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Ein vielversprechendes Merkmal der nichtkovalenten Bin-
dung sind ihre anpassbaren und ansprechbaren Eigenschaften
gegeniiber externen Stimuli.! So sind selbstassemblierte
Systeme unter anderem in der Lage, auf optische,”’ mecha-
nische® oder biologische! Veridnderungen ihrer Umgebung
zu reagieren, wodurch selbstheilende Eigenschaften,*®! das
kontrollierte Freisetzten von Fracht®® oder emergente Ei-
genschaften wie Selbstreplikation ermoglicht werden.®7 Die
Verwendung externer Stimuli zur Steuerung der Selbstas-
semblierung supramolekularer Polymere ist daher interessant
fiir den Versuch, die Morphologie dieser Materialien und
damit einhergehend ihre Funktion einzustellen. Eine solche
Abstimmbarkeit ist wegen ihrer zahlreichen Anwendungs-
moglichkeiten in der Elektronik,' Sensorik® oder biome-
dizinischen Technologie!® vielversprechend. Uberraschen-
derweise beruhen die meisten synthetischen supramolekula-
ren Polymere (anders die biologischen) entweder auf selbst-
assemblierten Einkomponentensystemen oder auf Mehr-
komponentensystemen, die miteinander in einer additiven,
nichtkooperativen Weise wechselwirken.”>!"!

Wir berichten hier nun iiber die Entwicklung eines su-
pramolekularen Mehrkomponenten-Copolymers, das sich in
Wasser kooperativ durch eine Reihe nichtkovalenter Wech-
selwirkungen, die auf beide Comonomere zuriickgehen,
bildet. pH-Vermitteltes Schalten einer der beiden Kompo-
nenten destabilisiert dabei das amphotere Material und fiihrt
zu einer sofortigen Depolymerisation. Damit zeichnen sich
die hochgeordneten Aggregate als Multi-Stimulus-ansprech-
bar und stabil in einem physiologisch relevanten pH-Bereich
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sowie instabil gegeniiber hoheren und niedrigeren pH-
Werten aus. Uber den Ansatz des supramolekularen Engi-
neerings lassen sich die Stabilitédt des nichtkovalenten Copo-
lymers sowie der pH-Bereich, in dem die Selbstassemblierung
stattfindet, iiber die Affinitdt der einzelnen Monomere fiir-
einander einstellen.

Bei der Entwicklung ansprechbarer supramolekularer
Systeme in Wasser haben Peptidmaterialien wie Nanofa-
sern,'l Nanostibchen®'? und kiinstliche B-Fisser! groBe
Aufmerksamkeit erlangt. Inspiriert durch die Arbeiten von
Stupp et al.,B=%11214 percec et al™® und Matile et al.'®
haben wir zwei Typen komplementérer supramolekularer
Comonomere entwickelt, die auf kleinen (3-Faltblatt-kodier-
ten Bausteinen*®!”! (Pentapeptiden) basieren. Beide Co-
monomere weisen komplementidre Bindungsstellen (Sdure/
Base- bzw. kationische/anionische Funktionen) auf, die durch
eine alternierende Sequenz hydrophiler und hydrophober
Aminoséduren in die Pentapeptide eingebettet wurden (Ab-
bildung 1).1318 Durch die Ankniipfung dieser Pentapeptide
an ein C;-symmetrisches Geriist soll die kritische Peptidlange,
die fiir das Eintreten der Aggregation benotigt wird, tiber-
wunden werden. C;-Symmetrische supramolekulare Amphi-
phile sind zudem dafiir bekannt, eine eindimensionale (1D-
)Ausrichtung der nichtkovalenten Polymerisation zu erzwin-
gen und damit die Bildung von zweidimensionalen Bléttern
oder micellartigen Aggregaten zu verhindern."! Unsere
Strategie ist hierbei komplementér zur Selbstassemblierung
von Zwitterionen, die von Schmuck etal. entwickelt
wurde,™™? und zu der von Woolfson etal. berichteten
Selbstassemblierung von Coiled-Coil-Peptidstrukturmotiven,
die durch Coulomb-Wechselwirkungen der polaren Amino-
sdaurereste innerhalb der hydrophoben Grenzflichen stabili-
siert werden.?"!

