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Diese Arbeit beschiftigt sich mit einem neuen Typus von
Vesikeln, die durch Verédnderung des Protonierungsgrads
eines Zwitterions reversibel gedffnet und geschlossen werden
konnen. Vesikel sind interessante Nanomaterialien mit po-
tenzieller Anwendung beispielsweise als Transportsysteme in
der gezielten Pharmakotherapie. Fiir diesen Verwendungs-
zweck ist allerdings eine externe Steuerung der Vesikelbil-
dung erforderlich. Bislang erfolgt die Vesikelbildung oft
durch die Selbstassoziation amphiphiler Makromolekiile wie
Lipidderivate oder Blockcopolymere."? Unlingst wurde
auferdem iiber formstabile Makrocyclen, Cyclodextrine oder
kleine Peptiden als Grundeinheit fiir die Vesikelbildung be-
richtet.”! Ein GroBteil dieser Molekiile sind klassische Am-
phiphile, deren Selbstassoziation vornehmlich auf hydro-
phoben und aromatischen Wechselwirkungen beruht.
Kiirzlich priasentierten wir ein selbstkomplementéres von
der Aminosidure Alanin abgeleitetes Guanidiniocarbonyl-
pyrrol-Carboxylat-Zwitterion als neuartigen Vesikelbildner.
Mithilfe von NOESY-NMR-Experimenten, Rasterelektro-
nenmikroskopie (TEM) und Rasterkraftmikroskopie (AFM)
konnten wir zeigen, dass dieses Zwitterion Ionenpaar-Dimere
bildet, die in DMSO zu Vesikeln mit 40-50 nm Durchmesser
aggregieren.). AuBerdem haben wir die H-Briicken-unter-
stiitzte Ionenpaarbildung zwischen dem Guanidiniocarbo-
nylpyrrol-Kation®! und einem Carboxylat bereits fiir den
Aufbau unterschiedlicher Nanostrukturen wie Dimere,
Schleifen!” und supramolekulare Polymere genutzt.®! Da die
Guanidiniocarbonylpyrrol-Einheit einen pKs-Wert von ca. 6—
7 aufweist, ist die Bildung eines lonenpaars mit einem
Carboxylat (pKs ca. 3-5) nur in einem begrenzten pH-Be-
reich moglich. Dies wiederum bietet die Moglichkeit, die
Ionenpaarbildung iiber den pH-Wert zu schalten (durch
Wechsel vom neutralen in den sauren oder basischen Be-
reich).’! Aus diesem Grund wollten wir untersuchen, ob wir
auch eine Vesikelbildung iiber den pH-Wert als externes
Signal steuern konnen.'”! Um diese Hypothese zu testen,
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synthetisierten wir ein von der Aminosdure Serin abgeleitetes
Guanidiniocarbonylpyrrol-Carboxylat-Zwitterion (3) und
untersuchten die Vesikelbildung sowohl auf einer Glimmer-
oberfliche durch AFM als auch in Losung durch dynamische
Lichtstreuung (DLS) und eine PFG-NMR-Methode. Diese
NMR-Methode ermoglicht es, die eingekapselten Losungs-
mittelmolekiile in den Vesikeln selektiv zu detektieren und
zusidtzlich Aussagen iiber die Permeabilitit der Vesikel-
membran zu treffen.'!l Wir zeigen hier, dass es tatsichlich
moglich ist, die Vesikelbildung des Zwitterions 3 iiber den
Protonierungsgrad reversibel zu schalten. AuBerdem haben
wir gefunden, dass die Vesikelmembran sehr dicht und damit
wenig durchléssig ist, sodass die Losungsmittelmolekiile nur
sehr langsam iiber die Membran hinweg austauschen.

