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Seit der Entdeckung von Kohlenstoffnanorshren!! steigt das
Interesse an organischen Rohrenstrukturen mit sehr kleinen
Dimensionen. Damit wichst auch die Zahl der moglichen
Anwendungen dieser Strukturen in den Bereichen Mikro-
elektronik,?3 Separationstechnik® und Biomedizin® stin-
dig. Immer mehr dieser organischen Nanoréhren und -fasern
werden dabei durch so genannte Bottom-up-Strategien her-
gestellt.”) Interessante Beispiele sind die Selbstorganisation
von amphiphilen Molekiilen (niedermolekularen Lipiden,”
di-® tri-! und Coil-Ring-Coil*-Blockcopolymeren), Folda-
mere!!! und die Selbstorganisation von cyclischen Peptiden
zu ,,Peptidnanorohren® .24

Cyclische Peptide aus einer gleichen Zahl von alternie-
renden D- und L-Aminosduren zeigen ein ausgeprigtes Ver-
halten zur Selbstorganisation in rohrenartigen Strukturen, die
aus einer sehr groen Zahl an wasserstoffverbriickten mole-
kularen Bausteinen bestehen.>¥ Aufgrund ihrer Design-
Prinzipien liegen diese cyclischen Peptide in einer flachen
Konformation vor, in der alle Amidgruppen senkrecht zur
Molekiilebene liegen und mit anderen Ringen unter bevor-
zugter Bildung einer antiparallelen p-Faltblattstruktur wech-
selwirken konnen.™ Die gewihlte Konfiguration der Ami-
nosduren fiihrt dazu, dass alle Seitenketten nach aufBen
zeigen, wobei ein Hohlraum im Rohreninnern entsteht,
dessen Abmessungen allein durch die Zahl der Aminosduren
in den cyclischen Peptiden definiert sind und dessen Ober-
flichenchemie von den Seitenkettenfunktionen bestimmt
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wird. Abhingig von der implementierten Seitenkettenfunk-
tion liegen diese Rohren als Einzelrohren oder in Form
dreidimensionaler Aggregate vor.l'"!

Seit den ersten Arbeiten von Ghadiri und Mitarbeitern
konnten bereits mégliche Anwendungen dieser Peptidnano-
rohren als neuartige Antibiotikal'” oder artifizielle Tonenka-
nile!™ aufgezeigt werden. Die Verwendungsmoglichkeiten
dieser Nanorohren werden dabei durch deren Oberfldchen-
chemie bestimmt. Diese kann, wie durch Ghadiri und Mitar-
beiter gezeigt,'> ' durch die Synthese cyclischer Peptide mit
unterschiedlichen Sequenzen eingestellt werden. Eine weite-
re interessante Strategie zur Steuerung der Oberfldchenei-
genschaften dieser Peptidrohren ist die Anbindung von
synthetischen Polymeren an die selbstorganisierten Struktu-
ren, wodurch die Peptidrohre von einer Polymerhiille umge-
ben wird. In diesem Fall wird die Struktur des resultierenden
Hybridmaterials sowohl von den Peptid-Grundbausteinen als
auch von der Polymerhiille beeinflusst, und die Oberfldchen-
chemie sollte sich durch die Wahl unterschiedlicher Polymere
einstellen lassen.

Die Organisation von Peptidinitiatoren zu Peptidrohren
mit einer anschlieBenden oberflicheninduzierten Polymeri-
sation auf der Peptidrohre kann eine neue Moglichkeit zur
Herstellung einer groen Zahl unterschiedlicher Hybridma-
terialien bieten, die durch die Verwendung rein synthetischer
Polymersysteme nicht einfach zu erhalten sind. Ein interes-
santer Aspekt dieser Strategie ist, dass dabei eine definierte
Strukturinformation von einem biologischen Modul auf ein
synthetisches Polymer iibertragen werden kann (und umge-
kehrt).

Andere Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass
modifizierte Peptide als Polymerisationsinitiatoren eingesetzt
werden konnen, wodurch synthetische Polymere kovalent an
die jeweiligen Peptide gebunden werden.'*?!! In diesem
Zusammenhang wurden zum Beispiel modifizierte Peptide
als Initiatoren bei der Nitroxid-initiierten, kontrollierten
radikalischen Polymerisation'”! und bei Atomtransferpoly-
merisationen (ATRP) eingesetzt.[*"2!]