Wir untersuchten die Aggregation der Comonomere 1a
und 1b in wissriger Losung mithilfe von Circulardichrois-
mus(CD)-Spektroskopie, einer hochwirksamen Methode zur
Untersuchung der Ordnung und damit der Selbstassemblie-
rung von peptidischen Amphiphilen und chiralen supramo-
lekularen Polymeren.***! Die CD-Spektren der separaten
Comonomere 1la und 1b in einem 20 mm Phosphatpuffer
(pH 6.1) weisen jeweils eine stark negative Bande nahe
198 nm und eine schwach positive Bande nahe 210 nm auf.
Diese CD-Banden sind charakteristisch fiir die Abwesenheit
einer geordneten Sekundéarstruktur, einen Zustand, der als
Random Coil bezeichnet wird (Abbildung2A).% Sie sind
damit ein deutliches Zeichen dafiir, dass weder das kationi-
sche noch das anionische Comonomer unter den Pufferbe-
dingungen spontan mit sich selbst aggregiert (Abbildung 2 B).
Dabei sollte angemerkt werden, dass keine Homopolymeri-
sation eintreten kann, da die Wasserstoffbriicken die absto-
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Abbildung 1. A) Schematische Darstellung des supramolekularen Copolymers und B) die anionischen/kationischen f-Faltblatt-kodierten dendriti-

schen Comonomere Ta/1b und 1a’/1b".
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Abbildung 2. A) CD-Spektren der gelésten dendritischen Comonomere
1a (griine Kurve), 1b (blaue Kurve) und einer 1:1-Mischung von 1a/
1b (rote Kurve). Alle Messungen wurden mit einer Konzentration von
0.1 m der dendritischen Peptidamphiphile in 20 mm Phosphatpuffer
(pH 6.7) bei 293 K durchgefuhrt. B) Schematische Darstellung der
nicht eintretenden Homopolymerisation der isolierten Lésungen von
1a oder 1b sowie der p-Faltblatt-dirigierten Homopolymerisation der
1:1-Mischung von 1a und 1b zu supramolekularen Copolymeren.
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Benden intermolekularen elektrostatischen Wechselwirkun-
gen der formal sechs Ladungen pro Comonomer nicht iiber-
wiegen konnen. Dies ist auch der Fall, wenn die Gesamtla-
dung der Comonomere durch eine Verringerung des pH-
Wertes einer Losung von la oder eine Erhohung des pH-
Wertes einer Losung von 1b herabgesetzt wird (Abbil-
dung S1; S =Hintergrundinformationen). Im Unterschied
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dazu fithrte das Mischen beider entgegengesetzt geladenen
Comonomere im Verhéltnis von 1:1 zu einer drastischen
Verdnderung des CD-Spektrums sowie zum Auftreten einer
stark positiven Bande nahe 195 nm und einer stark negativen
Bande nahe 210 nm. Die Losungen wurden eine Minute mit
Ultraschall behandelt, um das Auftreten kinetischer Sack-
gassen bei der Aggregation zu vermeiden. Die beobachteten
Banden sind charakteristisch fiir die Sekundérstruktur eines
wasserstoffbriickengebunden parallelen (-Faltblattes (Ab-
bildung 2 A).?* Das Mischen der beiden entgegengesetzt ge-
laden Comonomere im 1:1-Verhiltnis fiihrt zu einer Ab-
schirmung der kationischen und anionischen Ladungen, wo-
durch die supramolekulare Copolymerisation initiiert wird.
Dies ist ein kooperativer Prozess, in dem anziehende Cou-
lomb-Wechselwirkungen die p-Faltblatt-kodierten Wasser-
stoffbriicken verstiarken und so die Architektur eines Copo-
lymers bilden.

