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Molekulare Erkennung spielt bei vielen biologischen Pro-
zessen eine entscheidende Rolle, wobei Gastmolekiile von
ihrem Wirt sehr selektiv und reversibel gebunden werden.
Diese meist enantioselektiven Erkennungsprozesse, bei de-
nen chirale Liganden mit ihren Rezeptoren wechselwirken,
koénnen mit synthetischen Molekiilen imitiert werden.[] Syn-
thetische Rezeptoren haben zahlreiche Anwendungsmdoglich-
keiten im medizinischen und pharmazeutischen Bereich, als
neues Trennphasenmaterial oder in der Sensorik. In der
Grundlagenforschung erhélt man wichtige Aussagen iiber die
Art der Wechselwirkung von Wirt-Gast-Komplexen.B! Eine
Vielzahl von unterschiedlichen makrocyclischen Rezeptoren
wie Kronenether, Cyclophane, Cyclodextrine, Calixarene und
Cyclopeptide wurde bereits synthetisiert.! Mit den Cyclo-
peptiden Cyclo(Pro-Gly); und Cyclo(Pro-Gly), war eine
Unterscheidung zwischen D- und L-Aminosduresalzen in
CDCl; mit NMR-spektroskopischen Methoden moglich.P!
Mit makrocyclischen Peptiden gelang die Unterscheidung
chiraler Amine,® und mit chiralen Kronenethern konnten
zwitterionische Aminosiduren komplexiert werden.” Diese
Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen Cyclopepti-
den und Analyten wurden mit aufwendigen
MeBmethoden durchgefiihrt.

Wir berichten hier tiber neuartige Sensormo-  a)
dule mit oberflichengebundenen Cyclopeptiden
als molekulare Rezeptoren. In fritheren Arbei-
ten konnten wir nachweisen, daf3 Cyclohexapep-
tid-Bibliotheken als chirale Selektoren in der
Kapillarelektrophorese einsetzbar sind.[] Mit
der kombinatorischen Festphasensynthese 1463t
sich eine Vielzahl solcher Erkennungsmolekiile
herstellen.”) Gegeniiber den singuldren Ansét-
zen, wie bei Calixarenen und Cyclodextrinen,
bietet unsere Strategie eine um Groéfenordnun-
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Abb. 1. Aminosduresequenzen der als Chemorezeptoren eingesetzten
Cyclohexapeptide 1-3.

auf Glasoberflachen, die als Transducer fungieren. Die
Wechselwirkung zwischen dem Cyclopeptid und dem Analy-
ten wird mit der reflektometrischen Interferenzspektroskopie
(RIfS) untersucht.'' Bei dieser optischen Detektionsmetho-
de wird das Phédnomen der Reflexion und Interferenz von
Licht an Phasengrenzen genutzt, um aus dem resultierenden
Interferenzmuster zeitaufgelost Anderungen der optischen
Schichtdicke (Produkt aus Brechungsindex n» und physikali-
scher Schichtdicke d) diinner transparenter Filme zu bestim-
men.'2l Adsorptions- oder Bindungsvorginge an diinnen
Cyclopeptidschichten konnen so direkt registriert werden,
und innerhalb kurzer Zeit kann eine Vielzahl von Analyten
und Rezeptoren untersucht werden.

Zur Vorbereitung unserer Chemosensoren wurde eine
Monoschicht der Cyclohexapeptide 1-3 iiber die Amino-
funktionen dreier Lysin-Seitenketten kovalent an einen mit
Epoxysilan vorbehandelten Glastriger gebunden (Abb. 2).
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gen hohere Diversitit (virtuelle Bibliothek: 10!
Cyclohexapeptide aus kduflichen Edukten) und
damit eine bessere Chance fiir das Auffinden
einer Rezeptorleitstruktur. Cyclohexapeptide
sind in ihrer Konformation eingeschrinkt,[']
und durch Seitenkettenmodifikationen kénnen
viele korbartige Strukturen synthetisiert wer-
den. Ausgehend von diesen Erkenntnissen im-
mobilisierten wir die Cyclopeptide 1-3 (Abb. 1)
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Abb. 2. a) Anbindung der Cyclohexapeptide an die Transduceroberfliche. b) Anderung
der optischen Schichtdicke (A(nd)) bei Wechselwirkung mit den Analyten.

