cellobiose (Diamid 2).

ring. Die Zahl der Porphyrinliicken konnte
durch Substitution bei ldngeren Dauer des
zweiten Selbstorganisationschritts, z.B. mit C,s-SH (4 Stun-
den), erniedrigt werden. Die Differenz der Peakpotentiale
stieg dann an (> 300mV) und die CV-Kurven wurden
unsymmetrisch (Abbildung 2, Kurve 2). Bei sehr niedriger
Porphyrinbedeckung wurde in den Cyclovoltammogrammen
keine umhiillte Fliche mehr beobachtet (keine Abbildung).
Das fiir lineare Diffusion typische Cyclovoltammogramm an
der nackten Elektrode war dann vollstidndig durch die fiir die
radiale Diffusion typische polare Kurvenform ersetzt wor-
den. 1 Die Voltammogramme (2) der Abbildung 2 sind
Zwischenformen. Die VergroBerung der Differenzen der
Peakpotentiale bei gleichbleibender Porphyrinkonzentration
fiihren wir auf die Verlangsamung des Elektronentransports
von der Goldelektrode auf die Ferricyanid-Ionen zuriick.!'!-13!
Uber die Leitfihigkeit des in die Poren eingeschlossenen
Wassers und iiber eventuelle Restluft ldsst sich nichts
aussagen. Allerdings waren alle Cyclovoltammogramme
innerhalb geringer Fehlergrenzen reproduzierbar, wenn Elek-
troden und Membranen auf jeweils gleiche Weise vorbehan-
delt und beschichtet wurden. Wir haben dann die Versuche,
die Fldche und Eigenschaften der Membranporen durch CV-
Messungen zu charakterisieren, nicht weiter verfolgt. Schlief3-
lich kam es uns ja nur auf den Nachweis der Blockierung und
der Offnung der Poren an.

Sowohl die fluiden als auch die formstabilen Liicken lieBen
sich durch einfaches Eintauchen der Elektrode in eine 0.1m
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wissrige Losung bestimmter organischer Stoffe schlieBen
(Kurven 3 in Abbildung 2). Der Elektronentransport von
Ferricyanid-Ionen im Volumenwasser zur Elektrode fand
dann fiir mindestens vier Tage bis hin zu sechs Monaten nicht
mehr statt. Das war der Fall, obwohl die Elektrode griindlich
mit destilliertem Wasser gewaschen wurde und die Liicken in
direktem Kontakt mit dem Volumenwasser standen, das keine
zusitzlichen organischen Stoffe enthielt. Die Unterbrechung
des Elektronenflusses von der Elektrode zum Ferricyanid
dauerte monatelang an. Mit Ruthenium(ir)-hexamin-Ionen in
der gleichen Losung mit gleichen Elektroden wurde dieser
Effekt nicht beobachtet. Wir fiihren das darauf zuriick, dass
weder der Ru(NH;)¢**-noch der Fe(CN)g-Komplex durch
die Schicht irreversibel adsorbierter Molekiile hindurch
diffundieren konnten, dass aber beim Ruthenium ein Tunnel-
strom noch moglich war. Auf Grund einer tausend Mal
groBeren Elektronentransfer-Geschwindigkeit im Vergleich
zum Ferricyanid® % iiberwinden offensichtlich die Elektro-
nen die Wasser-Barriere auf dem Weg vom Ruthenium-
Komplex zur Elektrode; der Elektronentransfer von der
Goldelektrode zum trédge reagierenden Ferricyanid kann
hingegen nicht mehr nachgewiesen werden.

