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Beschreibung
Gebiet der Erfindung:

[0001] Die Erfindung betrifft cyclische Peptide und aus cyclischen Peptiden aufgebaute Molekularrohrstruk-
turen. Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung von cyclischen Peptiden mit Aminosauresequenzen
mit einem sich wiederholenden D-L-Chiralitdtsmotiv, die zum Aufbauen sich selbstzusammenfugender, d.h.
sich selbst organisierender Molekularrohre verwendbar sind.

Hintergrund:

[0002] Cyclische Peptide bilden eine grofl3e Klasse nattirlicher und synthetischer Verbindungen. Naturlich vor-
kommende cyclische Peptide haben zahlireiche biologische Wirkungen, wie beispielsweise Antibiotika, Toxine,
Hormone und lonentransportregler. Es ist nicht bekannt, daf3 naturlich vorkommende cyclische Peptide durch
eine mRNA-Transkription synthetisiert werden kénnen, d. h. die Aminosauresequenz natirlich vorkommender
cyclischer Peptide ist nicht in dem Genom des das Material erzeugenden Organismus kodiert. Statt dessen ist
die Synthese von naturlich vorkommenden cyclischen Peptiden von einer Reihe von nicht-transkriptionellen
Enzymen abhangig, die speziell fur die Synthese dieser Produkte ausgelegt sind. Viele cyclische Peptide ver-
wenden sowohl Amid- als auch nicht-Amidbindungen und umfassen nicht-nattrliche Aminosauren, d. h. Ami-
nosauren, die nicht bei der mRNA-Transkription von linearen Proteinen verwendet werden. Sowohl D- als auch
L-Enantiomere von Aminosauren sind haufig in nattrlichen und synthetischen Aminosauren vorhanden. Syn-
thetische Analoge verschiedener naturlich vorkommender cyclischer Peptide wurden mit modifizierter biologi-
scher Wirkung entworfen und synthetisiert.

[0003] Chemisch sind cyclische Peptide in zwei Kategorien unterteilt, d. h. homodete und heterodete Peptide.
Homodete Peptide bestehen vollstandig aus Aminosaureresten, die untereinander iber Amidbindungen ver-
bunden sind. Die vorliegende Anmeldung richtet sich ausschlieRlich auf cyclische homodete Peptide. Hetero-
dete Peptide umfassen andere Bindungen als Amidbindungen, beispielsweise Disulfidbindungen und Ester-
bindungen. Depsipeptide sind eine Art von heterodeten Peptiden. Depsipeptide weisen Esterbindungen auf.
Valinomycin ist ein cyclisches Depsipeptid mit einem wechselnden chiralen D-D-L-L-Motiv, das Esterbindun-
gen im Ring aufweist. Die vorliegende Anwendung schlief3t speziell heterodete Peptide aus. Die Chemie so-
wohl homodeter als auch heterodeter cyclischer Peptide wurde ausfiihrlich von Ovchinnikov et al. (1992), The
Proteins, Vol. V: 307-642 besprochen.

[0004] Die FR-A-2 360 252 beschreibt bestimmte cyclische Hexapeptide.

[0005] Im International Journal of Peptide and Proteine Research, Ausgabe 34, Nr. 5, Mai 1989, Seiten
387-393 ist beschrieben, dal cyclische Oligopeptide Strukturen ausbilden kdnnen und einen transmembranen
lonentransfer induzieren kdnnen. In Biochemie, Ausgabe 71, Nr. 1, Januar 1989, Seiten 71-76 ist beschrieben,
daf} bestimmte cyclische Oligopeptide transmembrane lonenporen ausbilden kénnen. In Helvetica Chimica
Acta, Ausgabe 70, Nr. 7, 8. Juli 1987, Seiten 1012-1016 ist die Vermutung beschrieben, dal bestimmte cycli-
sche Oligopeptide rohrférmige Strukturen ausbilden kénnen. In Macromolecules, Ausgabe 7, Nr. 1, Januar
1974, Seiten 52-58 ist die Vermutung beschrieben, dal bestimmte Polypeptidketten helikale Strukturen aus-
bilden kénnen.

[0006] Es ist bereits von friher bekannt; dal® Molekularrohre aus linearen Peptiden gebildet werden. Grami-
cidin A ist beispielsweise ein lineares Pentadecapeptid mit einem wechselnden chiralen D-L-Motiv. Bei Inte-
gration in eine Ziel-Biomembran bildet Gramicidin A eine linksgangige antiparallele Doppelstranghelix mit
5,6-6,4 Aminosaureresten pro Windung. Gramicidin hat einen durchschnittlichen Auflendurchmesser von etwa
16 A und einen durchschnittlichen Innendurchmesser von ungeféhr 4,8 A. Der innere Kanal von Gramicidin
dient als ein Weg flr einen passiven transmembranen lonentransport (siehe: Wallace, B.A. et al. (1988) Sci-
ence, 44: 182-187; und Lang, D. (1988) Science, 44: 188-191).

[0007] Molekularrohre kénnen aus anderen Materialien als Aminosauren gebildet werden. Kohlenstoffrohre
sind von lijima (Nature (1991), 354: 56-58) und Ebbesen et al. (Nature (1992), 358, 220-222) beschrieben.
Diese Kohlenstoffrohre sind aus Graphit zusammengesetzt und haben eine konzentrische, am Ende geschlos-
sene Struktur. Anorganische Rohre finden in der Chemie eine breite Anwendung, z. B. werden mikro- und me-
sopordse anorganische Feststoffe, bekannt als Zeolithe, zum Verbessern einer Vielzahl von Reaktionen ver-
wendet. Das Gebiet von Zeolithen wird zusammenfassend von Meier et al., Atlas of Zeolite Structure Types,
2. Ausgabe (Butterworths, London, 1988) beschrieben.

[0008] Es wird ein Verfahren zum Zusammenfiigen bzw. selbstorganisieren und Zerlegen von Molekularroh-
ren unterschiedlicher Lange und unter Verwendung austauschbarer Untereinheiten benétigt. Es wird eine viel-
seitige Untereinheit zum Implementieren des oben genannten Verfahrens benétigt, d. h. eine Untereinheit, die
auf eine Selbstzusammenfiigung bzw. Selbstorganisation und Selbstzerlegung anspricht. Es werden homode-
te cyclische Peptide bendtigt, die als Untereinheiten flr sich selbstzusammenfiigende bzw. selbstorganisieren-
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de und -zerlegende Molekularrohre verwendet werden kénnen.
Zusammenfassung der Erfindung

[0009] Die Erfindung umfal’t, wie es in den beigefligten Anspriichen beansprucht ist, cyclische homodete
Peptide, die zum Zusammenfliigen und Zerlegen von Molekularrohren verwendbar sind, aus derartigen cycli-
schen homodeten Peptiden zusammengefiigte Molekularrohre und Verfahren zum Zusammenfligen und Zer-
legen derartiger Molekularrohre.