Zur Synthese des Zwitterions 3 wurde zunichst L-Serin-
methylester-Hydrochlorid (2) mit PyBOP in einer Mischung
aus CH,Cl, und DMF an die Boc-geschiitzte Guanidinocar-
bonylpyrrol-Carbonsiure 12 gekuppelt (67% Ausbeute,
Schema 1). Nach der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit
TFA wurde der Methylester mit LiOH hydrolysiert und das
Zwitterion 3 erhalten (57 % Ausbeute).
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Schema 1. Synthese der Zwitterions 3. Boc =tert-Butoxycarbonyl,
DMF = N,N'-Dimethylformamid, NMM = N-Methylmorpholin,
PyBOP = Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphonium-hexafluoro-
phosphat, TFA=Trifluoressigsaure, THF =Tetrahydrofuran.

Wie das bereits erwihnte Alanin-Zwitterion™ bildet auch
das Zwitterion 3 Vesikel, wie durch AFM-Untersuchungen
gezeigt werden konnte. Eine 5 mm Losung von 3 in DMSO
wurde durch Schleuderbeschichtung auf eine Glimmerober-
fliche gebracht und im Kontaktmodus analysiert, wobei de-
formierte Vesikel mit einem durchschnittlichen Durchmesser
von ca. 50 nm (auf halber Hohe der Partikel gemessen) und
einer Hohe von ca. 1.75nm beobachtet wurden (Abbil-
dung 3). Vesikel mit einem durchschnittlichen Durchmesser
von ca. 57 nm (5 mMm) liegen auch in Losung vor, wie durch
dynamische Lichtstreuung (DLS) gezeigt wurde. Genauere
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Erkenntnisse iiber die Eigenschaften der Vesikel wurden
durch ein PFG-NMR-Experiment erhalten.!"'! Diese Metho-
de ermoglicht die Differenzierung von Molekiilen beziiglich
ihrer Diffusionseigenschaften. Aus Abbildung 1a ist klar er-
sichtlich, dass zwei verschiedene Fraktionen von DMSO-
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Abbildung 1. a) Logarithmische Auftragung der relativen Echointensitit
von DMSO gegen eine Funktion aus der Gradientenstirke G und dem

Pulsabstand 4. b) Logarithmische Auftragung der relativen Echointen-

sitat von DMSO bei einer Veranderung des Pulsabstands 4 (m 100 ms,
® 200 ms, A 300 ms).

Molekiilen in Losung vorliegen: frei diffundierende Molekiile
und ein kleinerer Anteil mit eingeschrinktem Diffusions-
vermogen (die in den Vesikeln eingekapselten DMSO-Mo-
lekiile). Fiir eine ungehinderte Diffusion ergibt eine log-
arithmische  Auftragung der relative Echointensitét
I/l, gegen den Parameter y’G*0*(4—6/3) eine Gerade mit
einer Steigung, die dem negativen Selbstdiffusionskoeffizi-
enten entspricht. Wie man in Abbildung 1a erkennt, ist dies
bei einer 70 mm Losung von 3 in [Dg]DMSO fiir die iiber-
wiegende Mehrheit der DMSO-Molekiile bis zu einem Wert
von In(Z/l;) = —7 der Fall. Im Bereich von —7 > In({/1;) > —13
beobachtet man aber einen zweiten, relativ flachen Kurven-
bereich, der DMSO-Molekiillen mit einer gehinderten
Selbstdiffusion entspricht. Aus den Messdaten kann man
ableiten, dass etwa 0.1% aller DMSO-Molekiile sich in
diesem eingeschlossenen Zustand befinden.!! Die Steigung
fiir diese DMSO-Molekiile nihert sich einem sehr kleinen
Grenzwert von ca. 5x 1072 m?s™!, was mit der Brownschen
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Bewegung typischer Vesikel iibereinstimmt. Uber die GroBe
des Diffusionskoeffizienten ldsst sich der durchschnittliche
Vesikelradius unter Zuhilfenahme der Viskositdtskonstante
von DMSO (0.002 Nsm™?) zu r=20-25 nm bestimmen, was
mit den erhaltenen Daten aus den DLS- und AFM-Experi-
menten gut libereinstimmt.