Schema 1 fasst die relative Wirksamkeit der eingesetzten,
organischen Verbindungen zusammen. Abbildung2 zeigt
typische Cyclovoltammogramme vor der Behandlung mit
den verschiedenen 0.1m Losungen und etwa 2-3 Stunden
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Schema 1. Blockadeeffekte von 0.1m Losungen der abgebildeten Verbindungen fiir den Elek-
tronentransport von Ferricyanid-Ionen im Volumenwasser. Die angegebenen Prozentzahlen
Lo = [(Lotren — Totockiert)/Lofren] X 100 % bei

entsprechen der gemessenen relativen Stromstérke:
offenen (/) und geschlossenen (Zyoqier) Poren bei 0.4 V.

danach. Bei wirksamen Blockademolekiilen ging die Grofie
der erhaltenen Strome (bei einem Potential von 0.4 V) auf
Werte zwischen <0.1% und 2% der urspriinglichen Werte
zuriick, die Elektronen-Transfergeschwindigkeit vom Ferri-
cyanid zum Gold und der Faraday-Strom sanken hingegen auf
fast Null.''33] Nur starre, cyclische Molekiile mit wasser-
loslichen Substituenten in der Ringebene wirkten als Blocker
(1,2-trans-Cyclohexandiol, -diamin, -dicarboxylat und die
analogen Benzolderivate, Cellobiose, Ascorbinsdure). Offen-
kettige Verbindungen oder Carbocyclen mit flexiblen Kon-
formationen (Sorbinsdure, Glycerin, 1,2-trans-Cyclopentan-
diol) hatten ebenso wenig Wirkung wie starre Cyclohexan-
derivate mit axialen Substituenten (1,2-cis-Cyclohexandiol,
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Maltose). Geladene Molekiile waren bei
gleicher Stereochemie ebenso aktiv wie
elektroneutrale Molekiile.

Wir haben dann versucht, die Poren fiir
den Elektronentransport zum Ferricyanid
wieder zu Offnen. Das gelang innerhalb
weniger Minuten, wenn dem Volumenwas-
ser >10% Ethanol oder etwas Salzsdure
(pH < 3) zugesetzt wurde. Waren die Poren
einmal geoffnet, so lieBen sie sich durch
Zugabe der im Schemal angegebenen
Verbindungen nur dann wieder verschlie-
Ben, wenn die Elektrode aus der KCl/
K;Fe(CN)¢-Losung  entfernt, gewaschen
und in eine 0.1M Losung der oben gezeigten
Verbindungen getaucht wurde. Dieses Ver-
fahren bezeichnen wir als Ex-situ-Zugabe.
Direkte Zugabe einer der blockierenden
Verbindungen in die elektrolythaltige Lo-
sung (,in situ“) hatte einen geringeren
Effekt, der auBerdem beim Waschen mit
einer KCI/K;Fe(CN)¢-Losung ohne die or-
ganische Verbindung sofort verschwand.
Abbildung 3 zeigt den In-situ-Effekt der
Cellobiose, der hier etwa 80% der ex situ
beobachteten Blockierung ausmacht. Mal-
tose hatte ex wie in situ keinerlei Effekt.
Aus dem negativen Ergebnis des In-situ-
Experimentes, bei dem die Einlagerung der
organischen Stoffe wihrend der CV in der
Elektrolytlosung durchgefiihrt wurde, folgt,
dass die blockierende Losung in den Mem-
branspalten elektrolytfrei sein muss. Den
storenden Einfluss des Elektrolyts auf den
Blockadeeffekt fithren wir auf den Zusam-
menbruch eisartig-geordneter Hydratstruk-
turen in den Membranliicken zuriick. Aus
dem Befund, dass der ex situ erzeugte Blo-
ckadeeffekt in Gegenwart der Elektrolytlo-
sung tagelang erhalten blieb, folgt dann
auch, dass keine Ionen in diese Hydrat-
strukturen hinein diffundieren.

Das idnderte sich, wenn man dem Volu-
menwasser 10°M Dimethylviologen zu-
fithrte und einige CV-Zyklen mit der Elek-
trode zwischen +0.5 und —0.8 V (gegen
Ag/AgCl) durchfiihrte. Nach etwa 12 Zyklen war die Pore
dann vollstindig frei, das CV erschien in der gleichen Form
wie vor der Blockierung (Abbildung 4). Kontrollexperimente
mit Ferricyanid und Kaliumchlorid im Volumenwasser, aber
ohne Viologen, ergaben keinerlei Offnungseffekt. Wir ver-
muten, dass das schmale Viologenmolekiil durch die Fern-
wirkung des elektrischen Feldes in das elektrolytfreie (!)
Hydratwasser der Pore hineingezogen, abgestof3en und lateral
bewegt wird. Moglicherweise wird auch ein Pyridiniumring
dabei reversibel reduziert und zuriick oxidiert. Jedenfalls
andert das Molekiil laufend seine Lage und Orientierung und
wirkt als molekularer Riihrstab, der das Adsorbat ins
Volumenwasser befordert. Alle Offnungsprozesse (Ethanol,