[0010] Die mit der Erfindung umfaliten cyclischen homodeten Peptide weisen eine stabile scheibenférmige
Konformation auf, welche die Selbstzusammenfiigung derartiger Peptide zum Ausbilden von Molekularrohren
vereinfacht. Eine stabile scheibenférmige Konformation wird erzielt, indem die cyclischen Peptide mit einem
sich wiederholenden D-L-Chiralitatsmotiv gestaltet werden. In Anpassung an dieses sich wiederholende Chi-
ralitdtsmotiv ist es notwendig, dal die Aminosauresequenz der cyclischen Peptide nur eine gerade Anzahl von
Aminosaureresten umfafdt. Da Glycin nicht chiral ist, ist es in Anpassung an dieses sich wiederholende Chira-
litdtsmotiv ferner notwendig, dal’ die Aminosauresequenz des cyclischen Peptids kein Glycin enthalt oder der
Einschluf3 von Glycin minimiert ist.

[0011] Eine stabile scheibenférmige Konformation wird ferner dadurch bevorzugt, dal die Grélke des cycli-
schen Peptids begrenzt wird, dal namlich die Aminosduresequenz des cyclischen Peptids insgesamt zwi-
schen 6 und 16 Aminosaurereste umfalit. Die Stabilitat der scheibenformigen Konformation cyclischer Peptide
neigt dazu, aufgrund von Griinden der statistischen Mechanik, bei zunehmender Ringgrdfie zuzunehmen. Cy-
clische Peptide mit RinggréRen von mehr als 16 Resten sind aufgrund der geringen Stabilitat ihrer scheiben-
férmigen Konformation weniger bevorzugt.

[0012] Molekularrohre werden zusammengefligt, indem cyclische Peptide aufeinandergestapelt werden. Die
resultierende Struktur definiert einen inneren Kanal. Der Durchmesser des inneren Kanals wird durch die Gro-
Re des cyclischen Peptides bestimmt, d. h. die Kanalgrof3e nimmt mit der Grof3e des cyclischen Peptides zu.
Cyclische Peptide mit lediglich 6 Aminosaureresten weisen einen sehr kleinen Kanal auf, der lediglich fiir den
Durchgang oder den Einschluf3 von kleinen lonen geeignet ist; cyclische Peptide mit 16 Aminosaureresten wei-
sen einen sehr groRen Kanal auf, der fir den Durchgang oder den Einschluf von kleinen Molekiilen geeignet
ist; cyclische Peptide mit 16 Aminosaureresten weisen einen sehr gro3en Kanal auf, der fir den Durchgang
oder den Einschluf von DNA oder RNA geeignet ist.

[0013] Das wechselnde D-L-Chiralitatsmotiv ist dazu gedacht, die scheibenférmige Konformation cyclischer
homodeter Peptide zu stabilisieren, indem die Energie der nach auf3en orientierten Konformation der Amino-
saureseitenkettengruppen gesenkt wird. Bei der nach aulRen orientierten Konformation sind Seitenkettengrup-
pen der Aminosaurereste senkrecht zu der Achse der Scheibe in einer radial nach aufen weisenden Richtung
orientiert. Bei dieser Konformation orientiert eine Ausrichtung der Aminosaureseitengruppen ferner die Haupt-
kette-Carboxylgruppen und Hauptkette-Aminowasserstoffe in einer hauptsachlich axia len Richtung. Eine Aus-
richtung der Hauptkette-Carboxylgruppen und Hauptkette-Aminowasserstoffe in diese axiale Richtung pradis-
poniert cyclische Peptide fiir ein Ubereinanderstapeln in einer antiparallelen Weise zum Bilden von B-Falt-
blatt-Wasserstoffbindungen.

[0014] Die Kinetik des Zusammenfiigens und Zerlegens eines cyclischen Peptides zum Ausbilden von Mole-
kularrohren kann durch die Auswahl von Aminosaureseitenkettengruppen gesteuert wer den. Cyclische Pep-
tide mit ionisierbaren Aminosaureseitenketten zeigen eine pH-Wert-abhangige Kinetik. Bei geladenen cycli-
schen Peptiden wurde gefunden, dal} sie sich einer Rohr-Zusammenfiigung widersetzen; bei neutralen cycli-
schen Peptiden wurde gefunden, dal sie eine Rohr-Zusammenfiigung férdern. Beispielsweise wurde bei cyc-
lischen Peptiden mit Glutaminsaure gefunden, daf sie sich bei einem sauren pH-Wert spontan zu Molekular-
rohren zusammenfiigen, sich jedoch bei einem alkalischen pH-Wert einem Zusammenfligen zu Molekularroh-
ren widersetzen. Bei vor-zusammengefligten Molekularrohren wurde gefunden, daf} sie sich spontan zerlegen,
wenn der pH-Wert von einem sauren auf einen alkalischen pH-Wert erhdht wird. Eine wohliberlegte Wahl von
Aminosaureseitenketten kann ein Packen oder eine Aggregation von Molekularrohren zum Bilden von rohrfor-
migen Biindeln fordern.

[0015] Vollstandig oder groftenteils aus hydrophoben Aminosaureresten zusammengefligte cyclische Pepti-
de bilden in Lipiddoppelschichten Molekularrohre. Derartige Molekularrohre kénnen sich durch eine Membran
erstrecken und einen lonen- oder Molekilkanal durch eine derartige Membran zur Verfiigung stellen. Derartige
Molekularrohre kénnen in Abhangigkeit von der KanalgréoRe des Rohres zum Laden von Zellen oder Lipidve-
sikeln mit lonen oder Molekllen aus dem aufleren Vesikelraum (extra-vesicular space) verwendet werden.
Transmembrane Molekularrohre kdnnen auch kontrollierbar durchlassig bzw. verschlielbar (gated) sein, um
die Diffusion von lonen und Molekilen durch den Kanal zu steuern.

[0016] Molekularrohre kénnen mit ionischen oder molekularen Ein schliissen in dem Kanalraum beladen sein.
Wenn derartige Rohre mit einem Arzneimittel beladen sind, kénnen die Rohre als eine Arzneimittel-Zuflihrung
verwendet werden. Ein Freisetzen des Arzneimittels aus den Molekularrohren kann durch Diffusion oder durch
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eine Rohrzerlegung stattfinden.

