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Supramolekulare Organisation von
Oligopeptiden durch Komplexierung mit
Tensiden**

Sascha General und Markus Antonietti*

Oligopeptide sind nicht nur in der belebten Natur omni-
présent, sie sind auf Grund ihrer wohldefinierten molekularen
Struktur, ihrer stereochemischen Eigenschaften und ihrer
chemischen Funktionalitdt auch ideale Bausteine in der
molekularen Tektonik oder supramolekularen Chemiel"l fiir
den Aufbau funktionalisierter Nanostrukturen. Die Organisa-
tion solcher Bausteine kann durch Form und Komplemen-
taritit funktioneller Gruppen bestimmt werden, kann aber
auch durch Zugabe weiterer Spezies erreicht werden, die
zusitzliche schwache und gerichtete Wechselwirkungen er-
moglichen, z.B. Ubergangsmetallionen.”! Diese Art der
Chemie ist jedoch bisher auf Wasser und stark polare
organische Losungsmittel beschriankt, und ausgedehntere
Strukturen sind bisher fast ausnahmslos natiirlichen Ur-
sprungs.

Hier soll ein dazu komplementdrer Ansatz vorgestellt
werden: Mehrfach geladene, wasserlosliche Oligopeptide
werden durch die Komplexierung mit einfachen ionischen
Tensiden und Lipiden als organischen Gegenionen hydro-
phob gemacht; die resultierenden Hybridstrukturen sind in
der Lage, spontan zu komplexen supramolekularen Struktu-
ren zu aggregieren. Diese Komplexierung mit organischen
Gegenionen sollte sehr einfach sein, da bekanntermaflen
andere organische Verbindungen wie Farbstoffel* und Poly-
elektrolytel! ebenfalls mit strenger 1:1-Stochiometrie kom-
plexieren und die entstehenden Produkte aus Wasser aus-
fallen und isoliert werden konnen. Wegen des durch das
Tensid eingebrachten amphiphilen Charakters ist zu erwar-
ten, dass das polare Peptidriickgrat mit seinem Wasserstoff-
briickensystem und die hydrophoben Alkylketten in separate
Nanophasen entmischen. Die gleichzeitig erfolgende Mini-
mierung der Bindungs- und Grenzflachenenergie sorgt so fiir
strukturelle Komplexitédt und einen hohen Grad an supramo-
lekularer Ordnung.

Diese Art von Selbstorganisation ist bekannt von den
weniger gut definierten synthetischen Polyelektrolyten mit
ihrem groBeren Molekulargewicht und strukturellen Vertei-
lungen, die trotzdem hochorganisierte Polyelektrolyt-Tensid-
Komplexel®®l und Polyelektrolyt-Lipid-Komplexel”! bilden;
Ahnliches gilt fiir die durch Wasserstoffbriicken zusammen-
gehaltenen supramolekularen Komplexe von polaren Poly-
meren mit Alkylphenolen.['>] Synthetische Polypeptide aus
einer einzigen Aminosidure wie Poly-L-lysin, Poly-L-histidin
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und Poly-L-glutaminsédure wurden ebenfalls schon mit Ten-
siden komplexiert,'>"3 im Regelfall unter Erhaltung und oft
sogar Stabilisierung der typischen a-helicalen Struktur.

Anders als bei diesen einfacheren Systemen erwarten wir
fiir die strukturell variableren und chemisch einheitlichen
Oligopeptide die Realisierung neuer, ungewohnlicher Aggre-
gatstrukturen, wobei ihr niedrigeres Molekulargewicht eine
schnellere Gleichgewichtseinstellung und hohere Perfektion
der resultierenden Strukturmuster unterstiitzen sollte.