Aus den PFG-NMR-Experimenten konnten wir auBer-
dem Informationen tiber die Permeabilitit der Vesikelmem-
bran erhalten. Wenn man den Abstand A zwischen zwei
Gradientenpulsen vergrofert und man in den Bereich
kommt, in dem die Austauschgeschwindigkeit der DMSO-
Molekiile iiber die Membran hinweg liegt, so verschwindet
das Echosignal fiir die eingeschlossenen DMSO-Molekiile.!'!
Die Messdaten zeigen allerdings bei einem Pulsabstand A4
zwischen 100 und 400 ms keinerlei Verdnderung (Abbil-
dung 1b). Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass in diesem
Zeitfenster kein nennenswerter Austausch von DMSO-Mo-
lekiile tiber die Membran hinweg erfolgt. Vergleicht man die
vom Zwitterion 3 gebildeten Vesikel mit anderen Systemen,
so kann man feststellen, dass die Membran der Vesikel relativ
undurchlissig fiir das Losungsmittel ist. Bei einem &hnlichen
Experiment, das kiirzlich an verschiedenen Blockcopolyme-
ren durchgefithrt wurde, erhielt man durchschnittliche Ver-
weildauern des Losungsmittels (Wasser) im eingekapselten
Zustand zwischen 68 und 250 ms."¥ Die entsprechende Ver-
weilzeit der DMSO-Molekiile ist in unserem Fall mindestens
um eine GroéBenordnung ldnger, was einem sehr langsamen
Austausch durch die Membran der Vesikel aus dem Zwitter-
ion 3 entspricht.

Wenn man das NMR-Experiment auf die eingeschlosse-
nen Losungsmittelmolekiile fokussiert, kann man das Offnen
und SchlieBen der Vesikel bei der Zugabe von Sdure oder
Base beobachten. Stellt man die Gradientenstirke G so ein,
dass Y’ G*0*(4—06/3) = 1.51 x 10" sm 2 gilt, so beobachtet man
im NMR-Spektrum nur ein Signal fiir das in den Vesikeln
eingeschlossene DMSO. Die Beitrédge aller anderen DMSO-
Molekiile sind aufgrund der freien Diffusion bereits abge-
klungen. Ein derartiges Spektrum der Originalvesikel von
Zwitterion 3 ist in Abbildung 2a dargestellt. Das Signal bei
0 =2.5 ppm stammt von den DMSO-Molekiilen in den Vesi-
keln. Nach der Zugabe eines Aquivalents HCI (in Form einer
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Abbildung 2. Ausschnitt aus dem NMR-Spektrum einer Lésung von
Zwitterion 3 in DMSO, fokussiert auf die in den Vesikeln eingekapsel-
ten Lésungsmittelmolekiile (Gradientenstirke: y°G?6*(4—05/3) =
1.51x10" sm™?). Das Signal fiir das eingeschlossenes DMSO (a) ver-
schwindet bei Zugabe von 1 Aquivalent HCI (b) und erscheint wieder,
wenn man danach 1 Aquivalent NaOH zugibt (c). Das gleiche Verhal-
ten beobachtet man auch, wenn man zu den Vesikeln zuerst 1 Aquiva-
lent NaOH zusetzt (d) und danach die Lésung mit 1 Aquivalent HCI
neutralisiert (e).
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0.1m wissrigen Losung) verschwindet das Signal fiir einge-
kapseltes DMSO (Abbildung 2b) sofort, was auf die Zersto-
rung der Vesikel durch die Protonierung des Carboxylats
zuriickzufiihren ist. Das entstehende Kation ist nicht mehr
selbstkomplementédr und kann daher keine Vesikel bilden.
Daraus lésst sich ableiten, dass die Ionenpaarbildung ent-
scheidend fiir die Selbstassoziation ist. Nach der Zugabe eines
Aquivalents KOH (als 0.Im wissrige Losung) entstehen
erneut Vesikel, was durch das Wiedererscheinen des NMR-
Signals fiir eingekapseltes DMSO bei 6 =2.5 ppm angezeigt
wird (Abbildung 2 c). Durch die Basenzugabe wird wieder das
Zwitterion 3 gebildet, folglich kann erneut die Selbstasso-
ziation zu Vesikeln erfolgen. AuSerdem beobachtet man ein
zusétzliches Signal fiir eingeschlossenes Wasser (durch die
Zugabe der wissrigen Sdure und Base) bei 6 =4.5 ppm.

