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Lichtgesteuerte molekulare Erkennung und Adhision von Vesikeln**

Siva Krishna Mohan Nalluri und Bart Jan Ravoo*

Eine der wesentlichsten Aufgaben der Chemie ist die Nach-
bildung von biologischen Systemen durch wohldefinierte su-
pramolekulare Strukturen mit dynamischen und adaptiven
Eigenschaften. Zahlreiche Veroffentlichungen haben bereits
gezeigt, dass durch die gezielte Kombination von orthogo-
nalen Wechselwirkungen hochentwickelte Materialien und
Oberflichen erhalten werden konnen, die durch duBere
Reize steuerbar sind.! Weiterhin wurde dargelegt, dass die
molekulare Erkennung und Wechselwirkung zwischen syn-
thetischen Vesikeln mit Doppelschichtmembranen als viel-
seitiges Modellsystem fiir die Erkennung, Adhésion und
Fusion von biologischen Zellmembranen dient.>¥ Das
oberste Ziel dieses Forschungsfeldes ist die Semisynthese von
Gewebe mithilfe von supramolekularen Materialien, d.h. die
Entwicklung von adaptiven Materialien auf der Grundlage
von selbstorganisierten Kompartimenten. In dieser Arbeit
wird die photoinduzierte Isomerisierung eines difunktionel-
len nichtkovalenten Linkermolekiils als Trigger verwendet,
um die molekulare Erkennung und Adhésion von Vesikeln
herbeizufiihren und aufzulosen. Nach unserer Kenntnis ist ein
solches photoreaktives supramolekulares System bisher bei-
spiellos.

Das vorgestellte photoreaktive supramolekulare System
basiert auf der Wirt-Gast-Wechselwirkung von Azobenzolen
mit Vesikeln bestehend aus amphiphilen Cyclodextrinen
(CDs).P! Azobenzole sind eine Klasse von bekannten photo-
reaktiven Verbindungen, die durch lichtinduzierte Anregung
reversibel isomerisieren konnen. Die Isomerisierung erfolgt
bei 350 nm von trans nach cis und bei 455 nm von cis nach
trans. Aufgrund ihrer Photoisomerisierung sind Azobenzole
die molekulare Grundlage fiir eine Vielzahl von lichtsensiti-
ven supramolekularen Materialien,” darunter auch photo-
reaktive Vesikel.”! Dariiber hinaus ist die Gast-Wechsel-
wirkung der Azobenzole mit einem CD-Wirt lichtreaktiv:
Das stabformige trans-Isomer bildet einen stabilen Ein-
schlusskomplex mit a-Cyclodextrin (a-CD) und B-Cyclodex-
trin (§-CD), wihrend das gekriimmte cis-Isomer nicht in die
Kavitdt der Cyclodextrine passt. Ferner wurde der lichtge-
steuerte Einschluss von Azobenzolen in CDs zur Herstellung
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von lichtreaktiven Hydrogelen,”! Micellen und Vesikeln,®!
Ionenkanilen,” Oberflichen!™ und Wirkstofftransportern
verwendet.'!

In dieser Arbeit wird die lichtreaktive Wechselwirkung
von Vesikeln bestehend aus den amphiphilen CDs 1a und 1b
mit den difunktionellen Gastmolekiilen 2 und 3 untersucht
(Abbildung 1 A). Die amphiphilen Molekiile a-CD 1a und f3-
CD 1b wurden nach bekannter Methode hergestellt.?>d
Durch Extrusion in einer Pufferlésung bei pH 7.4 wurden
daraus unilamellare CD-Vesikel mit einem Durchmesser von
ca. 100 nm erhalten.”) Die Synthese der Gastmolekiile 2 und 3
ist in den Hintergrundinformationen beschrieben. Die ana-
lytischen und spektroskopischen Daten fiir 2 und 3 stimmen
mit ihrer molekularen Struktur iiberein. Gastmolekiil 2 ist ein
homodifunktionelles nichtkovalentes Linkermolekiil, das
zwei identische supramolekulare Bindungsstellen trégt,
namlich zwei Azobenzolgruppen, die Einschlusskomplexe
mit a-CD und B-CD bilden. Die Bildung des Wirt-Gast-
Komplexes von 2 sollte lichtreaktiv sein, da lediglich das
trans-Azobenzol ein passender Gast fiir a-CD und p-CD ist,
wihrend das cis-Azobenzol nicht in die Kavitét passt. Daher
kann 2 zwei a-CD- oder 3-CD-Molekiile binden, wenn es in
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Abbildung 1. A) Strukturen der Wirtmolekiile 1a und 1b und Gastmo-
lekiile 2 und 3. B) Lichtreaktive Einschlusskomplexe von 2 in a-CD und
B-CD.

