ZUSCHRIFTEN

In Cyclohexan aggregieren Knéuel-
Ring-Knéauel-Blockcopolymere zu
supramolekularen Hohlzylindern.
Mehr dazu auf den folgenden Seiten.
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In der Natur trifft man héufig die Bildung komplexer
Strukturen durch die Selbstorganisation kleiner, wohldefi-
nierter Molekiile unter Verwendung nichtkovalenter Wech-
selwirkungen an.ll Es wurden deshalb nicht nur erhebliche
Anstrengungen unternommen, die grundsétzlichen Prinzipien
und Kréifte zu untersuchen und zu verstehen, die zur Selbst-
organisation fithren, sondern auch Strukturen zu entwerfen,
die die Komplexitit biologischer Systeme nachahmen.? Eines
der am intensivsten untersuchten natiirlichen Systeme ist das
zylinderformige Tabakmosaikvirus (TMV), das sich aus den ent-
sprechenden Proteineinheiten und der viralen RNA aufbaut.C!
Auf Gallussidurederivaten basierende Verbindungen wurden
synthetisiert, welche in der Tat Uberstrukturen zeigen, die
dem natiirlichen Vorbild sehr dhnlich sind.™ Dariiber hinaus
wurden auch Strukturen beschrieben, die, wie das Virus, ein
Lumen aufweisen. Kanalstrukturen, die auf Cyclopeptiden
oder Cyclosacchariden basieren, nutzen zur Uberstruktur-
bildung die spezifische Wechselwirkung entsprechend ange-
ordneter Wasserstoffbriickendonoren und -acceptoren.

Seit geraumer Zeit beschiftigen wir uns mit der Synthese
formtreuer Makrocyclen, die ebenfalls als Bausteine nano-
skopischer Hohlzylinder dienen konnten. Ein Ziel unserer
Untersuchungen ist dabei, anders als bei den oben erwihnten
Beispielen, die Aggregatbildung durch nichtspezifische Wech-
selwirkungen herbeizufiihren (z.B. solvophobe Effekte und

3a, M,, = 1000 g mol%;

Diisopropylcarbodiimid

COOH
- DMAP, p-TSOH
.
O Q CH,Cl,

3b, M, = 1500 g mol; 3¢, My, = 2500 g mol™;
3d, M,, =3500g mol; 3e, M,, = 5000 g mol*

Formkomplementaritét). Zu diesem Zweck fiigen wir an den
Ring Seitengruppen, die mit dem cyclischen Riickgrat der
Ringe nicht vertréglich sind, um somit (in einem geeigneten
Losungsmittel) eine Mikrophasenseparation und Aggrega-
tion zu zylindrischen Objekten zu erreichen. Vorausgehende
Arbeiten unserer Gruppe haben gezeigt,[*) dass das Aggrega-
tionsverhalten Oligoalkyl-substituierter formtreuer Ringe
stark 16sungsmittelabhéngig ist.! So findet in Lésungsmitteln,
die sowohl fiir den rigiden Kern als auch fiir die flexiblen
Substituenten gute Losungsmittel sind (z.B. CH,Cl,), keine
Aggregation statt. Durch Zugabe eines Losungsmittels,
welches nur die Alkylperipherie und nicht den rigiden Kern
16sen kann (z.B. n-Hexan), wird eine solvophobe Aggregation
erreicht (K, =130M"! in Hexan/CH,Cl, (3/1), 790M~! in
Hexan/CH,Cl, (6/1)). Hohere Aggregationskonstanten lassen
sich durch eine weitere Verringerung der Losungsmittelpola-
ritdt nicht erreichen, da selbst zwolf Dodecylgruppen nicht
ausreichen, die Materialien in Losung zu halten. Hier
beschreiben wir nun einen einfachen Weg, dieses Loslich-
keitsproblem durch das Anheften kurzer, nichtkristallisierba-
rer Seitengruppen zu umgehen.

Zentraler Block unserer Zielstrukturen 1 ist der Makro-
cyclus 2, der durch die oxidative Glaser-Kupplung der
entsprechenden Bisacetylene in guten Ausbeuten zuginglich
ist.®! An den Ring wurden engverteilte (M,/M, < 1.1) Poly-
styrolcarbonsiure-Oligomere 3! unterschiedlichen Moleku-
largewichts (M,, = 1000 (3a), 1500 (3b), 2500 (3¢), 3500 (3d),
5000 gmol~! (3e)) mittels Carbodiimid-Kupplung in guten
Ausbeuten (70-90%) angebunden (Schema 1).l'1 Die ge-
bildeten Strukturen konnen als Knéuel-(rigider)Ring-
Kniuel-Blockcopolymere beschrieben werden, eine Unter-
klasse der Stab-Knéuel-Blockcopolymere, von denen bekannt
ist, dass sie schon bei relativ niedrigen Molekulargewichten
eine Mikrophasentrennung zu wohlgeordneten Uberstruktu-
ren eingehen.? 11