Dabei wurden die Sequenzpositionen 1, 3 und 5 als An-
kerpldatze ausgewihlt. In den Sequenzpositionen 2, 4 und 6
wurden L-Arginin, 4-Nitro-L-phenylalanin und O-glycosidisch
modifiziertes Serin verwendet. L-Arginin hat sich in den
Cyclopeptid-Bibliotheken als eine wichtige Aminosidure er-
wiesen. Beim tricyclischen Peptidantibiotikum Vancomycin,
das als chirales Trennphasenmaterial eingesetzt wird, spielen
Zuckerbausteine und aromatische Reste eine wichtige Rol-
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le.l'¥] Die FEigenschaften der Cyclopeptide wurden durch
Sequenzidnderungen wie folgt modifiziert: Im Cyclopeptid 2
ist das O-glycosidisch modifizierte Serin von 1 durch 4-Nitro-
L-phenylalanin ersetzt. Aulerdem ist im Cyclopeptid 3 noch
L-Arginin gegen 4-Nitro-L-phenylalanin ausgetauscht. Zur
Untersuchung der Aminoséure/Cyclopeptid-Wechselwirkung
wurden Losungen verschiedener Aminoséduren in neutralem,
pufferfreiem Wasser iiber die sensitiven Schichten gepumpt
und nach Erreichen des Gleichgewichtszustandes die resul-
tierende optische Schichtdicke bestimmt. Ein entsprechender,
zeitlich aufgeloster Verlauf der Schichtdicke fiir verschiedene
Aminosduren ist in Abbildung 3 zu sehen; dabei ist die
Peakhohe das genutzte Signal.
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Abb. 3. Schichtdickenverlauf am optischen Transducer fiir die Wechsel-
wirkung von 1 nach Einspritzen verschiedener L-Aminosduren (jeweils
1000 ppm) in neutralem, pufferfreiem Wasser. Die Einheit ppm entspricht
hier 1 mg Aminoséure pro Liter Wasser.

Weiterhin wurde ein Testsatz von zwolf L-Aminosduren mit
allen drei oberflichengebundenen Cyclopeptiden in neu-
tralem, pufferfreiem Wasser untersucht. Die dabei erhaltenen
Sensorsignale machen deutlich, daf alle drei Cyclopeptide L-
Arginin stark bevorzugt binden, nicht aber das ebenfalls zwei
Aminogruppen enthaltende Lysin (Abb. 4). Die RIfS-Signale
sind fiir alle Aminoséduren bei der Cyclopeptid-1-Schicht viel
intensiver als bei den Belegungen mit 2 oder 3. Somit muf3 der
Einflu} der Glucose-Gruppe erheblich sein. Das Sensorsignal
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Abb. 4. Vergleich der Sensorsignale aller drei sensitiven Schichten fiir
verschiedene Aminosduren in Wasser.
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fiir L-Arginin ist beim Cyclopeptid 1 fast doppelt so grof3 wie
bei den Cyclopeptiden 2 und 3, ein Beweis fiir die selektive
Wechselwirkung.

Um eine mogliche Enantiomerenerkennung durch die
Cyclohexapeptidschichten zu untersuchen, wurden Kalibrier-
messungen mit L- und D-Arginin im Bereich von 0 bis
880 mgL~! durchgefiihrt (Abb. 5). Die beiden Kalibrierkur-
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Abb. 5. Kalibrierkurven fiir beide Arginin-Enantiomere (A: D-Arginin, m:
L-Arginin), ermittelt fiir immobilisiertes 1. a) Verlauf der Kalibrierung mit
L-Arginin (Schicht 1), Verlauf der Langmuir-Funktion und Vertrauensbe-
reich der Kalibrierung. b) Vergleich der Kalibrierungen beider Isomere.

ven unterscheiden sich nicht signifikant; im héheren Kon-
zentrationsbereich deutet sich eine Unterscheidungsmoglich-
keit fiir die Enantiomere an. Zur Quantifizierung wurde aus
den MeBwerten nach Gleichung (1) durch nichtlineare Re-
gression eine Langmuir-Adsorptionskurve berechnet.!

bcx
1+bx

Y=A+ )

Hierbei beschreibt Y das MeBsignal, x die Konzentration, A
den Achsenabschnitt, b das Verhiltnis der Konstanten fiir
Adsorption und Desorption und ¢ das Séttigungssignal. Mit
dieser Funktion kann die Nachweisgrenze fiir Arginin er-
mittelt werden, wenn als Y-Wert das dreifache Schichtdik-
kenrauschen der Basislinie eingesetzt wird. Die so erhaltenen
Nachweisgrenzen (x-Werte) von L- und D-Arginin fiir alle
drei Chemorezeptoren sind in Tabelle 1 zusammengefaf3t. Mit
dem Cyclopeptid 1 kann schon eine Konzentration von ca.

0044-8249/98/11023-3504 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 23



Sensorsignal 4 -
p
107" ppm

ZUSCHRIFTEN

Tabelle 1. Nachweisgrenzen fiir L- und p-Arginin.[?

Cyclohexapeptid L-Arginin [pmol L~'] D-Arginin [umol L]
1 14.4 17.2
2 40.2 31.6
3 20.1 20.1

[a] 1 pmol L' Arginin entspricht 0.174 mgL~.

15 pumol L~ Arginin in neutralem, pufferfreiem Wasser nach-
gewiesen werden.