NH, NH,
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Abbildung 3. In-situ-Experimente mit ODT-beschichteten Elektroden,
die offene Liicken enthielten, a) nach Zugabe von Cellobiose (0.1M) zur
KClI/Fe(CN)g*~-Losung, b) nach Zugabe von Maltose, c¢) Kontrollexperi-
ment mit der nackten Elektrode.

Salzsdure, Rithren mit Viologen) lieBen sich durch einfaches
Eintauchen der Elektrode in 0.1m Cellobiose-Losung (ex situ)
vollstindig und mehrfach wieder umkehren.

Im Falle der Cellobiose haben wie auch gefunden, dass nur
die reine Verbindung einen blockierenden Effekt hat. Mischte
man ihr wihend des Ex-situ-Experiments >1 % Maltose bei,
so wurde unter den gleichen Bedingungen, bei denen Cello-
biose vollkommen blockierte, keine signifikante Verringerung
des Stromflusses von der Elektrode zum Ferricyanid gemes-
sen. Auflerdem lieBen sich keinerlei Unterschiede zwischen
fluiden und steifen Membranliicken (Membran aus ODT 1
bzw. Diamid 2) bei den Blockierungsversuchen nachweisen.

Die Ergebnisse zeigen, dass planare, steife Molekiile von
der Art der Glucose und der Phenole sowohl an fluiden als
auch an starren Lipidmembranen so fest haften, dass sie von
Volumenwasser bei pH 7 innerhalb mehrerer Tage nicht
abgelost werden. Die feste Haftung wird nur nach einem
mehrstiindigen Ordnungsprozess hydratisierter Molekiilel> '4
erzielt und kann durch geringe Mengen strukturbrechender
Substanzen ebenso unterbunden werden wie durch Elektro-
lyte. Der Riihreffekt des Viologens wihrend der CV zeigt,
dass das Wasservolumen in der Membranliicke keine Elek-
trolyten enthélt, sonst wiirde das elektrische Feld nicht
anziehend wirken. Einen Grund fiir die Wasserunloslichkeit

M KCI, 1mM [Fe(CN)LT"
a) Wasser b)

150 PA 5.

12.

-08 -06 -04 -02 00 02 04 06
E 1V vs. Ag/AgCI

Abbildung 4. Auf einander folgende Cyclovoltammogramme, die die
Offnung der mit Tyrosin blockierten Poren in Gegenwart von 10-3m
Viologen belegen.

der an der hydrophoben Membran fixierten Cellobiose,
Ascorbinsdure u.s.w. konnen wir noch nicht angeben. Ver-
mutlich gibt es einen sehr engen Kontakt zwischen der
Membran und den organischen, gelosten Verbindungen, der
das Eindringen von Hydratwasser dauerhaft verhindert. Die
mittleren Weglidngen der Wassermolekiile in 8 nm® groBen
Liicken sind moglicherweise so klein, dass es die Eigen-
schaften eines Festkorpers annimmt.'¥ Das in der Abbil-
dung 5 dargestellte Modell fasst die Beobachtungen am
Beispiel der Cellobiose zusammen. Die hydrophobe Seite

1M KCI, 1mM [Fe{CN),]’
Wasser

2

H
H
H

H

H
H
H

W

Abbildung 5. Modell der hydratisierten, immobilen Cellobiose-Schicht in hydrophoben Membranliicken a) in einer fluiden ODT-Schicht, b) in einer starren
Schicht aus amphiphilen Diamiden wie 2. Die wissrige Volumenphase mit Leitsalz und Ferricyanid mischt sich nicht mit der Hydrathiille, wohl aber dringt

das Viologen-Molekiil dort ein und wirkt als molekularer Riihrer.
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der Glucoseeinheiten wird an den hydrophoben Winden der
Membranliicke adsorbiert und durch Wasserstoffbriicken
sowie eine immobile hexagonale Hydrathiillel> ! fixiert. Eine
einzige axiale OH-Gruppe oder ein Prozent eines a-Glycosids
(Maltose) reicht aus, um den langwierigen Fixierungsprozess
der Molekiile zu storen. Das Viologenmolekiil dringt wih-
rend der zyklischen Anderung des Elektrodenpotentials in
das immobile Wasservolumen ein, weil es vom elektrischen
Feld der Elektrode angezogen wird.