Schema 1. Synthese der Knéuel-Ring-Knéuel-Blockcopolymere 1a—e. DMAP =4-Dimethylaminopyridin; p-TsOH = p-Toluolsulfonsdure.
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Die hier beschriebenen Blockcoplymere sind alle in
Chloroform, Dichlormethan, THF und Toluol bei Raumtem-
peratur und 1b - e in Cyclohexan bei erhohter Temperatur gut
16slich.”l Nach dem Abkiihlen der Cyclohexanldsungen
bildet 1b in Konzentrationen iiber 0.5 Gew.-% ein Gel, 1¢
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bildet sofort und 1d nach einigen Tagen eine viskose Losung.
Diese Losungen zeichnen sich durch sehr stark doppelbre-
chende Eigenschaften aus!™® (Abbildung 1). Ausnahmen sind
Losungen von 1e, die weder sehr viskos noch doppelbrechend
sind.

A BN

Abbildung 1. Polarisationsmikroskopisch betrachtete Textur von le¢ in
Cyclohexan (2 Gew.-%; an den Kanten des Deckglases).

Diese Befunde lassen sich mit dem unterschiedlichen
Losungsverhalten des rigiden cyclischen Blocks und des
flexiblen Polystyrol(PS)-Blocks erklidren. Cyclohexan ist ein
Losungsmittel fiir PS, aber anders als THF oder Toluol keines
fiir den unsubstituierten Makrocyclus 2. Das Anbringen
kurzer Seitengruppen reicht aus, die Loslichkeit der Block-
copolymere in warmem Cyclohexan zu gewéhrleisten. Dage-
gen aggregieren die rigiden Teile des Blockcopolymers beim
Abkiihlen der Losung, wenn der geknéuelte PS-Block eine
gewisse Grofle unterschreitet. Wie erwartet, héngen das
Ausmal und die Geschwindigkeit der Aggregation von der
GroBe der PS-Blocke ab. Aufgrund der Struktur der Block-
copolymere ist deren Aggregation zu stibchenartigen Uber-
strukturen mit hohen Aggregationszahlen zu erwarten, da
dadurch die Kontaktfldche der rigiden cyclischen Einheit mit
dem Losungsmittel vermindert wird.'¥) Um diese Annahme
zu bestitigen haben wird das Aggregationsverhalten von 1e¢
detailliert untersucht. Dynamische Lichtstreuuntersuchungen
(DLS) wurden an Losungen von 1¢ in Toluol und Cyclohexan
durchgefiihrt und die Verteilung der Relaxationszeiten in der
Autokorrelationsfunktion mit Hilfe der CONTIN-Analyse
bestimmt.> In Toluol (0.11 Gew.-%) findet man nur einen
Prozess, der einem hydrodynamischen Radius von ca. 2 nm
entspricht und gut mit dem erwarteten Wert fiir 1¢ iiberein-
stimmt. Dagegen deuten die Lichtstreudaten einer Cyclohe-
xanlosung gleicher Konzentration auf die Bildung komplexe-
rer Strukturen hin. Die Analyse der gemessenen Autokorre-
lationsfunktion ergibt eine bimodale Verteilung der
Relaxationszeiten, eine bei einem hydrodynamischen Radius
von etwa 2nm und die andere bei etwa 60 nm (Abbil-
dung 2a).

Konzentrationsabhéngige Messungen ergaben, dass der
Anteil der grofleren Spezies mit steigender Konzentration
zunimmt.[') Die Winkelabhiingigkeit der Streuintensitiit der
groBeren Objekte (Abbildung 2b) deutet auf das Vorliegen
stabchenartiger Objekte (linearer Anstieg in der Auftragung
nach Kratky) mit einer ,,virtuellen“ Persistenzldnge, ein Maf}
fiir die Rigiditit, von mehr als 100 nm hin.['’l Die Gesamt-
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Abbildung 2. a) CONTIN-Fit: Verteilung der DLS-Relaxationszeiten von
1c in Toluol (seee) und in Cyclohexan (——) bei einer Konzentration von
0.11 Gew.-%; b) Kratky-Auftragung der langsamen Relaxationsmode von
1c in Cyclohexan (m) bei einer Konzentration von 0.09 Gew.-% sowie
lineare Datenanpassung (—). R, =hydrodynamischer Radius; I,., = Ge-
samtintensitét; g = Streuvektor.
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lange der Objekte variiert zwischen 250 und 1300 nm, wobei
ein hydrodynamischer Radius von 60 nm einer Stédbchenldnge
von etwa 500 nm entspricht.['®]