Die gleiche Beobachtung ldsst sich machen, wenn die
Vesikelbildung in umgekehrter Richtung geschaltet wird:
Nach der Zugabe eines Aquivalents KOH (0.1m in H,O) zur
Originallosung verschwindet das Signal fiir eingekapseltes
DMSO infolge der Zerstorung der Vesikel (Abbildung 2d).
Die Riickbildung der Vesikel erfolgt nach der Zugabe eines
Aquivalents HCI (0.1M in H,0) und wird durch das Wieder-
erscheinen des NMR-Signals fiir eingekapseltes DMSO und
Wasser angezeigt (Abbildung 2¢). Die entsprechenden Ab-
klingkurven fiir das Echosignal in Abbildung 1 belegen
zudem, dass das Diffusionsverhalten von eingekapseltem
DMSO in den erneut gebildeten Vesikeln exakt dem in den
Originalvesikeln entspricht. Daraus lisst sich folgern, dass die
Vesikelbildung vollstdndig reversibel ist.

Diese pH-gesteuerte Vesikelbildung konnte zusitzlich
durch AFM-Experimente auf einer Glimmeroberfliche be-
statigt werden. Die verwendete Stammldsung (5 mm) enthielt
die von L-Serin abgeleiteten Zwitterionen 3, die in DMSO zu
Vesikeln mit einem durchschnittlichen Durchmesser von ca.
50 nm und einer Hohe von ca. 1.75 nm aggregieren (Abbil-
dung 3a). Die ermittelte Vesikelgrofe stimmt sehr gut mit
den Werten iiberein, die aus den DLS- und Diffusionsexpe-
rimenten erhalten wurden. Nach der Zugabe eines Aquiva-
lents HCl (1M in H,0) verschwinden die Partikel auf der
Oberfliche (Abbildung 3b). Die Riickbildung der Vesikel
kann nach Zugabe eines Aquivalents NaOH (1M in H,0)
beobachtet werden (Abbildung 3c¢).

Wir konnten zusammenfassend zeigen, dass das kleine
Zwitterion 3 in DMSO Vesikel bildet, die durch die Zugabe
von Sdure oder Base vollstindig reversibel geoffnet und
wieder geschlossen werden konnen. Die Vesikelbildung
beruht auf dem Protonierungsgrad des Zwitterions 3. Daher
kann die Selbstassoziation durch die Protonierung (Zugabe
von Séure) oder die Deprotonierung (Zugabe von Base) der
Zwitterionen unterbunden werden. Die erneut gebildeten
Vesikel sind dabei beziiglich der Grof3e und des Diffusions-
verhaltens identisch zu den urspriinglichen Vesikeln. Durch
ein PFG-NMR-Experiment konnte gezeigt werden, dass die
Permeabilitéit der Vesikel aus dem Zwitterion 3 im Vergleich
zu Vesikeln aus amphiphilen Copolymeren iiberraschend
gering ist. Diese neue Klasse von vesikelbildenden Molekiilen
mit ihren einzigartigen Eigenschaften konnte daher die Ent-
wicklung von extern schaltbaren Nanomaterialien als Trans-
portsysteme ermoglichen.
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Abbildung 3. AFM-Hohenbild von 3 auf Glimmer (a). Aus dem Quer-
schnitt (schwarze Linie) erhilt man einen durchschnittlichen Durch-
messer von ca. 50 nm und eine Héhe von ca. 1.75 nm. Die Vesikel ver-
schwinden nach Zugabe eines Aquivalents HCl (b) und bilden sich
erneut nach Zugabe eines Aquivalents NaOH (c).
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ndherungsweise 0.001 (oder 0.1%).
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