[0017] Molekularrohre kénnen ferner verwendet werden, um durch Zusammenfligung und/oder Diffusion in
dem Rohrkanal das kontrollierte Wachstum von anorganischen Clustern, Halbleitern und Drahten auf atomarer
Basis zu vereinfachen, um Materialien mit neuen optischen und elektronischen Eigenschaften herzustellen.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen:

[0018] Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung eines selbstzusammengefligten Molekularrohre. Es sind
Hauptkette-Hauptkette-Wasserstoffbindungswechselwirkungen gezeigt, jedoch sind die Aminosaureseitenket-
ten aus Griinden der Ubersichtlichkeit fortgelassen. Der Innendurchmesser des Kanals ist durch die RinggréRe
der cyclischen Peptiduntereinheiten bestimmt.

[0019] Fig. 2 zeigt ein Molekularrohr mit acht cyclischen Peptiden des Typs mit jeweils acht hydrophoben
Aminosauren, beispielsweise die cyclischen Peptide 5 und 6. Das Molekularrohr durchzieht eine Lipiddoppel-
schicht, um einen Kanal, angedeutet durch Pfeile, durch die Lipiddoppelschicht zu bilden.

[0020] Die Fig. 3A-3C vergleichen die Kanalgréfie von drei unterschiedlichen, zum Aufbau von transmemb-
ranen Molekularrohren verwendbaren cyclischen Peptiden. D und L bezeichnen die Chiralitdt der Aminosau-
rereste. R, und R, sind Seitenketten von hydrophoben Aminosaureresten wie beispielsweise Val, Leu, lle, Phe
und Trp.

[0021] Fig. 3A zeigt ein cyclischen Hexapetid mit einem Kanaldurchmesser von ungeféahr 7 A.

[0022] Fig. 3B zeigt ein cyclisches Octapetid mit einem Kanaldurchmesser von ungefahr 10 A.

[0023] Fig. 3C zeigt ein cyclisches Dodecapeptid mit einem Kanaldurchmesser von ungefahr 15 A.

[0024] Fig. 4 zeigt eine Seitenansicht einer Kappen-Untereinheit (cap subunit), wie beispielsweise das cycli-
sche Peptid 7, und seine Wechselwirkungen mit einer benachbarten cyclischen Peptiduntereinheit und dem
umgebenden Medium.

[0025] Fig. 5 zeigt eine schematische Darstellung eines Molekularrohres mit einem kontrollierbar durchlassi-
gen Kanal.

[0026] Fig. 6 zeigt eine schematische Darstellung eines bidentalen (oben) und eines tetradentalen kontrol-
lierbar durchlassigen Kanals.

[0027] Fig. 7 zeigt bevorzugte Liganden zur Verwendung bei dem Aufbau von ionen-kontrollierbar durchlas-
sigen (ion-gated) Membrankanalen und deren erwartete Metallionenselektivitat.

[0028] Fig. 8 zeigt einen bezliglich eines Molekulartransports geschlossenen Membrankanal, vermittelt durch
[M(Im),]"*-Komplexbildung.

[0029] Fig. 9A zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 1, d. h. ein cyclisches Peptid mit acht Aminosauren
mit der Aminosauresequenz cyclo[-(GIn-D-Ala-Glu-D-Ala),-] (Sequenz Nr.: 1).

[0030] Fig. 9B zeigt ein Fragment eines Molekularrohrs mit vier cyclischen Peptiden vom Typ 1.

[0031] Fig. 10 zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 2, d. h. ein cyclisches Peptid mit acht Aminosauren
mit der Aminosauresequenz cyclo[- GIn-D-Ala),-] (Sequenz Nr.: 2).

[0032] Fig. 11 zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 3, d. h. ein cyclisches Peptid mit acht Aminosauren
mit der Amino-sduresequenz cyclo[-(GIn-D-Leu),-] (Sequenz Nr.: 3).

[0033] Fig. 12 zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 4, d. h. eines cyclisches Peptid mit acht Aminosau-
ren mit der Aminosauresequenz cyclo[-(GIn-D-Val),-] (Sequenz Nr.: 4).

[0034] Fig. 13 zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 5, d. h. ein cyclisches Peptid mit acht Aminosauren
der Aminosauresequenz cyclo -(Phe-D-Leu),-] (Sequenz Nr.: 5).

[0035] Fig. 14 zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 6, d. h. ein cyclisches Peptid mit acht Aminosauren
mit der Aminosauresequenz cyclo[-(Phe-D-Ala),-] (Sequenz Nr.: 6).

[0036] Fig. 15 zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 7, d. h. ein cyclisches Peptid mit acht Aminosauren
mit der Aminosauresequenz cyclo[-(Phe-N(Me)Ala,-] (Sequenz Nr.: 7). Das cyclische Peptid 7 ist ein termina-
les cyclisches Peptid, d. h. es kann lediglich auf einer Seite der Scheibe Wasserstoffbriicken ausbilden und
beendet damit die Zusammenfligung des Molekularrohres.

[0037] Fig. 16A zeigt die Struktur des cyclischen Peptides 8, d. h. ein cyclisches Peptid mit 12 Aminosauren
mit der Aminosauresequenz cyclo[-(GIn-D-Ala-Glu-D-Ala),-] (Sequenz Nr.: 8).

[0038] Fig. 16B zeigt ein Fragment eines Molekularrohres mit vier cyclischen Peptiden vom Typ 8.

[0039] Fig. 17 zeigt die Bindung Uber Wasserstoffbriicken bei aus cyclischen Peptiden 1 aufgebauten Mole-
kularrohren. Bei einem hohen pH-Wert benachteiligen unerwiinschte elektrostatische Wechselwirkungen und
eine hohe Wasserloslichkeit intermolekulare Wechselwirkungen. Bei einem niedrigen pH-Wert begiinstigen so-
wohl spezielle intermolekulare Hauptkette-Hauptkette- und Seitenkette-Seitenkette-Wasserstoffbindungs-
wechselwirkungen als auch die geringe Wasserloslichkeit der Peptidmonomere die Bildung von Molekularrohr-
geflgen.

[0040] Die Fig. 18A-18E sind mikroskopische Elektronenspektroskopie- und Elektronenbeugungsbilder von
cyclischen Peptidrohren.
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[0041] Fig. 18A ist ein Bild mit geringer VergréRerung einer Suspension von an einem Kohlenstofftragerfilm
adsorbierten cyclischen Peptidrohrpartikeln, d. h. Rohraggregaten (MaRstabsbalken = 1 Mikrometer).

[0042] Fig. 18B ist ein Low-Dose-Bild eines gefrorenen hydratisierten einzelnen Partikels cyclischer Peptid-
rohre. Die Partikelabmessungen betragen ca. 86x1180 nm.