Wir mochten uns hier auf die Komplexierung eines ein-
fachen Modellpeptids, oxidiertes Glutathion oder GSSG, mit
Tensiden und Lipiden konzentrieren. Dieses H-formige
Hexapeptid ist aus zwei y-GluCysGly-Trimeren zusammen-
gesetzt, die tiber eine Disulfidbriicke verbunden sind. GSSG
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enthilt vier Carboxy- sowie zwei Aminogruppen, die je nach
pH-Wert zur Komplexbildung befdhigt sind, und ist dazu
preiswert und in grofleren Mengen erhéltlich. Glutathion hat
eine Reihe zelluldirer Funktionen: Es ist ein wichtiger
Redoxpuffer, hilt den Sulfthydryl-Zustand von Proteinen
aufrecht, ist wichtig fiir eine ganze Reihe von Entgiftungs-
reaktionen und bindet schnell an Xenobiotika.["

Die Isolierung der Komplexe erfolgt auch hier einfach
durch Fillung aus wéssriger Losung. Nach dem Waschen
finden sich nur kleinste Mengen an Natrium- und Halogen-
idionen (<0.02 Gew.-%), was auf die fast perfekte 1:1-
Komplexierung in Bezug auf die Ladungen hinweist. Die
Komplexe sind, im Gegensatz zu Peptiden, in iiblichen
organischen Losungsmitteln wie THF 16slich. In verdiinnter
Losung finden sich verhidltnisméBig groBe Aggregate, wie
schon durch dynamische Lichtstreuung erkennbar ist. Nach
dem Eintrocknen konnen diese Aggregate durch Rasterkraft-
mikroskopie (AFM) und Transmissions-Elektronenmikro-
skopie (TEM) charakterisiert werden, und man erkennt eine
interessante Uberstruktur (Abbildung 1 und 2).

Die Komplexe von GSSG mit Lipiden und Tensiden bilden
mikrometerlange, flexible Fasern, die in der Mitte gebiindelt
und nach auflen ausgefranst sind; in Abbildung 1 ist eine
TEM-Aufnahme des GSSG-Lecithin-Komplexes gezeigt (die-
ser bildet auf Grund des Fehlens von Seitenkettenkristallini-
tit besonders gut strukturierte Aggregate). Jede der Fasern ist
im getrockneten Zustand ca. 35-45 nm breit und 15 nm hoch
(siche die AFM-Bilder in Abbildung 2). Bei stdrkerer Ver-
groflerung erkennt man, dass die Fasern als linksgéingige
Spiralen mit einer Ganghohe von 40 nm und einem Gang-
winkel von 30° ausgebildet sind; die Breite des Bandes,
welches die Spirale bildet, betrdgt ca. 15 nm. All diese Gréen
liegen auch deutlich jenseits einfacher Aggregatstrukturen
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Abbildung 1. TEM-Aufnahmen des GSSG-Lecithin-Komplexes. Die Lan-
ge des weiBen Strichs entspricht 100 (a), 40 (b) und 100 nm (c).

der GSSG-Tensid-Einheiten. Wir nehmen an, dass etwa zehn
der Komplexmolekiile lateral zu einem nanoskopischen Band
aggregieren, welches sich dann — wie ein Holzspan — zu der
linksgéngigen Spirale aufwindet (Abbildung 3).
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Abbildung 2. AFM-Aufnahmen des GSSG-Lecithin-Komplexes.
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der Aggregatbildung (Niheres
siche Text).

Es ist erwdhnenswert, dass dieses so genannte Spirelli-
Motiv eine wohlbekannte Uberstruktur chiraler Tenside und
Organogelatoren ist und z. B. von modifizierten Steroiden,’!
Octylglucosiden!" und Dodecanoylserinen!'”l gebildet wird.
Beim vorliegenden System entstehen allerdings deutlich
groflere, stabilere tektonische Einheiten. Ahnliche grofere
Superhelices bestehend aus nichtnatiirlichen Peptid-Analoga
wurden auch kiirzlich von Nolte et al. beschrieben;!'%1% diese
Superhelices wurden aus Isocyanpeptiden iiber modifizierte
p-Faltblatt-Anordnungen gebildet.
Der hier vorgestellte Weg ist aller-
dings einfacher, da die sich selbst
organisierenden Einheiten wieder-
um durch einen priméren supramo-
lekularen Anlagerungsschritt aus
zwei einfachen Edukten hergestellt
werden, und der gesamte Prozess
(,,ionische Selbstorganisation*) kann
in einfacher Weise auf andere Pep-
tid- und Tensidstrukturen tibertragen
werden.