Um die supramolekulare Copolymerisation der Mono-
mere 1la und 1b in eine 1D-Morphologie zu bestitigen,
wurden hochaufgeloste (HR-)TEM-Untersuchungen durch-
gefiihrt (Abbildung 3). Nach dem Auftragen von Losungen
eines 1:1-Gemisches der Comonomere auf den Tragerfilm
konnten lange anisotrope Nanostidbchen beobachtet werden.
Der beobachtete Durchmesser von 4 nm stimmt hierbei mit
dem erwarteten Durchmesser eines Monomers iiberein. Die
beobachtete laterale Aggregation der Einzelstringe ist
hochstwahrscheinlich auf Templat- und Trocknungseffekte
auf dem Tragerfilm zuriickzufiihren. Bemerkenswert ist
dabei, dass die Abbildung ohne Negativkontrastierung, wie es
iiblicherweise zur Abbildung von organischer weicher Mate-
rie notwendig ist, erfolgen konnte. Dies ist ein weiteres Indiz
dafiir, dass der B-Faltblatt-kodierte Kern der Nanostibchen
infolge der Bildung eben jener Sekundéarstruktur sehr dicht
gepackt ist.

,Cross Polarisation Magic Angle Spinning*“(CPMAS)-
BC-NMR-Spektroskopie wurde eingesetzt, um den P-Falt-
blattgehalt in den supramolekularen Copolymeren zu be-
stimmen. Fiir Polypeptide ist es bekannt, dass die mithilfe von
CPMAS-"C-NMR-Spektroskopie erhaltene chemische Ver-
schiebung des Carbonylkohlenstoffatoms stark von der je-
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Abbildung 3. HR-TEM-Aufnahmen der dendritischen Peptidamphiphile
1a und 1b [die Comomere wurden bei einer Gesamtkonzentration von
0.1 mm in 20 mm Phosphatpuffer (pH 6.1) im Verhiltnis von 1:1 ge-
mischt und auf den Tragerfilm aufgebracht].

weiligen Sekundérstruktur abhéngt und daher duBerst aus-
sagekriftig ist.””) Eine gefriergetrocknete Losung einer 1:1-
Mischung der Comonomere 1a und 1b zeigt eine chemische
Verschiebung des Carbonylkohlenstoffatoms von 6 = (172 +
1) ppm (Abbildung S3), die mit literaturbekannten Werten
fiir B-Faltblatt-geordnete Oligoalanine, -lysine und -glut-
aminséduren iibereinstimmt.?” Im Tieffeld, in dem Random-
Coil-C-Carbonylverschiebungen erwartet werden
wiirden,”! lassen sich hingegen (mit Ausnahme des aromati-
schen Amidsignals) keine weiteren Carbonylsignale beob-
achten. Insgesamt konnten die CD-Experimente in Losung
sowie die CPMAS-"*C-spektroskopische Untersuchung im
Festkorper bestitigen, dass die peptidischen Seitenarme des
supramolekularen Copolymers vollstindig in der (-Falt-
blattkonformation vorliegen.

Zusatzlich zu den Experimenten haben wir Rechnungen
durchgefiihrt, um diese mit der hierarchischen Copolymeri-
sation von 1a/l1b in Verbindung zu bringen. Dazu wurde ein
gelostes octameres Modell bestehend aus den Comonomer-
paaren von la/lb mithilfe von Molekiildynamik(MD)-Si-
mulationen untersucht (Abbildung S4). Das supramolekulare
Copolymer behielt wihrend der MD-Simulation eine stabile
1D-Konformation bei, und die geometrischen Informationen
iiber die spezifischen intermolekularen Wechselwirkungen
wurden iiber die gesamte Trajektorie gemittelt. Der aroma-
tische Kern bildete keinen gleichméBigen Stapel, was sich
anhand der erratischen Werte fiir die Stapelhche sowie Nei-
gungs- und Verschiebungsparameter beobachten lédsst (Ab-
bildungen S5 und S6).