[0043] Fig. 18C ist ein vergroRertes Bild des umrandeten Bereiches in Fig. 18B, das Langsstreifungen mit
einer Auflésung von ungefahr 10 A zeigt.

[0044] Fig. 18D ist eine Langsstreifungen von 14,9 A zeigende Bildkontrastverstarkung von Fig. 18C, wobei
die Langsstreifungen eine Seite-an-Seite-Packung von cyclischen Peptidrohren in dem Partikel darstellen
(Maf3stabsbalken = 10 nm).

[0045] Fig. 18E zeigt ein Elektronenbeugungsmuster, das an einem einzelnen Partikel cyclischer Peptidrohre
aufgenommen wurde und Ordnungen eines meridionalen Abstandes von 14,92 A und eines axialen Abstandes
von 4,73 A zeigt. Axial erstreckt sich das Bild schwach bis zu der dritten Ordnung (1,57 A, Daten nicht gezeigt)
und zeigt, daf’ die Partikel hochgeordnet und kristallin sind.

[0046] Die Fig. 19A-19C zeigen Infrarotspektren des Amid-I-Bereiches (bei einer Aufldsung von 8 cm™).
[0047] Fig. 19A zeigt Infrarotspektren einer monomeren Peptiduntereinheit in D,O (4x10° M, pD=10, unter-
sucht bei gedampfter Totalreflexion (attenuated total reflectance)).

[0048] Fig. 19B zeigt das Infrarotspektrum von Partikeln von zusammengefiigten cyclischen Peptidrohren
(KBr-Pressling).

[0049] Fig. 19C zeigt das FT-IR-Spektrum des N-H-Streckbereichs von Partikeln von cyclischen Peptidrohren
(KBr-Pressling). Die Komponentenpeaks werden durch Entfaltung des Ursprungsspektrums mit der Einzel-
komponente, gemischten Lorentz- und Gaulfunktionen unter Verwendung eines iterativen, linearen Kleins-
te-Quadrate-Algorithmus ("FIT", Galactic Industries Corporation) erhalten.

[0050] Die Fig. 20A und Fig. 20B zeigen ein dreidimensionales Modell der selbstzusammengefligten organi-
schen Nanorohre, die sich bei kontrollierter Ansduerung von cyclo[-(D-Ala-Glu-D-Ala-GlIn),-] (Sequenz Nr.: 1)
als stabférmige Kristalle ausbilden, wie es in den Fig. 18A und 18B gezeigt ist. Eine Ansicht der Kristallpa-
ckung entlang der a-Achse ist in der Fig. 20A gezeigt. In der Fig. 20B ist eine Ansicht der Kristallpackung ent-
lang der c-Achse (unten) gezeigt. Die Elementarzelle ist durch die durchgezogenen Linien und die lokale zwei-
zéhlige Achse mit dem Sternchen gekennzeichnet. Die Elementarzelle hat die Make a=9,5 A, b=c=15,1 A und
a=90°, B=y=99°. Die Achse des Rohres verlauft entlang a (x).

[0051] Die Fig. 21A und 20B zeigen ein dreidimensionales Modell der selbstzusammengefligten Nanorohre,
die durch kontrollierte Ansduerung von cyclo[-(GIn-D-Ala-Glu D-Ala),-] (Sequenz Nr.: 8) als stabférmige Kris-
talle gebildet werden, wie es in der Fig. 23 gezeigt ist. In der Fig. 21A ist eine Ansicht der Kristallpackung ent-
lang der a-Achse gezeigt (aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist jedes Nanorohr lediglich durch das lokale zwei-
zahlige Dimer dargestellt). In Fig. 21B ist eine Ansicht der Kristallpackung entlang der c-Achse gezeigt. Die
Elementarzelle ist durch die gestrichelten Linien und die lokale zweizahlige Achse mit dem Sternchen gekenn-
zeichnet. Die Elementarzelle hat die MaRe a=9,6 A, b=c=25,66 A und a=120°, B=y=99°. Die Positionen der
Seitenketten sind in diesem Modell willkirlich. Die Achse des Rohres verlauft entlang a (x).

[0052] Die Fig. 22 zeigt eine schematische Darstellung der bei dem Aufbau von selbstzusammengefiigten
Nanorohre gemal Fig. 21 verwendeten Strategie. Bei geeigneten Bedingungen stapeln sich entsprechend
aufgebaute cyclische Peptiduntereinheiten und bilden tGber Wasserstoffbriicken gebundene rohrférmige Struk-
turen (aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist lediglich die Hauptkettenstruktur dargestellt). Die RinggréRe der
Untereinheit stellt den Innendurchmesser des rohrférmigen Gefliges ein. Die chemische Struktur der Unterei-
nheit ist oben rechts gezeigt (D oder L bezieht sich auf die Aminosaurechiralitat).

[0053] Die Fig. 23A-23B zeigt links eine Elektronenmikroskopaufnahme mit geringer Vergréferung von auf
einem Kohlenstofftragerfilm adsorbierten Nanorohrsuspensionen gemaf Fig. 21 (Maf3stabsbalken = 1 mm)
und rechts ein Low-Dose-Bild eines gefrorenen hydratisierten einzelnen Nanorohrpartikels. Um ungefahr 25 A
voneinander beabstandete Langsstreifungen sind auf die Seite-an-Seite-Packung von Nanoréhren zuriickzu-
fuhren.

[0054] Die Fig. 24A und 24B zeigen Infrarotspektren einer aus cyclo[-(Trp-D-Leu),-GIn-D-Leu-] (Sequenz Nr.:
9) gebildeten Membrankanalstruktur. Fig. A zeigt ein Infrarotspektrum des Amid-I-Bereichs der Membranka-
nalstruktur mit einer Auflésung von 8 cm™. Fig. B zeigt ein Infrarotspektrum des N-H-Streckbereichs der Mem-
brankanalstruktur mit einer Auflésung von 8 cm™". IR-Proben wurden durch die Hinzufligung von einer DM-
SO-Lésung des Peptids zu gereinigten Liposomen (20 bis 50 Phospholipide pro Peptiduntereinheit), gefolgt
von einer Gelfiltration auf einer Sephadex G-25-Saule hergestellt (fir das zum Herstellen der Liposomen ver-
wendete Verfahren siehe Legende von Fig. 3). Die Liposomen wurden anschlieRend auf eine CaF,-Scheibe
aufgebracht und 30 Minuten im Vakuum getrocknet. Cha rakteristische Absorptionen aufgrund des Peptidka-
nalgefuges sind in der Figur gekennzeichnet.