In unserer Arbeit nutzen wir die oben beschriebene
Fihigkeit cyclischer Peptide, sich spontan zu definierten
Strukturen zusammenzulagern. Diese Bausteine werden an-
schlieBend zur Herstellung neuartiger Peptid-Polymer-Hy-
bridnanordhren verwendet. Unsere Strategie ist in Abbil-
dung 1 dargestellt. Zunichst wird ein cyclisches Peptid, das
aus acht Aminosduren mit alternierender D- und L-Konfigu-
ration besteht, synthetisiert und an bestimmten Seitenketten-
funktionen mit Initiatorgruppen versehen. Diese sollen spéter
als Starter fiir eine kontrollierte radikalische Polymerisation
(ATRP) eingesetzt werden. Die so hergestellten cyclischen
Peptidinitiatoren organisieren sich analog zu den oben be-
schriebenen cyclischen Peptiden in Form von Nanorohren,
und eine anschlieende oberflaicheninduzierte Polymerisati-
on von N-Isopropylacrylamid (NIPAM) in wissriger Disper-
sion fiihrt zu Peptid-Polymer-Hybridnanorohren; bei dieser
neuen Klasse von polymeren Hybridnanostrukturen ist das
synthetische Polymer in Form einer Hiille kovalent an einen
Kern gebunden, der aus einer Peptidrohre besteht.

Der cyclische Peptidinitiator wird in reiner Trifluoressig-
sdure (TFA) gelost; anschlieBend wird langsam die Wasser-

[12]
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Synthese von Peptid-Polymer-Hybridnanorshren. Ein cyclisches Peptid mit Polymerisationsinitiatoren
in bestimmten Seitenketten organisiert sich spontan zu Peptidinitiatorréhren, die die Initiatorgruppen ausschliefRlich auf ihrer Aulenfliche tragen.
Eine anschlieRende oberflicheninduzierte Polymerisation in Gegenwart von NIPAM-Monomer umbhiillt den Peptidréhrenkern mit einer kovalent

gebundenen PNIPAM-Hiille.

konzentration in der Losung erhoht, wobei sich das Peptid in
Form von Nanorohren organisiert. Die Nanorohren konnen
durch einfaches Zentrifugieren und Waschen mit reinem
Wasser isoliert und dann hinsichtlich ihrer chemischen Iden-
titat, der Oberflichenchemie, der internen Struktur und der
Morphologie charakterisiert werden. FTIR-spektroskopi-
schen Untersuchungen zufolge besteht die innere Struktur
der Peptidinitiatorrohren aus dicht gepackten Peptiden und
baut sich in Form einer p-Faltblattstruktur durch intermole-
kulare Wasserstoffbriicken auf.”” Das Rontgenphotoelektro-
nenspektrum einer Probe dieser Peptidinitiatorrohren zeigt
das Vorhandensein von Brom, eine Grundvoraussetzung fiir
den spiteren Einsatz als ATRP-Initiatoren.”? Die Morpho-
logie der Peptidinitiatorrohren kann mit Rasterkraftmikro-
skopie (AFM) und Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) untersucht werden. In Abbildung 2 ist exemplarisch
ein Ensemble von Peptidinitiatorrohren auf einem Silicium-
wafer gezeigt. Hier wurden die Peptidinitiatorrohren aus
wissriger Dispersion auf den Wafer aufgetragen (Drop-Cast-
Verfahren) und getrocknet. In der AFM-Aufnahme erkennt
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man sowohl Einzelrohren als auch zweidimensionale Aggre-
gate. Die mittlere statistische Hohe der Peptidinitiatorrohren
liegt bei 1.7 + 0.2 nm (Abbildung 2¢). Die Lénge der Peptid-
initiatorrohren liegt zwischen 100 und 500 nm. Beide Werte
sind konsistent mit experimentellen und theoretischen Studi-
en zu Peptidnanordhren, die aus acht alternierenden D- und
L-Aminosiuren bestehen.'! Die Hohe der faserartigen Ag-
gregate, wie sie in Abbildung 2 gezeigt sind, entspricht exakt
der Hohe der Einzelrohren, was darauf schlieBen ldsst, dass
diese Strukturen erst wéhrend des Trocknungsvorgangs auf
der Oberfldache entstehen. Ein eindeutiger Beleg hierzu steht
allerdings noch aus.

Die Peptidinitiatorrohren werden in einer Mischung aus
Wasser, Monomer und Polymerisationsadditiven dispergiert,
und eine oberflicheninduzierte ATR-Polymerisation bei
Raumtemperatur wird gestartet. Als Monomer wurde
NIPAM verwendet, da es eine nicht toxische Polymerhiille
um die Peptidrohren aufbaut, die zudem {iiber interessante
physikalische Eigenschaften verfiigt (z.B. eine untere Kriti-
sche Losetemperatur (LCST)). Nach einer bestimmten Poly-
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Abbildung 2. Charakterisierung der selbstorganisierten Peptidinitiator-
nanordhren: a) AFM-Aufnahme (Skala: 2 um; Hohe: 5 nm) der Peptid-
réhren, adsorbiert auf einem Siliciumwafer; b) Hohenprofil, markierte
Positionen: siehe (a); c) Hohenverteilung aus der statistischen Analyse
von adsorbierten Peptidréhren (relative Hiufigkeit A als Funktion der
gemessenen Héhe h).

merisationszeit werden die hergestellten Peptid-PNIPAM-
Hybridnanorohren abgetrennt und mehrmals mit Wasser
gewaschen. Dies ermoglicht eine einfache Entfernung von
rein physisorbierten Polymermolekiilen, die durch die Uber-
tragung eines auf der Oberfliche wachsenden Radikals auf
ein Monomer in Losung entstehen konnen.