. WWILEY )
! InterScience*

Chemie

5499


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201001442

Zuschriften

5500

der trans-Form vorliegt, aber nicht in der cis-Form (Abbil-
dung 1B). Das Gastmolekiil 3 ist ein heterodifunktionelles
nichtkovalentes Linkermolekiil das zwei verschiedene su-
pramolekulare Bindungsstellen tréagt: eine Azobenzolgruppe,
die Einschlusskomplexe mit a-CD und -CD bildet, und eine
tert-Butylbenzolgruppe, die ausschlieBlich Einschlusskom-
plexe mit $-CD bildet (nicht aber mit a-CD, dessen Kavitét zu
klein fiir die fer-Butylbenzolgruppe ist). Die Bildung des
Wirt-Gast-Komplexes von 3 sollte demnach teilweise licht-
reaktiv sein, da nur das trans-Azobenzol ein geeigneter Gast
fiir die CDs ist, wihrend das cis-Azobenzol keine Wirt-Gast-
Wechselwirkung eingeht. Demzufolge kann 3 zwei CD-Mo-
lekiile binden, wenn es in seiner trans-Form vorliegt und nur
eines (B-CD) in seiner cis-Form.

Die Wechselwirkung der CD-Vesikel bestehend aus 1a
und 1b jeweils mit dem homodifunktionellen Gast 2 und dem
heterodifunktionellen Gast 3 wurde durch Messung der op-
tischen Dichte bei 600nm (OD600)'? und dynamische
Lichtstreuung (DLS) untersucht. Bei einer CD-Konzentrati-
on von 30 um ist OD600 kleiner als 0.05. Bei der Zugabe von
trans-2 oder trans-3 (15 pm) zu den Vesikeln von $-CD 1b
(30 um) steigt OD600 von ca. 0.05 auf ca. 0.5 innerhalb von
30 min (Abbildung 2 A). GeméiB DLS erhoht sich die mittlere
PartikelgroBe auf tiber 1000 nm (Abbildung 2B). Diese Be-
obachtungen weisen darauf hin, dass sowohl trans-2 als auch
trans-3 eine schnelle Aggregation und Adhésion der Vesikel
von 1b verursachen. Es ist daher anzunehmen, dass beide

Linkermolekiile trans-2 und trans-3 Wirt-Gast-Einschluss-
komplexe mit der Oberfliche der CD-Vesikel bilden und die
Vesikel unter Bildung von mehreren intervesikuldren nicht-
kovalenten Bindungen zusammenkleben (,,supramolekularer
Kleber). Diese Hypothese wird zusétzlich durch die Tatsa-
che bestitigt, dass die Aggregation und Adhésion der Vesikel
von 1b in Gegenwart von jeweils trans-2 oder trans-3 bei
Zugabe eines Uberschuss (10 mm) an a-CD oder B-CD sofort
riickgéingig gemacht wird: Das Uberangebot an Wirtmole-
kiilen in Losung fiihrt zur Dissoziation der Wirt-Gast-Kom-
plexe auf der Vesikeloberfliche (siehe Hintergrundinforma-
tionen).

Die Geschwindigkeit und das Ausmaf3 der Vesikelaggre-
gation sind konzentrationsabhéngig: Bei Zugabe von weniger
trans-2 oder trans-3 (10 um anstatt von 15 pm) zu den CD-
Vesikeln dauert es langer bis eine maximale OD600 erreicht
wird. Durch die Zugabe von cis-2 oder cis-3 (15 pm, erhalten
aus trans-2 und trans-3 durch 4 min Bestrahlung bei 350 nm)
zu den Vesikeln von 1b (30 um) bleiben sowohl OD600 als
auch der mittlere Vesikeldurchmesser (ca. 100 nm) konstant.
Diese Beobachtungen belegen, dass cis-2 und cis-3 keinerlei
Aggregation der Vesikel von 1b verursachen. Dies wird als
weiterer Beweis fiir die durch Bildung von Wirt-Gast-Kom-
plexen gesteuerte Aggregation und Adhésion der Vesikel von
1b gewertet, da nur trans-Azobenzole (nicht cis-Azobenzole)
Einschlusskomplexe mit $-CD bilden.

Die bemerkenswerten Unterschiede zwischen dem trans-
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Wie in Abbildung2C
und D gezeigt, findet
eine solche Photoiso-
merisierung leicht statt
und resultiert in einer
reversiblen photoindu-
zierten Aggregation
und Deaggregation der
Vesikel. Dies geschieht
durch die Bestrahlung
bei 350 nm (um cis aus
trans zu erhalten) ge-
folgt von einer Be-
strahlung bei 455 nm
(um trans aus cis zu er-
halten). Die Umkehr-
barkeit der photoindu-

100 1000
GroBe / min

10000

0 i 2 3 4 5 0
Zyklenzahl

Abbildung 2. Lichtgesteuerte Aggregation der Wirtvesikel von 1b durch die Gastmolekiile 2 und 3. A) Zeitabhingi-
ge Messung der OD600. B) GrofRenverteilung nach DLS. C) Lichtgesteuerte Aggregation hervorgerufen durch Gast-
molekiil 2. D) Lichtgesteuerte Aggregation hervorgerufen durch Gastmolekiil 3.