[0055] Fig. 25 zeigt den der Zugabe der in Fig. 24 gezeigten kanalbildenden Verbindungen folgenden Proto-
nenausfluR. Der ProtonenausfluR wird in Form der fraktalen Anderung der Fluoreszenz-Intensitat von in einem
Vesikel eingeschlossenem 5(6)-Carboxyfluorescein als eine Funktion der Zeit ausgedriickt (die Abtastzeit lag
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bei Intervallen von 0,3 Sekunden). Bei jedem Experiment wurden equimolare Mengen kanalbildender Verbin-
dungen verwendet, um direkte Vergleiche der kanalvermittelten Protonentransportaktivitat zu ermdglichen. Die
Menge zugegebener kanalbildender Verbindungen reichte bei jedem Experiment von 2 bis 20 nmol, entspre-
chend ungefahr 150 Kanéale pro Liposom bei den geringsten Konzentrationen, bis 1100 Kanéale pro Liposom
bei der grofiten Menge zugegebener Verbindungen.

[0056] Fig. 26 zeigt eine kontinuierliche K*-Einzelkanalleitfahigkeitsmessung von 140 Sekunden bei 50 mV
der in Fig. 24 gezeigten kanalbildenden Verbindungen. Gedffnet-Geschlossen-Ubergange zeigen Durchlal3-
mechanismen (gating mechanisms), die eine strukturelle Flexibilitdt oder schnelles Zusammenfigen/Zerlegen
der rohrformigen Membrankanalstrukturen wiedergeben kénnen. Bei dem gedffneten Zustand kénnen kurze
und lange Kanalhalbwertszeiten bei Werten von t,,,.,)=0,71 + 0,03 ms und t,,,,,=37,14 + 8,99 ms (Gesamtzahl
von Ereignissen = 510) mit einer Gesamt-Gedffnet-Wahrscheinlichkeit P(O) von 0,29 erkannt werden. Bei der
Subphase betrug die Peptidkonzentration 1,010~ M. Wie es flr alle derartigen selbstzusammenfiigenden ka-
nalbildenden Spezies erwartet wird, zeigen Halbwertszeiten offener Kanale eine signifikante Abhangigkeit von
der Peptidkonzentration. Eine Erhdhung der zugefiligten Peptidkonzentration in der Subphase auf 2,0x10° M
bedingt Halbwertszeiten offener Kanale von >30 Sekunden.

[0057] Fig. 27B zeigt eine schematische, die antiparallele Ringstapelung, das Vorhandensein von ausge-
dehnten Wasserstoffbrickenbindungswechselwirkungen zwischen den Untereinheiten und Seitenketten-Lipid-
wechselwirkungen hervorhebende Darstellung der in einer Lipiddoppelschichtmembran eingebetteten selbst-
zusammengeflgten rohrférmigen transmembranen Kanalstruktur (aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die
meisten Seitenketten fortgelassen). Bei Fig. 27A ist die chemische Struktur der Peptiduntereinheit, d. h. cyc-
lo[-GIn-(D-Leu-Trp),-D-Leu-] (Sequenz Nr.: 9), von oben gezeigt (D- oder L- beziehen sich auf die Aminosau-
rechiralitat).

[0058] Fig. 28 zeigt hinsichtlich der in den Fig. 27A-27B gezeigten Kanalstruktur eine schematische Darstel-
lung eines kanalvermittelten Glucosetransportes und die enzymgekoppelte, zum Uberwachen der Transpor-
taktivitat verwendete Untersuchung. Eine Ausbildung einer (von) transmembranen Porenstruktur(en) initiiert
den Glucoseausflufl aus dem Liposom, was durch Messen der Geschwindigkeit der NADPH-Erzeugung direkt
gemessen werden kann. Die verwendeten Enzyme und Cofaktoren sind hydrophil und kénnen somit die Lipid-
membran passieren und sind zum Durchdringen der Kanalstruktur zu gro3. Daher kann lediglich die freigesetz-
te Glucose an der enzymatischen Reaktion teilnehmen.

[0059] Fig. 29 zeigt den der Zugabe von verschiedenen Mengen der kanalbildenden Peptide gemaR der
Fig. 27A-27B folgenden GlucoseausfluR, wobei nicht ausgefiillte Kreise 15,0x10° M darstellen; ausgefiillte
Kreise 11,0x107° M, nicht ausgefiillte Dreiecke 7,5x10° M; ausgefiillte Dreiecke 5,6x10° M und nicht ausge-
fullte Rhomben 3,8x107° M darstellen. Der Ausfluf ist in Form der Menge freigesetzter Glucose als eine Funk-
tion der Zeit ausgedrickt (gemessen in Intervallen von 90 Sekunden). Die bei dieser Untersuchung verwende-
ten grof3en unilaminaren Vesikel enthielten 200 mM D-Glucose. Samtliche Kurven sind hintergrundkorrigiert,
um alle Beitrage der nicht-spezifischen Glucoseausstrémung aus den Liposomen zu entfernen.

Detaillierte Beschreibung
Selbstzusammengefiigtes Nanorohr mit einer Pore von 7 bis 8 A:

[0060] Es wird die Gestaltung, die Synthese und die Charakterisierung eines Molekularrohres, d. h. eines cy-
clischen Peptidrohres oder "organischen Nanorohres" beschrieben. Eine zweckmaRig gestaltete Peptid-
ringstruktur mit 24 Ringgliedern kann aufgebaut werden und es kann gezeigt werden, dal} diese eine proto-
nengesteuerte Selbstzusammenfliigung eingeht, um hunderte von Nanometern lange rohrférmige Strukturen
mit einem inneren van-der-Waals-Durchmesser von 7 bis 8 A zu bilden. Die Ausbildung von rohrférmigen
Strukturen wird mit der Elektronenmikroskopie (EM), Elektronenbeugungsuntersuchungen und Fourier-Trans-
formation Infrarotspektroskopie (FT-IR) festgestellt. Ein mit den experimentellen Beobachtungen lbereinstim-
mendes dreidimensionales Modell des Molekularrohres ist ebenso gezeigt. Im Gegensatz zu den unlangst
identifizierten geschlossenen konzentrischen Graphitrohren sind cyclische Peptidrohre aufgrund der cycli-
schen Natur ihrer Komponenten offene Strukturen und weisen eine einheitliche Form und einen einheitlichen
Innendurchmesser auf, siehe beispielsweise Tsang, S.C. et al. (1993), Nature 362, 520-522 und Ajayan, P. M.
et al. (1993), Nature 362, 522-525 (1993). Der hier beschriebene Prozess der protonengesteuerten Selbstzu-
sammenfligung ist ein hoch konvergenter Vorgang, bei dem zahlreiche ringférmige Peptiduntereinheiten zum
Ausbilden von Molekularrohrstrukturen uber ein weitldufiges Netzwerk von Wasserstoffbindungen wechselwir-
ken. Beispiel 1 weist ein cyclisches Peptid mit 8 Resten mit der folgenden Sequenz auf: cyc-
lo[-(D-Ala-Glu-D-Ala-GIn),-] (Sequenz Nr.: 1). Bei dem Gestalten der Untereinheit zeigt sich, daf} cyclische
Peptide mit einer geraden Anzahl von sich wiederholenden D- und L-Aminosauren eine ringférmige ebene
Konformation mit geringer Energie annehmen kdnnen, bei welcher alle Hauptketten-Amidfunktionalitdten un-
gefahr senkrecht zu der Ebene der Struktur liegen. Bei dieser Konformation kénnen Untereinheiten in einer
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antiparallelen Weise gestapelt sein und an einer intermolekularen Hauptkette-Hauptkette-Wasserstoffbriicken-
bindung teilhaben, um eine durchgehende B-Faltblattstruktur zu schaffen. Darliber hinaus muissen Peptidsei-
tenketten aufgrund der abwechselnden D- und L-Aminosauresequenz an der AuRRenseite des Gefuges liegen,
wodurch die erwlinschte hohle rohrféormige Kernstruktur erzeugt wird. Bei dem vorliegenden Beispiel wird der
lonisationszustand der Glutaminsaure-Seitenkettenfunktionalitat als der Steuermechanismus fiir die Initiierung
der in wassrigen Lésungen durchgeflihrten Selbstzusammenfiigung und Selbstzerlegung genutzt. Bei einem
alkalischen pH-Wert verhindern die starken abstolienden intermolekularen elektrostatischen Wechselwirkun-
gen zwischen den negativ geladenen Carboxylat-Seitenketten eine Ringstapelung und beglinstigen gleichzei-
tig die Auflésung der Peptiduntereinheit in wassrigen Medien. Bei einer Protonierung der Carboxylatteile ver-
schwinden jedoch nicht nur die ungtinstigen intermolekularen elektrostatischen Wechselwirkungen, sondern
es werden eine Mehrzahl von anziehenden Seitenkette-Seitenkette-Wasserstoffbrickenbindungswechselwir-
kungen wirksam. Ferner zeigt die Peptiduntereinheit bei einem sauren pH-Wert eine geringere Léslichkeit in
wassrigen Medien. Dies tragt ferner zu einem geordneten Phaseniibergang zu selbstzusammengefiigten Par-
tikeln cyclischer Peptidrohre bei. Da Wasserstoffbrickenbindungswechselwirkungen die Haupttriebkraft bei
dem Zusammenfuigungsprozess sind und in Anbetracht dessen, dal} die Peptiduntereinheiten lediglich in der
gestapelten Konfiguration die hdchstmogliche Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungsstellen ausbilden, wird
somit geschluf¥folgert, daf3 die Protonierung der Carboxylatteile das System stark zugunsten der Selbstzusam-
menflgung beeinfluft.

[0061] Es wird eine kontrollierte Ansauerung von alkalischen Peptidldsungen zum Steuern einer spontanen
Selbstzusammenfiigung von Peptiduntereinheiten zu stabférmigen Kristallen beschrieben, wie sie in den
Fig. 18A und Fig. 18B gezeigt sind. Eine Transmissionselektronenmikroskopie zeigt, dal} jeder Partikel in ei-
nem Bulindel von hunderten dicht gepackter cyclischer Peptidrohre organisiert ist. Low-Dose-Kryo-Mikroskopie
der Partikel zeigt, wie erwartet, Langsstreifungen mit einem Abstand von 14,9 A entlang der Langsachse des
Kristalls fir den Mittelpunkt-Mittelpunkt-Abstand bei dicht gepackten cyclischen Peptidrohren, wie dies in den
Fig. 18C und 18D gezeigt ist. Wie es in Fig. 18E gezeigt ist, zeigen Elektronenbeugungsmuster eine axiale
Periodizitat von 4,73 A, was zeigt, daR jedes cyclische Peptidrohr aus gestapelten Ringen mit Abstanden zwi-
schen den Untereinheiten aufgebaut ist, wobei die Abstande einer idealen antiparallelen p-Faltblattstruktur ent-
sprechenden, was in Fig. 9B gezeigt ist, siche beispielsweise Salemme, F. R. (1983) Prog. Biophys. Molec.
Biol. 42, 52-133 und Stickle, D. F. et al. (1992), J. Mol. Biol. 226, 1143-1159. In Anbetracht der feinen Stabform
der Kristalle — durchschnittlich 10 bis 30 Mikrometer lang bei einer Breite von 100 bis 500 Nanometer — ist es
berechtigt, anzunehmen, daR Kristalle auf dem tragenden EM-Kohlenstofffilm entlang der Ldngsachse und ent-
weder auf der ab- oder ac-Flache liegen wirden. Jedoch zeigen samtliche mikroskopischen Aufnahmen und
Beugungsmuster ahnliche Beugungsintensitaten und nahezu identische Gitter. Dies legt nahe, daR die a- und
b-Achsen innerhalb des experimentellen Fehlers gleich gro3 sind. Angesichts der hochsymmetrischen Natur
des Octapeptids scheint es verniinftig, dak die Ahnlichkeit der Ansichten die Symmetrie des Molekiils wieder-
gibt. Elektronenbeugungsmuster zeigten eine Elementarzelle mit einem meridionalen Abstand von 14,92 +
0,08 A und einen axialen Abstand von 4,73 + 0,02 A bei einem Winkel von 99,2 + 0,5°. Die Beugungsmuster
zeigten keine Symmetrie auler dem Symmetriezentrum gemaf dem Friedel-Gesetz. Die Muster dehnten sich
tber 1,5 A und gelegentlich tiber 1,2 A, was anzeigt, daR die Kristalle hochgradig geordnet sind. In Anbetracht
der oben genannten Beobachtungen folgt, daR das Gitter trigonal mit a=4,73 A, b=C=15,1 A, a=90° und
B=y=99° ist. Obgleich viele Konformere bei Verwendung von sinnvollen Peptidhauptkettenwinkeln ¢, ¢ mdglich
sind, entspricht lediglich eines dem durch die Elementarzelle definierten Kasten, namlich die scheibenférmige
ebene Konformation, bei der sich samtliche Seitenketten nach aufRen in die Ebene der Scheibe erstrecken.
Andere Konformationen bilden Falten und die unregelmaRige Lage der Seitenketten und die Hauptkettenkon-
formation verhindern aufgrund hindernder van-der-Waals-Kontakte die Packung von Peptiduntereinheiten in-
nerhalb von 4,7 A. Die einzige Méglichkeit, zwei Peptide innerhalb von 4,7 A zu packen ist die, daR die Carbo-
nylfunktionalitadten der Hauptkette intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zu den Stickstoff-Amidteilen
der gegenuberliegenden Kette bilden und daf die Seitenketten in der Ebene der Peptidhauptkette angeordnet
werden, um ungunstige sterische Seitenkette-Seitenkette-Wechselwirkungen zu vermeiden. Aufgrund der Ver-
wendung von abwechselnden D- und L-Aminosaureresten bilden sich ferner die am meisten bevorzugten in-
termolekularen Wasserstoffbriickenbindungen, wenn die Scheiben in einer antiparallelen Weise tbereinander
gestapelt werden, was eine lokale zweizahlige Symmetrie begriindet, wie dies in Fig. 20 gezeigt ist. Das auf
diesem Wege unter Verwendung des Programmes XtalView, beschrieben von McRee, D. E. (1992) J. Mol.
Graphics 10, 44-46, gebildete Modell weist Elementarzellen auf, die auf den ersten Blick doppelt so grof3 — 9,5
x 15,1 x 15,1 — erscheinen mégen, was einen Abstand von 9,4 A bei dem Beugungsmuster erfordern wiirde.
Wenn Beugungsmuster jedoch berechnet werden, scheidet jedes andere Level von h aufgrund der Pseu-
do-Symmetrie des Dimers aus. D. h. das der umgeklappte Ring dem nicht umgeklappten Ring nahezu ent-
spricht. Es wurden verschiedene andere Packungen ausprobiert, jedoch konnte keine erfolgreich ein dreidi-
mensionales Gitter ohne raumliche Uberlappungen ausbilden und mit dem durch die Elektronenbeugungsmus-
ter angegebenen Abstand Ubereinstimmen. Es wurden ferner Zellen in Betracht gezogen, bei denen die lokale
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Zweizahligkeit des Dimers kristallographisch ist, jedoch konnte dann entweder das Gitter nicht modelliert wer-
den, oder das Beugungsmuster muflte eine Spiegelebene aufweisen, welche naturlich nicht beobachtet wird.
Eine weitere Moglichkeit ist es, in Betracht zu ziehen, dal das beobachtete Beugungsmuster eine Diagonale
des Gitters anstelle einer Hauptachse zeigt. Dies kann einfach ausgeschlossen werden, da dies eine wesent-
lich kleinere Elementarzelle erfordert. Es sollte darauf hingewiesen werden, daft das Volumen der Elementar-
zelle bei unserem vorgeschlagenen Modell gerade gro3 genug ist, das Octapeptid zu beinhalten, und samtli-
che kleineren Elementarzellen kénnen die vollstdndige Masse des Octapeptides physikalisch nicht aufneh-
men. Daher muld das beobachtete Elektronenbeugungsmuster auf die Hauptachse zurlickzufihren sein.
SchlieBlich wurde das Kristallmodell unter Verwendung von XPLOR, einem von Brunger, A. T. et al. (1987) Sci-
ence 235, 485 (Molekildynamikberechnungen an dem dreidimensionalen Kristallgitter) beschriebenen Pro-
gramm auf Fehlstellen geprift. Es wurden keine Fehlstellen gefunden und die Gesamtenergie des Modells war
gering. Am wichtigsten ist, dall bei Verwendung des dreidimensionalen Modells zum Berechnen von Struktur-
faktoren die erhaltenen Muster beim Vergleich mit den Elektronenbeugungsmustern sehr gunstig waren, womit
die Effektivitat des vorgeschlagenen Modells stark gestutzt wurde.