Abbildung 3b zeigt eine AFM-Aufnahme der hergestell-
ten Peptid-PNIPAM-Hybridnanorohren auf einem Silicium-
wafer (die Probe wurde erneut durch einfaches Auftropfen
und Trocknen erhalten). Zunéchst kann festgestellt werden,
dass keine zweidimensionalen Aggregate mehr zu finden sind
— stattdessen findet man einzelne Objekte mit einer stabfor-
migen Gestalt. Die statistische Analyse ihrer Struktur ergibt
eine Liange von 80+20 nm und eine Hohe von 12+3 nm
(Abbildung 3¢ und d). Die Querschnittsanalyse einer einzel-
nen Rohre zeigt, dass die Polymerhiille das Peptidassemblat
in sehr homogener Weise umgibt. Das Vorhandensein des
PNIPAM-Polymers kann FTIR-? und NMR-spektrosko-
pisch nachgewiesen werden. Eine Analyse der Amidbanden
im FTIR-Spektrum zeigt zudem das Vorliegen einer internen
B-Faltblattstruktur.”? SchlieBlich zeigt das AFM-Phasenbild
(Abbildung 3a) einen schwarzen Schatten, der die stabfor-
migen Objekte umgibt. Dies ist ein weiterer Hinweis auf das
Vorhandensein einer weichen Polymerhiille, die den hirteren
(Peptid-)Kern umgibt.

Zum Nachweis der kovalenten Anbindung der PNIPAM-
Ketten auf den Peptiden wurden Kontrollexperimente durch-
gefiihrt: Hierzu wurde freies PNIPAM-Polymer mit Peptid-
nanorohren ohne Initiatorfunktionen auf der Oberfldche
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Abbildung 3. Charakterisierung der Peptid-PNIPAM-Nanoréhren:
a) AFM-Phasenbild (Skala: 2 um) der Peptid-Polymerréhren, adsorbiert
auf einem Siliciumwafer; zusitzlich ist ein Detailausschnitt aus dem
Phasenbild gezeigt (Skala: 0.8 um); b) AFM-Aufnahme (Topographie,
Skala: 2 um; Héhe: 50 nm); c) relative Haufigkeit A als Funktion der
Linge | und d) der Héhe h aus der statistischen Analyse von adsorbier-
ten Peptid-Polymerréhren; e) AFM-Aufnahme (Skala: 0.5 pm, Hohe:
25 nm) und f) Querschnittsanalyse (markierte Positionen: siehe (e))
einer einzelnen Pepid-PNIPAM-Nanoréhre.

gemischt (Abbildung 4a zeigt das hierzu verwendete cycli-
sche Peptid). Da das freie Polymer in diesem Fall nur
physikalisch auf den Peptidrohren abgeschieden wurde,
kann es durch einfache Extraktion mit Wasser sehr leicht
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Abbildung 4. a) Schematische Abbildung des cyclischen Peptids (CPB), das zur Durchfiihrung von Referenzexperimenten synthetisiert wurde. Das
Peptid lagert sich zu Peptidnanorshren zusammen, die anschlieRend mit freiem PNIPAM gemischt, auf einem Siliciumwafer vor und nach einer
Extraktion mit Wasser adsorbiert und mittels AFM visualisiert werden: b) AFM-Aufnahme (Skala: 5 pm, Hohe: 35 nm) und Querschnittsanalyse
von Polymer-CPB-Nanorshren auf einem Siliciumwafer vor und c) nach der Extraktion mit Wasser.