Hinsichtlich der MD-Simulationen sind n--Wechselwir-
kungen und der hydrophobe Effekt der kleinen aromatischen
Kerne daher nicht die dominierenden Wechselwirkungen bei
der Stabilisierung der supramolekularen Copolymerisation
von 1a/1b. Die durchschnittlichen Stapelhohen (Kern-Kern-
Abstand), die durch MD-Simulationen ermittelt wurden (ca.
4.5 A), sind signifikant hoher als die mithilfe von semiempi-
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rischen Optimierungen in der Gasphase (ca. 3.5 A) oder
Hybrid-DFT/MM-Optimierungen in der Gasphase (ca.
3.8 A) bestimmten Stapelhohen. Schnappschiisse der MD-
Simulationen zeigen, dass sich Wassermolekiile zwischen die
aromatischen Kerne einschieben, wodurch sich der Kern-
Kern-Abstand vergroBert. Im Unterschied zu Wechselwir-
kungen der aromatischen Kerne konnten sowohl Wasserstoff-
als auch Salzbriicken der peptidischen Seitenarme im Ag-
gregat beobachtet werden (siehe Hintergrundinformationen).

Diese Ergebnisse bestdtigen den zuvor postulierten Me-
chanismus: Die Selbstassemblierung wird kooperativ durch
den gemeinsamen Beitrag von anziehenden Coulomb-Krif-
ten und P-Faltblatt-dirigierenden Wasserstoffbriicken indu-
ziert, die in den supramolekularen Bausteinen kodiert sind.
Dabei ist zu beachten, dass wir den Begriff kooperative
Selbstassemblierung in einem erweiterten Sinne verwenden,
um einen Aggregationsprozess zu beschreiben, der aus dem
Beitrag mehrerer nichtkovalenter Wechselwirkungen resul-
tiert, die auf die jeweiligen Comonomere zuriickzufiihren
sind. Aufgrund mangelnder statistisch-thermodynamischer
Theorien fiir supramolekulare 1D-Copolymerisationen sind
wir bislang nicht in der Lage gewesen, den Grad der Ko-
operativitdt dieses hierarchischen ~Mehrkomponenten-
Selbstassemblierungsprozesses zu bestimmen.'**<!

Besonders interessant bei schwach sauren oder schwach
basischen selbstassemblierten Peptidmaterialien ist die
Moglichkeit, ihren ionischen Charakter durch die Einstellung
des pH-Wertes reversibel zu verdndern und damit Material-
eigenschaften ein- und auszuschalten.®>19241%20.27) Dyje hier
vorgestellten supramolekularen Polymere sind einzigartig, da
sowohl Saure- als auch Basenfunktionen zur Selbstassem-
blierung des Makromolekiils beitragen, wodurch dieses einen
amphoteren Charakter erhélt. Um die duale Ansprechbarkeit
der Coaggregate aus 1a/lb zu untersuchen, haben wir CD-
Experimente bei unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt
(Abbildung 4). In einem mittleren pH-Bereich von pH 6.1 bis
7.0 konnen die charakteristischen CD-Banden eines -Falt-
blattes beobachtet werden. Das Absenken des pH-Werts auf
3.7 oder die Erhohung auf pH 8.6 fiihrt zu einer Abschwé-
chung eben jener Banden nahe 195 bzw. 210 nm, jedoch ohne
dass diese verschwinden. Erst ab pH 3.6 bzw. pH 8.9 ist die
Bande nahe 198 nm wieder hergestellt, die sich fiir die iso-
lierten Losungen von 1a und 1b beobachten ldsst und cha-
rakteristisch fiir Polypeptide ohne Sekundirstruktur ist.
Anders als konventionelle selbstassemblierte Einkomponen-
ten-Peptidamphiphile, die schwach sauer oder schwach ba-
sisch sind und daher entweder durch das Absenken oder das
Anheben des pH-Werts aggregieren, ist das hier beschriebene
amphotere supramolekulare Copolymer nahe dem physiolo-
gischen pH-Bereich stabil und zerfillt sowohl unter basischen
als auch unter sauren Bedingungen.”® Wihrend der saure
pH-Schalter durch den pK,-Wert der Glutaminsdurereste von
ungefihr 4 bestimmt zu sein scheint, ist der basische pH-
Schalter ca. 1.5 pH Einheiten geringer, als es fiir isolierte
Lysinseitenketten zu erwarten wire. Boden et al. haben von
dhnlichen Beobachtungen beziiglich der Selbstassemblierung
von Glutaminsdure- und Ornithin-basierten Peptiden be-
richtet, wobei sich die Absenkung des scheinbaren pK,-
Wertes der basischen Aminosdure hochstwahrscheinlich auf
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Abbildung 4. CD-Spektren einer 1:1-Mischung von 1a/1b bei unter-
schiedlichen pH-Werten. A) Basische Titration und B) saure Titration
(die fettgedruckten schwarzen Linien markieren den Start- und End-
punkt der Titrationen); C) die dazugehdrigen normierten Daten und
die schematische Darstellung des Fensters der pH-Stabilitdt des supra-
molekularen Copolymers [blaue Punkte=1a/1b (1 =207 nm), schwar-
ze Punkte=1a’/1b" (1=215 nm)].