[0062] Eine Beteiligung von intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerken bei der Zusammenfu-
gung eines Rohres ergibt sich auch aus FT-IR-Spektroskopieanalysen'®, Fig. 19A-19C. In alkalischen Lésun-
gen zeigt die monomere Peptiduntereinheit in Ubereinstimmung mit der cyclischen Struktur der Hauptkette
eine Amid-I-Bande bei 1632 cm™". Dariiber hinaus sind die Banden bei 1568 und 1670 cm™ typische Carbo-
nyl-Streckfrequenzen von Glutamat- bzw. Glutaminseitenkettenfunktionalitaten in Lésung. Jedoch zeigen cyc-
lische Peptidrohre bei der Selbstzusammenfiigung charakteristische Merkmale einer Uber Wasserstoffbri-
ckenbindungen gebundenen B-Faltblattstruktur. Nicht nur das Auftreten von Amid-I-Banden bei 1628 und 1688
cm™ und der Amid-ll-Bande bei 1540 cm™" steht im Einklang mit der erwarteten Hauptkettenstruktur, sondern
auch die beobachtete NH-Streckfrequenz bei 3277 cm™ unterstiitzt die Bildung eines dichten Netzwerkes von
Hauptkette-Hauptkette-Wasserstoffbriickenbindungen stark. Angesichts der starken Hauptkette-Hauptket-
te-Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten, ermittelt durch die oben genannten Analysen der Elektro-
nenbeugungsmuster, ist es mdglich, Krimms Korrelation zum Abschatzen des intermolekularen Wasserstoff-
brickenbindungsabstandes aus der beobachteten Frequenz der N-H-Streckschwingung zu verwenden, siehe
beispielsweise Krimm, S. et al., in Advances in Protein Chemistry (Editoren Anfinsen, C. B., Edsall, J. T. und
Richards, F. M.) 181-364 (Academic Press, Orlando, 1986). Die beobachtete Frequenz der NH-Streckschwin-
gung korreliert ungefahr mit einem durchschnittlichen N-O-Abstand zwischen den Untereinheiten von 2,85 A
oder einem Abstand zwischen den Untereinheiten von 4,71 A. Dieser Wert weist eine gute Ubereinstimmung
mit dem aus Elektronenbeugungsmustern erhaltenen Wert von 4,73 A auf. Es ist bemerkenswert, daR das
IR-Spektrum der cyclischen Peptidrohre ferner den fur Gramicidin A — einem naturlich vorkommenden linearen
Peptid aus hydrophoben Aminosauren mit abwechselnder D- und L-Konfiguration, von dem bekannt ist, daf
es dimere B-helikale transmembrane lonenkanalstrukturen ausbildet — berichteten sehr ahnlich ist, siehe bei-
spielsweise Wallace, B. A. et al. (1988), Science 241, 182-187 und Langs, D. A. (1988), Science 241, 188-191.
Gramicidin A weist in Ubereinstimmung mit Naik, V. M. et al. (1986), Biophys. J. 49, 1147-1154 Amid-I-Banden
bei 1630, 1685 cm™, eine Amid-IlI-Bande bei 1539 cm™" und eine NH-Streckfrequenz bei 3285 cm™ auf.
[0063] Zusammenfassend gesagt wird ein Beispiel einer neuen Klasse von synthetischen rohrférmigen Ma-
terialien beschrieben. Die beschriebene allgemeine Strategie soll die Gestaltung und die Synthese einer gro-
Ren Auswahl von rohrférmigen Strukturen mit speziellen Innendurchmessern und Oberflaichencharakteristika
ermoglichen. Die Verfligbarkeit einer derartigen einfachen Strategie fir die Gestaltung von offenen rohrférmi-
gen Strukturen sollte sich zweifelsfrei fiir einen weiten Bereich von Anwendern eignen, siehe beispielsweise
Whitesides, G. M. et al. (1991), Science 254, 1312-1319 und Ozin, G. A. (1992) Adv. Mater. 4, 612-649. Der-
artige rohrférmige Materialien kénnen gestaltet werden, um biologische Kanale und biologische Porenstruktu-
ren nachzuahmen, kénnen zum Untersuchen physikalischer und chemikalischer Eigenschaften von einge-
schlossenen Molekulen verwendet werden, zum Steuern des Wachstums und der Eigenschaft von anorgani-
schen und metallischen Clustern oder zum Gestalten neuer optischer und elektronischer Einrichtungen.