und vollstindig wieder abgelost werden, was mit AFM-
Untersuchungen vor und nach der Extraktion eindeutig
nachgewiesen wurde. Dies ist ein Beleg dafiir, dass die oben
beschriebenen Peptid-PNIPAM-Nanorshren aus kovalent
verbundenen Peptid-Polymer-Hybridbausteinen bestehen.
Die hier vorgestellte Strategie ermoglicht die Synthese
von Peptid-Polymer-Hybridnanorohren, bei denen die Struk-
tur im Wesentlichen durch das selbstorganisierte Peptid und
die Oberflichenchemie durch das synthetische Polymer do-
miniert wird. Mithilfe der Rasterkraftmikroskopie konnen
wir zeigen, dass die PNIPAM-Ketten den ,biologischen*
Kern sehr homogen umgeben und wegen der kovalenten
Anbindung an die Pepidnanorchre auch nicht durch einfache
Losungsmittelextraktion entfernt werden konnen. Neben den
Peptiden ist die interne Struktur der angebundenen Polymer-
hiille ein entscheidender Parameter, der die Gesamtstruktur
der Hybridmaterialien sehr stark beeinflussen kann. Die
innere Struktur wird insbesondere durch die Molmasse, die
Pfropfdichte und somit durch die Konformation der Ketten
beeinflusst. Die Molmasse der angebundenen Ketten sollte
sich iiber die verwendeten Polymerisationsbedingungen (z.B.
Monomerkonzentration, Polymerisationszeit) einstellen
lassen, die Pfropfdichte iiber die Verdiinnung der Initiator-
konzentration auf der Oberfliche der Peptidnanorohren;
entsprechende systematische Studien werden zurzeit durch-
gefithrt. AbschlieBend soll noch angemerkt werden, dass sich
mit steigender Molmasse und hoher Pfropfdichte auf den
Peptidrohren die angebundenen Ketten sehr stark strecken
miissen. Diese Streckung kann zu starken repulsiven Kriften
zwischen den Makromolekiilen auf der Oberfldche fiithren.
Falls diese Krifte schlieBlich stirker werden als die Kraft, mit
der zwei benachbarte Peptidringe zusammengehalten
werden, so wiirde man ein Auseinanderbrechen der Aggre-
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gate erwarten — dies konnte die Moglichkeit bieten, auch die
Lénge der gezeigten Strukturen einzustellen.

Experimentelles

Die cyclischen Peptide wurden nach Standardvorschriften (Fmoc-
Chemie; Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl) an einer festen Phase
synthetisiert. Die Cyclisierung des Octapeptids (HOOC-L-Asp-
(OAll)-[p-Ala-L-Lys(Mtt)]-D-Ala-NH,) und die Modifizierung der
Lysinseitenketten wurden direkt auf der festen Phase durchgefiihrt
(All=Allyl, Mtt=4-Methyltrityl). Die cyclischen Peptide wurden
anschlieend von der Festphase abgespalten und durch Rekristalli-
sation aus TFA/Wasser und priaparative HPLC (RP-C18; Acetonitril/
Wasser-Gradientenelution) gereinigt. Die Charakterisierung erfolgte
mit ESI-Massenspektrometrie sowie FTIR- und NMR-Spektrosko-
pie.?

Die Polymerisationen wurden in wéssriger Dispersion dhnlich zu
einer kiirzlich erschienenen Vorschrift von Kizhakkedathu et al.
durchgefiihrt.”! In Kiirze: Monomer, Losungsmittel und HMTETA
(HMTETA =1,1,4,7,10,10-Hexamethyltriethylentetramin) ~ wurden
gemischt und durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen im
Vakuum entgast. AnschlieBend wurde das noch gefrorene Gemisch
mit Cu', Cu" und Cu’ versetzt und langsam aufgetaut. Die assem-
blierten Peptidinitiatorréhren wurden in wissriger Losung (entgast)
dispergiert und zum Reaktionsgemisch gegeben. Die Polymerisation
wurde bei 20 £ 0.1°C unter Inertgasatmosphire durchgefiihrt. Nach
90 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von weiterem Lo-
sungsmittel und Cu" in starkem Uberschuss abgebrochen. Das
Molverhéltnis von Monomer/Initiator betrug 200:1, und der Umsatz
betrug zu diesem Zeitpunkt ca. 0.7 (bestimmt durch HPLC). Nach
dieser Polymerisationszeit liegen die Peptid-Polymer-Hybridmateria-
lien noch als dispergierte Phase in dem Reaktionsgemisch vor,
wodurch die Aufarbeitung relativ einfach durch wiederholtes Extra-
hieren mit reinem Wasser und anschlieendes Trocknen geschehen
kann. Durch die Losungsmittelextraktion wird gleichzeitig auch
eventuell physisorbiertes PNIPAM von den Materialien entfernt.

Angew. Chem. 2005, 117, 3361-3365


http://www.angewandte.de

Fiir das Referenzexperiment wurde ein weiteres cyclisches Peptid
synthetisiert, und aus diesem wurden in analoger Weise Peptidnano-
rohren assembliert. Diese Peptidrohren wurden mit freiem PNIPAM
in wissriger Dispersion gemischt und die Peptidrohren anschlieBend
durch AFM vor und nach einer Extraktion mit reinem Wasser
visualisiert.
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