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

1 2 3
Zyklenzahl

-
(-]

zierten Aggregation ist
nach fiinf Zyklen voll-
standig, vorausgesetzt,
dass die Bestrahlungs-
zeit ausreichend (20 min
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bei 350 nm und 30 min bei 455 nm) und die Vesikelkonzen-
tration auf 30 um beschrénkt ist, sodass das Maximum der
OD600 unter 0.5 bleibt.[]

Bei den Wechselwirkungen der Gastspezies 2 und 3 mit
den Vesikeln von a-CD 1a (anstatt von 3-CD 1b) tritt eine
Reihe von wichtigen Unterschieden infolge spezifischer mo-
lekularer Erkennungen zutage. Wird trans-2 (15 uM) zu den
Vesikeln von 1a (30 um) gegeben, erhoht sich OD600 von 0.05
auf 0.5 innerhalb von 30 min (Abbildung 3A). Den DLS-
Messungen zufolge erhoht sich die mittlere Partikelgrofle auf
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Abbildung 3. Lichtgesteuerte Aggregation der Wirtvesikel von 1a durch

Gastmolekiil 2. A) Zeitabhingige Messung der OD600. B) Gréfenver-
teilung nach DLS. C) Lichtgesteuerte Aggregation.
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iiber 1000 nm (Abbildung 3B). Diese Beobachtungen bele-
gen, dass trans-2 eine schnelle Aggregation und Adhision
sowohl der Vesikel von 1a als auch der Vesikel von 1b be-
wirkt. Dagegen zeigte sich, dass trans-3 keine Aggregation
der Vesikel von 1a bewirkt. Es wird angenommen, dass trans-
2 und ebenso trans-3 an die Oberfldche der Vesikel von 1a
durch die Bildung eines Wirt-Gast-Komplexes mit der trans-
Azobenzolgruppe von 2 und 3 binden. Wihrend Vesikel von
1a in Gegenwart von trans-2 aufgrund von intervesikuldren
nichtkovalenten Bindungen aggregieren und zusammenkle-
ben, verursacht trans-3 keine wesentlichen intervesikuldren
Wechselwirkungen, da seine fert-Butylbenzylgruppe zu grof3
ist, um einen Wirt-Gast-Einschlusskomplex mit 1la zu
bilden.™ Auch in diesem Fall sind die Geschwindigkeit und
das Ausmalf} der Vesikelaggregation konzentrationsabhéngig.
Wird dariiber hinaus cis-2 (15 pm, erhalten aus trans-2 durch
4 min Bestrahlung bei 350 nm) zu den Vesikeln von 1la
(30 um) gegeben, bleiben sowohl OD600 (ca. 0.05) als auch
der mittlere Vesikeldurchmesser (ca. 100 nm) konstant. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass cis-2 keine Aggregation
der Vesikel von 1a bewirkt, wie auch fiir Vesikel von 1b be-
obachtet wurde. Wie bereits fiir die Vesikel von 1b be-
schrieben, kann auch eine photoreaktive molekulare Erken-
nung und Adhésion der Vesikel von 1a mittels In-situ-Pho-
toisomerisierung von 2 bewirkt werden (Abbildung 3 C). Die
Reversibilitédt der photoinduzierten Aggregation ist nach fiinf
Zyklen vollstindig. Die oben beschriebenen Experimente
machen eine bemerkenswerte Selektivitét in der molekularen
Erkennung der Vesikel von 1a und 1b deutlich: Zum einen ist
die Erkennung und Adhésion der Vesikel in zwei Richtungen
photoreaktiv (Adhésion durch sichtbares Licht und Auflo-
sung der Aggregation durch UV-Licht) und zum anderen
bindet Gastmolekiil 3 selektiv an Vesikel von 1b (nicht an
1a), da es keinen divalenten Komplex mit a-CD bilden kann.
Die Aggregation der Vesikel von 1a und 1b in Gegenwart
von trans-2 kann ebenso im mikroskopischen Maf3stab be-
obachtet werden (Abbildung 4).

Abbildung 4. Konfokale Mikroskopiebilder von A) Rhodamin-markier-
ten Vesikeln von 1b, B) Aggregation von Vesikeln von 1b in Gegenwart
von trans-2, C) Vesikel von 1a markiert mit NBD-Chol und D) Aggrega-
tion von Vesikeln von 1a in Gegenwart von trans-2. Grée des Bildaus-
schnitts jeweils 18x 14 um.
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Zusammenfassend haben wir ein photoreaktives supra-
molekulares System entwickelt, das die Aggregation und
Adhision von synthetischen Vesikeln durch hochgradig se-
lektive und vollstindig reversible photoreaktive molekulare
Erkennungsprozesse ermoglicht. Wir hoffen, dass diese
Arbeit zur Weiterentwicklung von adaptiven Materialien und
makroskopischen Systemen auf der Grundlage von selbstor-
ganisierten Kompartimenten fithren wird.

Eingegangen am 10. Mérz 2010,
verdnderte Fassung am 7. Mai 0000
Online veroffentlicht am 24. Juni 2010
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