Ein anderes Ergebnis lieferte die Untersuchung der Ein-
flusse verschiedener Matrices auf die Wechselwirkungen
zwischen Cyclopeptid und Aminosidure, wenn PBS-Puffer
(phosphate buffered saline, pH 7.4) als Losungsmittel ver-
wendet wurde. In PBS-Puffer liegen die a-Aminosiduren
hauptsidchlich als Zwitterionen vor. Durch den Wechsel des
Mediums ergibt sich eine vollig andere Selektivitit (Abb. 6):
Aus einem Testsatz von 14 Aminoséduren wird jetzt — und zwar
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Abb. 6. Signale der drei Cyclopeptid-Sensoren fiir verschiedene Amino-
sduren bei Messung in PBS-Puffer.

von allen drei Sensoren — L-Glutamin am besten erkannt und
auch vom nahe verwandten L-Asparagin unterschieden. Der
signalverstiarkende Einfluf3 des Zuckerbausteins ist auch hier
sichtbar. Obwohl sich die beiden Cyclopeptide 2 und 3 nur in
einem Erkennungselement unterscheiden, wechselt die Si-
gnalhohe bei verschiedenen Aminosduren. Dies spricht dafiir,
daB durch Variation der Cyclopeptide und der Pufferzusam-
mensetzung gezielt nach weiteren Selektivitdten fiir andere
Aminosduren geforscht werden kann.

Optische Transducer mit oberflichengebundenen Cyclohe-
xapeptiden ermdglichen in Verbindung mit der reflektome-
trischen Interferenzspektroskopie, niedrigkonzentrierte Ami-
nosduren in wiBrigen Losungen selektiv und schnell zu
detektieren. Die Detektion kann ohne Derivatisierung erfol-
gen. Mit der kombinatorischen Festphasenchemie 146t sich
eine Vielzahl neuer Rezeptoren synthetisieren. Es konnen
nicht nur Einzelrezeptoren, sondern auch Rezeptorbibliothe-
ken immobilisiert werden, die dekonvolutiv angepal3it werden
konnen. Derzeit suchen wir mit Sensor-Arrays gezielt nach
Rezeptoren fiir bestimmte Analyte. Durch den niedrigen
Konzentrationsbereich und die erzielte Selektivitét ist ein
breites Anwendungsspektrum dieser Methode in der medizi-
nischen Diagnostik und biotechnologischen Sensorik moglich.
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Experimentelles

1-3: Multiple parallele Peptidsynthesen (je 15 umol) werden an 2-Chlor-
tritylchlorid-Harz mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Aminoséduren
und Diisopropylcarbodiimid-Aktivierung durchgefiihrt. Die seitenketten-
geschiitzten Hexapeptide werden mit Hexafluor-2-propanol (30% in
Dichlormethan) abgespalten und in Losung (1mm in DMF) cyclisiert.
Die Cyclisierungsreagentien werden extrahiert und die Seitenkettenschutz-
gruppen mit Trifluoressigsdure/Wasser/Triisopropylsilan (95/2.5/2.5; 3 h)
abgespalten. Danach werden die Peptide mit Diethylether gefillt, ab-
zentrifugiert, in fert-Butylalkohol/Wasser (4/1) geldst und lyophilisiert. Das
Peptid 1 wird in wasserfreiem Methanol aufgenommen, und mit Natrium-
methanolat (0.5M in Methanol) wird pH 1011 eingestellt. Nach 3 h wird
mit Essigsdure neutralisiert, zur Trockene eingeengt, der Riickstand in tert-
Butylalkohol/Wasser (4/1) gelost und lyophilisiert. 1: ESI-MS: [M+H]*:
979.0. - 2: ESI-MS: [M+H]*: 925.5. — 3: ESI-MS: [M+H]*: 962.0; HPLC-
Reinheit >90% (RP-18, Acetonitril/H,O, 214 nm).

Immobilisierung von 1-3 auf der Transducer-Oberfliche: Die Glasober-
fliche wird mit einer frisch angesetzten Piranha-Losung (H,SO,/H,0 2/1)
gereinigt (1 h), mit Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur (RT)
getrocknet. Die Silanisierung erfolgt mit einer Losung von Glycidyloxy-
propyltrimethoxysilan (20 % in Toluol) (4 h bei 110°C). Zur Anbindung
der Cyclopeptide wird eine Losung von 1, 2 oder 3 (0.1 mgmL~!) in
Phosphatpuffer (50mm, pH 8) zugegeben (24 h, RT). AnschlieBend wird
mit Kochsalzlosung (1m) und Wasser gewaschen. Zur Charakterisierung
der Cyclopeptid-funktionalisierten Glastrager wurden statische Kontakt-
winkelmessungen mit sechs verschiedenen Losungsmitteln durchgefiihrt
und der polare (o) und disperse Anteil (oP) der Oberflichenenergie
bestimmt. Immobilisiertes Cyclopeptid 1: ¢°=2351mNm™!, o=
21.37 mNm~!. — Immobilisiertes Cyclopeptid 2: 0°=23.18 mNm, o' =
23.49 mNm~'. — Immobilisiertes Cyclopeptid 3: 6°=2327mNm, o’ =
25.63mNm.
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