Die beschriebenen, in neutralem Wasser praktisch irrever-
siblen Anlagerungsprozesse sind fiir sich neuartig und inter-
essant und konnten z.B. bei Erkennungsprozessen der
Oligosaccharide von Glycoproteinen an Membranoberfla-
chen ein Rolle spielen. Hohe thermodynamische Bindungs-
konstanten sind von Kohlenhydraten und hydrophoben
Winden in wissrigen Medien kaum zu erwarten. Das Ein-
frieren von starren Hydraten und das Auftauen durch
Membranprozesse erscheinen im Licht der hier beschriebe-
nen Befunde plausibel. Vor allem aber erlaubt die Fixierung
wasserloslicher Redoxsysteme (Tyrosin, Ascorbinsdure) in
Wasservolumen von der GréBe einiger Kubiknanometer den
Aufbau neuer supramolekularer Systeme zur photolytischen
Wasserspaltung.['®]
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Synthese von Neo-Peptidoglycanen: eine
iiberraschende Aktivitit proteolytischer
Enzyme**

Nicole Wehofsky, Reik Loser, Andrij Buchynskyy,
Peter Welzel und Frank Bordusa*

Glycosylierungen gehdren zu den héufigsten posttrans-
lationalen Modifizierungen von Polypeptiden und haben
einen groB3en Einfluss auf die Struktur, die Stabilitdt und die
biologische Aktivitdt des Tragermolekiils. Infolge ihrer Be-
teiligung an Prozessen wie der Adhision, der Differenzierung
und dem Wachstum von Zellen oder ihrer Assoziation mit
Tumorzelllinien sind Glycopeptide und ihre Analoga von
auBlerordentlichem biologischen und pharmazeutischen In-
teresse.[!l Thre Isolierung aus natiirlichen Quellen oder die
gentechnologische Herstellung fiihrt jedoch tiblicher Weise zu
Konjugaten mit verdndertem oder inhomogenem Kohlen-
hydrat-Anteil. Den Zugang zu definierten Kohlenhydrat-
Peptid-Konjugaten ermoglicht derzeit nur die Anwendung
chemischer oder chemoenzymatischer Methoden. Trotz der
Vielzahl der zur Verfiigung stehenden Synthesemethoden
stellt die Herstellung dieser Verbindungen aufgrund ihrer
Komplexitit, Hydrophilie und Sdure- und in einigen Féllen
Basenlabilitit eine grofe Herausforderung auflerhalb jegli-
cher Routine dar.?

In dieser Zuschrift wird iiber eine biokatalytische Methode
berichtet, die eine selektive Acylierung von N-Glycanen mit
Aminosduren und Peptiden ermoglicht. Wie das bereits
beschriebene Transglutaminase-Verfahrenl! erlaubt diese
die Modifizierung von Glutamin(Gln-)-Resten mit strukturell
verschiedenen Kohlenhydraten. Die Anwendung dieser Me-
thode ist jedoch nicht auf Gln beschréankt, sondern dariiber
hinaus auch auf Asparagin(Asn-)-Derivate iibertragbar.
Selbst Konjugate, deren Kohlenhydrat-Struktur an den
C-Terminus des Peptids gekniipft ist, sind durch das Ver-
fahren zugénglich. Fiir die Methode ist kennzeichnend, dass
Clostripain aus Clostridium histolyticum als Biokatalysator in
Kombination mit neuartigen Substratmimetika vom iso-Typ
als Aminosdure- bzw. Peptid-Komponente eingesetzt wird.
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