Das Verdampfen des Losungsmit-
tels bei hoheren Konzentrationen
fiihrt zu transparenten Filmen, die
flexibel, aber sehr hart sind und eine
ausgeprdgte optische Doppelbre-
chung aufweisen. Die Komplexe ha-
ben damit zufrieden stellende Mate-
rialeigenschaften und sind z.B. viel
hérter als die reinen Tensidstruktu-
ren oder auch entsprechende Peptid-
filme. Die Nanostruktur dieser Filme
wurde durch Rontgenkleinwinkel-
streuung (SAXS) charakterisiert
(Abbildung 4).
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Abbildung 4. SAXS-Diffraktogramm  des  GSSG-Lipid-Komplexes.
Schwarze Kurve: 60°C, rote Kurve: 25°C. Die k-i-Analyse ergab: k =1.5,
=17

Die Filme sind offensichtlich auf der Nanoskala hoch
geordnet. Das SAXS-Diffraktogramm des GSSG-Lipid-Kom-
plexes (zwei Lipidmolekiile pro GSSG-Einheit) ist mit einer
lamellaren Struktur im Einklang, die sich aus Doppelschichts-
tapeln mit einem gegenseitigen Abstand von 4.76 nm zusam-
mensetzt. Ein Satz von drei weiteren Peaks, von denen zwei
sogar vor dem Hauptpeak auftreten, zeigt jedoch, dass die
Elementarzelle doppelt so grof3 wie der lamellare Wieder-
holungsabstand ist. Dies muss als eine Uberstruktur auf den
Doppelschichtlamellen interpretiert werden. Aus Abschit-
zungen der molekularen Volumina und der quantitativen
Bestimmung der Grenzfliche und Kriimmung pro Elemen-
tarzelle aus den SAXS-Messungen (mittels des k-i-Ansat-
zes?Y) ergibt sich, dass eine so genannte Tagliatelle-Phase
(eine gestort hexagonale Anordnung von eindimensionalen
Kanélen in den Lamellen mit ABA-Symmetrie, wie in
Abbildung 5 gezeigt) im Einklang mit allen experimentellen
Beobachtungen ist.

Der Bezug zur Losungsstruktur ist offensichtlich: Es ist
eine dhnliche bandartige Anordnung, die sich in verdiinnter
Losung zu einer Spirale aufwindet und im festen Film zu einer
geschichteten lyotropen Phase packt. Ein dhnliches Struktur-
motiv wird auch fiir den Komplex mit dem synthetischen
Tensid gefunden. Da hier jede GSSG-Einheit vier Tensidmo-

Abbildung 5. ,, Tagliatelle“-Phase.
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lekiile bindet (statt zwei Lipide), treten allerdings kleinere
Unterschiede der Uberstruktur auf.

DSC-Messungen ergaben, dass beide Komplexmaterialien
kristalline und fliissigkristalline Uberginge aufweisen. Zum
Beispiel wurde ein breiter Ubergang bei ungefihr 60-80°C
fiir den GSSG-Lecithin-Komplex gefunden, welcher anhand
der Erhaltung der Doppelbrechung oberhalb dieses Tempe-
raturbereichs als LC-Ubergang identifiziert wird. Dieser
Ubergang entspricht, wie durch SAXS gezeigt, dem ,,Schmel-
zen“ der Anordnung der Kanile, d.h., oberhalb dieses
Bereiches sind die Kanéle statistisch auf den Lamellen
verteilt. Die Proben kldren erst bei ca. 250°C, was wir dem
Aufbrechen der Peptid-Subphase zuordnen; gleichzeitig setzt
bei dieser Temperatur jedoch die langsame Zersetzung der
Probe ein.