abstolende Coulomb-Wechselwirkungen zwischen benach-
barten positiv geladenen Seitengruppen zuriickfiihren lisst.”!
Unser System ist ein einzigartiger Fall eines Coassemblie-
rungsprozesses, der in einem physiologisch relevanten pH-
Bereich eingeschaltet ist und durch das Verlassen dieses Be-
reiches prézise ausgeschaltet werden kann.

Die schaltbare Zersetzung von oberflichenfunktionali-
sierten polykationischen Geriisten hin zu Bausteinen von
geringem Molekulargewicht ist eine vielversprechende Stra-
tegie zur Entwicklung von Oligonucleotid-Transportern,3!
wobei die pH-vermittelte Zersetzung der polykationischen
Architektur und der Verlust multivalenter Bindungsstellen zu
einer Dekomplexierung und der Freisetzung des Oligonuc-
leotids fiihren wiirden. Die schaltbare Zersetzung des
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selbstassemblierten Polykations konnte zudem deren Toxizi-
tit verringern.

Um zu zeigen, dass der pH-Bereich, in dem die Selbstas-
semblierung zu supramolekularen Copolymeren stattfindet,
durch eine Erhohung der Hydrophobie der Comonomere
eingestellt werden kann, wurden die hydrophoberen Peptid-
sequenzen Gly-Leu-Glu-Leu-Glu und Gly-Leu-Lys-Leu-Lys
in die Comonomere 1a’ und 1b’ eingebracht. Analog zu 1a
und 1b zeigten CD-spektroskopische Untersuchungen der
isolierten Comonomerlosungen die fiir Random Coils cha-
rakteristischen Banden. Das Mischen von 1a’ and 1b’ im
Verhiltnis von 1:1 in Phosphatpuffer (pH 6.1) fiihrte zu einer
drastischen Anderung des CD-Spektrums, wobei die negative
Bande nahe 198 nm sich hin zu 215 nm verschob und die
positive Bande nahe 210 nm verschwand (Abbildung S8 A).
Im Fall dieser deutlich hydrophoberen supramolekularen
Aggregate fiihrte die Zugabe von 37.5 Vol.-% Acetonitril zu
einem vollstindigen Verschwinden der Bande nahe 215 nm,
die ein Hinweis auf eine Aggregation ist (Abbil-
dung S8B,C).['"*! Zusammengefasst bestitigen diese Befunde
die Copolymerisation von 1a’ und 1b’ in neutralem Puffer;
die beobachtete CD-Signatur ist gegeniiber jener des 1a/1b-
Copolymers verschoben, was hochstwahrscheinlich auf den
groferen sterischen Anspruch des Leucins zuriickzufiihren
ist, wodurch die Sekundarstruktur des parallelen (3-Faltblatts
verdreht wird.'* pH-abhingige Messungen zeigen, dass die
ausgepragte Verschiebung der Banden des Coaggregats hin
zu denen der Monomere ebenfalls durch das Erhéhen oder
Absenken des pH-Werts erfolgen kann. Gegeniiber dem pH-
Bereich des Coaggregats aus 1a und 1b ist der pH-Bereich, in
dem die Selbstassemblierung stattfindet, ausgeweitet, und der
vollstidndige Zerfall tritt erst ab pH 2 und pH 12 ein (Abbil-
dungen 4 und S6D,E). Die supramolekularen Copolymere
wurden durch den verstirkten hydrophoben Effekt der f3-
Faltblatt-kodierten Peptidsequenz thermodynamisch stabiler,
wobei sechs Alanine in 1a/1b durch sechs Leucine in 1a’/1b’
ersetzt wurden. Die erhohte Aggregatstabilitit ist fiir die
Verschiebung der scheinbaren pK,-Werte der Oligoglut-
aminsdure in 1a’ und der protonierten Oligolysine in 1b’
verantwortlich. Diese Befunde stimmen mit der kiirzlich von
Goldberger et al. veroffentlichten Arbeit iiber lineare Pep-
tidamphiphile iiberein, deren pH-abhingige Selbstassem-
blierung sich durch die Affinititen ihrer f-Faltblatt-kodierten
Aminosiuresequenz verschieben Lisst.?