Der Durchmesser dieser zylinderartigen Objekte wurde
durch Ultrakleinwinkel- (USAXS) und Kleinwinkelréntgen-
streuung (SAXS) in Cyclohexan (2 Gew.-% ) bestimmt (Ab-
bildung 3). Die Beschreibung der Messdaten ist mit Hilfe des
Modells eines einfachen massiven Zylinders (mit abrupter

1000 A

T 100 A

I/ a.u.

Abbildung 3. USAXS- (o) und SAXS-Daten (o) einer Cyclohexanldsung
von 1¢ (2.0 Gew.-%). Eingezeichnet sind die Formfaktoren eines massiven
Zylinders (----) mit einem AuBendurchmesser von 10+ 3.8 nm und eines
Hohlzylinders (——) mit einem AuBendurchmesser von 10+3.8 nm und
einem Innendurchmesser von 1.8 £0.5 nm. /= Intensitét, g = Streuvektor.
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Anderung der radialen Elektronendichte) durch Variation
von Linge und Dicke nicht moglich.'”) Daher wurde ein
Modell verwendet, welches das Elektronendichteprofil an der
ZylinderauBenseite genauer beschreibt. Die unterschiedliche
Léinge der PS-Oligomere und die radiale Abnahme der
Zylinderdichte wurden durch einen Zylinder mit einer Poly-
dispersitdt im Durchmesser angenédhert. Da Variationen der
Zylinderldnge keinen merklichen Einfluss auf den Formfak-
tor im betrachteten Bereich haben, wurde sie in Anlehnung
an die Lichtstreudaten bei 500 nm festgehalten. Der so
berechnete Formfaktor eines massiven Zylinders mit einem
polydispersen Durchmesser von 10 nm (d,., = 10 nm, Poly-
dispersitdt 3.8 nm, Halbwertsbreite der GauB-Verteilung)
stimmt mit den beobachteten Daten bei kleinen g-Werten
gut iiberein. Dagegen ist die beobachtete Streuintensitédt im
Bereich der g-Werte von 1 bis 2 nm~! deutlich hoher als durch
die Theoriefunktion vorausgesagt, und es war weder durch
eine Variation des Zylinderdurchmessers noch der Polydis-
persitat moglich, diese Diskrepanz auszurdumen. Nur die
Verwendung eines radialen Dichteprofils, bei dem die Elek-
tronendichte nun auch im Inneren verringert ist, 10ste das
Problem. Der berechnete Formfaktor eines Zylinders mit
dem gleichen duBeren Elektronendichteprofil wie vorher und
zusitzlich einer herabgesetzten Elektronendichte im Inneren
(Hohlraumdurchmesser  djpe, = 1.8 nm, Polydispersitit
0.5 nm, Halbwertsbreite der GauB-Verteilung) stimmt mit
den beobachteten Daten im gesamten g-Bereich gut iiber-
ein.?! Diese Streudaten zeigen unzweifelhaft, dass die
Kniuel-Ring-Knéduel-Blockcopolymere in Losung zu hohlen
zylinderartigen Objekten mit einer grofen virtuellen Per-
sistenzldnge aggregieren.

Weitere Beweise fiir die Existenz dieser supramolekularen
Zylinder konnten mit abbildenden Methoden erhalten wer-
den, die auf feste, unter Nichtgleichgewichtsbedingungen
préparierte Proben angewendet wurden.?!! Die Transmissi-
onselektronenmikroskopische (TEM-) Aufnahme einer Pro-
be, die durch Gefriertrocknung einer Cyclohexanlosung von
1c erhalten wurde (Pt/C-schriagbeschatteter Film), zeigt an
der Probenoberfliche Béander unterschiedlicher Breite, von
denen die schmalsten eine Breite von ca. 15nm haben
(Abbildung 4 A).