Zusammenfassend kann festegestellt werden, dass die
einfache Komplexierung eines Modellpeptids mit entspre-
chenden Tensiden zu Spezies fiithrt, die in organischen
Losungsmiteln 16slich sind und die — vermutlich iiber eine
Kombination von Polaritétseffekten, Packung und die Aus-
bildung von Wasserstoffbriicken — zu komplizierten, doch
wohldefinierten Uberstrukturen und lyotropen Phasen wei-
teraggregieren. Somit liegt es in der Hand des Chemikers,
zumindest drei verschiedene Stufen eines hierarchischen
Ordnungsprozesses zu kodieren, wobei auf jeder strukturellen
Hierarchieebene eine unterschiedliche Art von Selbstanord-
nung zum Zuge kommt: ionische Selbstorganisation zur
Ausbildung der eigentlichen tektonischen Einheit, Wasser-
stoffbriickenbindungen zum Aufbau der sekundédren Bénder
und amphipolare Organisation fiir die endgiiltige Nanopha-
sen-Struktur.

Experimentelles

Synthese der GSSG-Tensid-Komplexe: GSSG (Sigma), Dimethyldiocta-
decylammoniumchlorid (DOAC, Fluka) und Sojalecithin ,,Lipopur* (Lec,
Lucas Meyer Co) wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt. Alle
Losungen wurden mit entionisiertem Wasser (R>18 MQ) und THF
(HPLC-Qualitdt, Sigma) angesetzt. Fiir die Herstellung der 1:1-Komplexe
wurden 2 Aquiv. Lecithin der 50 mm wissrigen Stammldsungen zu 1 Aquiv.
GSSG gegeben (beide Losungen auf pH 2 eingestellt). Nach 24 h Reifung
wurde der erhaltene Niederschlag abzentrifugiert und dreimal mit 30 mL
Wasser (pH 2.0) gewaschen, um jegliche nicht gebundenen Spezies zu
entfernen.

Zur Komplexierung der anionischen Stellen des GSSG mit DOAC wurden
4 Aquiv. DOAC zu 1 Aquiv. GSSG-Stammldsung gegeben, beides auf
pH 10.0 eingestellt. Der direkt erhaltene Niederschlag wurde zentrifugiert
und dreimal mit 30 mL Wasser (pH 10.0) zur Entfernung der nicht
gebundenen Spezies gewaschen. Beide Komplexe wurden dann in THF
gelost; aus dieser Losung konnten direkt Filme gegossen werden. Die
Filme wurden abschlieend unter Vakuum getrocknet.

Rontgenkleinwinkelstreuung wurde mit einem Gerét der Firma Nonius mit
einer rotierenden Anode (P=4kW, Cug,) und mit Punktfocus aufgen-
ommen. Digitale Bildplatten wurden in einem Probenabstand von 40 cm
montiert, was einen Bereich des Streuvektors zwischen s=0.05 und
1.6 nm~!' (s=2sin/4, Streuwinkel 2 6, 1 =0.15418 nm) zugénglich macht.
Die Streudiagramme wurden 24 h aufsummiert, um den Rauschpegel
niedrig zu halten und geniigend hohe Streuintensitdten auch in den
Peakzwischenrdumen zu erhalten, was fiir die quantitative Auswertung
notig ist. Die zweidimensionalen Streubilder wurden eindimensional radial
gemittelt.

Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) wurde mit einem Zeiss-912-
Omega-Geridt bei 120 kV durchgefiihrt. Die verdiinnten kolloidalen
Losungen wurden auf Kupfergitter (400 mesh) mit Kohlenstofffilm auf-
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gebracht und getrocknet; es wurde keine weitere Kontrastierung vorgen-
ommen. DSC-Messungen wurden mit einem Netzsch-DSC-200-Gerit bei
10 Kmin~! unter Anwendung zweier Heizldufe und eines Kiihlungslaufs
durchgefiihrt. Rasterkraftmikroskopie (AFM) wurde mit einem Nano-
Scope-I1Ia-Gerit (Digital Instruments, Santa Barbara, USA) im Klopfmo-
dus durchgefiihrt. Das Gerdt war mit einem 10 x 10-um-E-Scanner und
kéduflichen Silicium-Spitzen (Typ TESP, Kraftkonstante 50 Nm~!, Re-
sonanzfrequenz 300 kHz, Spitzenradius < 20 nm) ausgestattet. Die Proben
wurde prépariert, indem man ein Trépfchen einer THF-Losung (0.01 %
w/w) auf einer frisch préiparierten Goldoberfliche trocknen lief.

Eingegangen am 27. Januar 2002 [Z18985]
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Ein Modellnucleosid fiir die
Elektroneninjektion in die DNA: 5-Pyrenyl-2'-
desoxyribose**

Nicole Amann, Evgeni Pandurski, Torsten Fiebig*
und Hans-Achim Wagenknecht*

Ladungstransferreaktionen durch die DNA wurden in den
vergangenen 15 Jahren intensiv untersucht.!l Es ist wichtig
hervorzuheben, dass in den meisten dieser Experimente der
oxidative Lochtransfer beobachtet wurde. Der reduktive
Elektronentransfer (ET) wiederum findet gegenwirtig eine
breite Anwendung in der DNA-Chip-? und Nanotechno-
logie,’l ohne dass der zugrundeliegende Mechanismus dieser
Art des Ladungstransfers verstanden wird. Kiirzlich beschrie-
ben Carell et al. die Reparatur von Thymin-Thymin-Dimeren
durch ein raumlich entferntes Flavinderivat, das als artifizielle
Base in die DNA eingebaut war.! Spektroskopische Mes-
sungen mit diesem System wurden nicht publiziert. Trotzdem
wurde die Spaltung des Thymin-Thymin-Dimers als chemi-
sche Folgereaktion eines reduktiven ET durch den DNA-
Basenstapel interpretiert. Bis heute gibt es keine brauchbaren
DNA-Systeme fiir die zeitaufgeldste spektroskopische Unter-
suchung des reduktiven ET durch die DNA.

In dieser Zuschrift wollen wir die Synthese und die pH-
abhéngige spektroskopische Untersuchung des ET in dem
Nucleosid 5-Pyrenyl-2'-desoxyuridin (PydU, 1) als Modell-
system vorstellen. Pyrenderivate wurden bereits zuvor von
Kool etal. als artifizielle DNA-Basen verwendet.’] Wir
wihlten einen anderen strukturellen Ansatz, bei dem der
Pyrenylsubstituent mit der Nucleobase Uracil (bzw. Thymin)
kovalent verkniipft ist. Die Anregung der Pyreneinheit bei
340 nm fiihrt zu einem intramolekularen ET, bei dem das
entsprechende Uracil-Radikalanion und das Pyrenyl-Radi-
kalkation entstehen (Py*-dU~). Dieser Ladungstransfer
wurde bereits zuvor von Netzel et al. nachgewiesen.[! Unter
Beriicksichtigung des Reduktionspotentials von 1.52V (vs.
Normalwasserstoffelektrode) fiir das Py*/Py-Redoxpaarl’]
und E,,=3.25 eV ist die Triebkraft AG dieses ET-Prozesses
maximal —0.5 eV, wenn man ein Potential von —1.2 V fiir das
dU/dU"~-Redoxpaar® zugrunde legt. Der Betrag |AG|
erscheint jedoch zu hoch, wenn man neuere Femtosekun-
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