Zusammengefasst haben wir (3-Faltblatt-kodierte anioni-
sche und kationische supramolekulare Comonomere synthe-
tisiert. Diese dendritischen Peptidamphiphile selbstassem-
blieren in einem Monomerverhiéltnis von 1:1 mithilfe anzie-
hender Coulomb-Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken
zu supramolekularen Copolymeren. Das erhaltene ampho-
tere supramolekulare Material ist so konzipiert, dass sich
seine Polymerisation iiber den pH-Wert ein- und ausschalten
lasst. Anders als bei den meisten selbstassemblierten Ein-
komponenten-Peptidmaterialen findet der auflergewohnli-
che, hierarchische Copolymerisationprozess unserer Aggre-
gate in einem physiologisch relevanten pH-Bereich statt.
Wird dieser Bereich durch das Anheben oder Absenken des
pH-Werts verlassen, fiihrt der Verlust von Salzbriicken der
peptidischen Seitenarme dazu, dass die Copolymerisation
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ausgeschaltet wird. Durch den Ansatz des supramolekularen
Engineerings konnte dieser pH-Bereich vergrolert werden,
indem die Affinitdit der Comonomere fiireinander erhoht
wurde. Wir untersuchen zurzeit Anwendungen, in denen
Multivalenz, Bioaktivitidt und das Freisetzen von Fracht in
einer extrinsisch gesteuerten Weise ein- und ausgeschaltet
werden konnen; eine Ansprechbarkeit durch physikochemi-
sche oder biologische Stimuli ist von besonderem Interesse
fir Anwendungen im Bereich der molekularen Bildgebung
oder als Wirkstoff- und Oligonucleotidtransporter.

Experimentelles

Das "*C-CP-MAS-NMR-Spektrum wurde mit einer Nutationsfre-
quenz von 125.8 MHz (Bruker-Avance-500-Spektrometer) unter
Verwendung eines kommerziellen Bruker-2.5-mm-MAS-Doppelre-
sonanzprobenkopfes mit einer Drehrate von 25 kHz, einer 90°-Puls-
lange von 3.5 ps, einem Recycle Delay von 10 s, einer CP-Kontaktzeit
von 3.5 ms und einer Scanzahl von 16384 aufgenommen.!! Die CD-
Spektren wurden auf einem J-815(JASCO)-Spektrometer aufge-
nommen. Die HR-TEM-Messungen wurden auf einem Libra-200-
FE-TEM (Zeiss), ausgestattet mit einer 200-k V-Feldemissionsquelle,
durchgefiihrt.
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