Atomkraftmikroskopische (AFM-) Aufnahmen eines
Blockcopolymerfilms, der durch Tauchbeschichtung von
Glimmer in Cyclohexanlosungen von le¢ erhalten wurde,
zeigen lange Biindel aus zwei oder drei zylinderischen
Aggregaten sowie einzelne Aggregate (Abbildung 4B).?
Unter Beriicksichtigung der Breite der AFM-Spitze haben
diese Aggregate einen Durchmesser von 10-20 nm. Die
durch die TEM- und AFM-Untersuchungen
erhaltenen Abmessungen der Aggregate &
stimmen sehr gut mit den molekularen
Dimensionen aus den Streumessungen iiber- _ il
ein und stehen in Einklang mit der GroBe der
Molekiilbausteine.” Auch hat das in den
AFM-Aufnahmen am stérksten gekriimmte o
Objekt (Abbildung 4B, schwarzer Pfeil) ei- o2
nen sehr hohen Kriimmungsradius, was ein
weiterer Hinweis auf die Rigiditdt der Ag-
gregate ist. Die Ahnlichkeit unserer Aggre-
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Abbildung 4. A) TEM-Aufnahme einer Pt/C-schrigbeschatteten Probe,
die durch Gefriertrocknung einer Cyclohexanlosung von 1¢ (0.15 Gew.-%)
erhalten wurde; B) AFM-Aufnahme (Amplitudenbild, 1.5 x 1.5 um?) einer
Filmpréparation, die durch Eintauchen von Glimmer in eine Cyclohexan-
16sung von 1¢ (0.15 Gew.-% ) hergestellt wurde.

gate mit kovalent verkniipften Polymerbiirsten®! erlaubt es,
sie als supramolekulare hohle Polymerbiirsten zu beschreiben
(Abbildung 5).

Die hier vorgestellten Resultate zeigen, dass Knéduel-Ring-
Kniuel-Blockcopolymere aufgrund von Formkomplemen-
taritdt und der Entmischung der rigiden und flexiblen Poly-
merteile (d.h. aufgrund nichtspezifischer Wechselwirkungen)
zu Hohlzylindern aggregieren konnen. Hierin unterscheiden
sie sich von der Mehrzahl der bisher beschriebenen tubularen
Strukturen, bei denen anziehende Krifte fiir die Uberstruk-
turbildung verantwortlich sind. Da unser Ansatz die Moglich-
keit birgt, funktionalisierte Makrocyclen zu organisieren und
dabei gleichzeitig die funktionellen Gruppen ,,frei* zu lassen,
eroffnet sich damit ein Zugang zu intraanular funktionali-
sierten Zylindern. Mit anderen Worten, die funktionellen
Gruppen werden nicht verwendet, die Makrocyclen zu

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Aggregation der Blockcopolymere zu hohlen
Polymerbiirsten. Der PS-Block ist die Corona (orange), und der rigide Ring ist im Zentrum
lokalisiert (blau) (nicht maBstabsgerecht).
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organisieren, sondern die Bildung der Uberstruktur dient zur
Organisation der funktionellen Gruppen.
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Alle Formfaktoren fiir Zylinder mit monodispersem Durchmesser
weisen ausgeprige Oszillationen im betrachteten g-Bereich auf.

Die verwendete Fit-Funktion ist durch den Ausdruck (1) gegeben.
7 R+R

2 2 ]
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0 "0 R+R

{gsin(a)qleos(a)(r? — r})}]’ sin(a) )
exp[—(r, = R,)’/(2Ar2) — (r; = R,/ 2Ar})) dr, dr; da

Eine noch bessere Datenanpassung wird durch ein verfeinertes
Elektronendichteprofil im Bereich 2 nm < d <4 nm erhalten. Aller-
dings erfordert eine detailliertere Beschreibung der Elektronendichte
akkuratere Streudaten.

Vorldufige Untersuchungen ergaben, dass durch sehr langsames
Eintrocknen der Polymerfilme (,,Gleichgewichtsbedingungen®) im
festen Zustand eine andere Uberstruktur erhalten wird. Daher
konnen die hier vorgestellten Untersuchungen in Losung nicht auf
den festen Zustand iibertragen werden.

Gleichzeitig bildet ein Teil der Blockcopolymere eine gewellte
Untergrundstruktur auf dem Glimmer.
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Von der Struktur zur Funktion: ein neuer
Ansatz zum Erkennen von funktionellen
Ahnlichkeiten zwischen Proteinen unabhiingig
von Sequenz- und Faltungshomologie

Stefan Schmitt, Manfred Hendlich und Gerhard Klebe*

Das rasante Anwachsen von Informationen iiber Sequenz
und Struktur von Proteinen erfordert neue Computermetho-
den, die es erlauben, von der Struktur eines Proteins auf
dessen Funktion zu schlieBen. Die molekulare Funktion eines
Proteins ist in aller Regel direkt an die spezifische Erkennung
von Substraten oder endogenen Liganden in einer wohl-
definierten Proteinbindetasche gekoppelt. Proteine mit ver-
wandten Funktionen sollten daher auch &hnliche Bindeta-
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