Verwendung eines Nanorohres als Trager:

[0064] Die in Beispiel 1 beschriebenen cyclischen Peptidrohre kénnen in der Gegenwart von Wasserstoffper-
oxid zusammengefligt werden. Nach der Zusammenfiigung des Rohres und der Partikelbildung wird die Mi-
schung zentrifugiert, um die Partikel zu pelletisieren. Die pelletisierten Partikel werden bei einem weiteren Zen-
trifugierungsschritt gewaschen und anschlieBend mit den Reagenzien eines zum Testen auf das Vorhan-
densein von Wasserstoffperoxid gestalteten Biolumineszenz-Assays kombiniert. Es wird beobachtet, dal die
Biolumineszenz auf die pelletierten Fraktion beschrankt ist. Dies zeigt, dal® die cyclischen Peptidrohre Was-
serstoffperoxid in ihrem Kanalbereich einschlielen kénnen, dal} aber das Wasserstoffperoxid langsam durch
Diffusion aus einem derartigen Kanalbereich in die umgebenden Medien ausflief3t.
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Selbstzusammengefiigtes Nanorohr mit einer Pore von 13 A:

[0065] Die PorengréfRe von selbstzusammengeflgten organischen Nanorohren kann mittels der Ringgrofle
der verwendeten Peptiduntereinheit einfach eingestellt werden. Der Innendurchmesser der Nanorohrgeflige
kann genau gesteuert werden, indem einfach die RinggréRe der verwendeten Peptiduntereinheit eingestellt
wird. Es wurde eine cyclische Peptidstruktur mit 12 Resten, d. h. die cyclische Peptiduntereinheit mit 36 Ring-
gliedern cyclo[-(GIn-D-Ala-Glu-D-Ala),-] (Sequenz Nr.: 8), gestaltet und es wurde gezeigt, dal diese einen pro-
toneninduzierten Selbstzusammenfligungsprozess eingeht, um hoch geordnete rohrfdrmige Nanoobjekte mit
einem gleichférmigen inneren van-der-Waals-Durchmesser von 13 A zu erzeugen. Diese Nanorohre wurden
durch IR-Spektroskopie, Low-Dose-Elektronenmikroskopie und die Analyse von Elektronenbeugungsmustern
charakterisiert. Es wird angenommen, dal die Fahigkeit, rohrférmige Nanostrukturen mit spezieller Grée ge-
stalten zu kénnen, wichtige Anwendungen bei Katalysen, der Einschlu3chemie und der molekularen Elektronik
finden wird. Die Ausbildung von rohrférmigen Strukturen wird durch die hochauflésende Abbildung unter Ver-
wendung der Kryo-Elektronenmikroskopie, der Elektronenbeugung, der Fourier-Transformations-Infrarotspek-
troskopie und dem Molecular Modeling unterstutzt.

[0066] Gemaly den beschriebenen Gestaltungsprinzipien kénnen cyclische Peptidstrukturen, die aus einer
geraden Anzahl von sich wiederholenden bzw. wechselnden D- und L-Aminosaureresten aufgebaut sind, eine
ebene ringférmige Konformation annehmen, bei welcher samtliche Hauptkette-Amidfunktionalitdten ungefahr
senkrecht zu der Ebene der Ringstruktur liegen. Bei dieser Konformation kdnnen die Peptiduntereinheiten un-
ter bevorzugten Bedingungen zum Bereitstellen einer durchgehenden, mit Wasserstoffbriickenbindungen ver-
bundenen hohlen rohrférmigen Struktur gestapelt werden (Fig. 22). Der Innendurchmesser des Nanorohrge-
figes kann im Prinzip nach Maf} gestaltet werden, indem die Ringgréfie der verwendeten Peptiduntereinheiten
eingestellt wird. Bei dieser Untersuchung wird die peptidbasierte Nanorohrstruktur mit dem gréten bis jetzt
unter Verwendung der folgenden Ringpeptiduntereinheit mit 36 Ringgliedern cyclo[(GIn-D-Ala-Glu-D-Ala),-]
aufgebauten Porendurchmesser beschrieben. Die bei dieser Untersuchung verwendeten Gestaltungsprinzipi-
en und die Selbstzusammenfiigungsstrategie sind der zuvor beschriebenen ahnlich’. Die erforderliche Pepti-
duntereinheit wurde gemafR dem Verfahren von P. Rovero et al. (Tetrahedron Lett., (1991), Ausgabe 32, Seiten
2639-2642) auf einem Feststofftrager synthetisiert und durch Massenspektroskopie und 'H-NMR-Spektrosko-
pie charakterisiert. Eine kontrollierte Ansauerung von alkalischen Losungen der Peptiduntereinheit lieferte
beim Stehenlassen stabformiges kristallines Material, wie es oben angegeben ist. Die Transmissionselektro-
nenmikroskopie zeigte, dald jeder Partikel ein organisiertes Bindel von dicht gepackten Nanorohren ist
(Fig. 23A-23B). Low-Dose-Kryo-Mikroskopie gemafR dem Verfahren von M. Adrian et al. (Nature (1984), Aus-
gabe 308, Seiten 32-36) und R.A. Milligan et al. (Ultramicroscopy (1984), Ausgabe 13, Seiten 1-10) zeigte
Langsstreifungen mit einem Abstand von ungefahr 25 A, wie es fiir den Mittelpunkt-Mittelpunkt-Abstand bei
dicht gepackten Nanorohren erwartet wird (Fig. 23A-23B). Elektronenbeugungsmuster zeigen axiale Abstan-
de von 4,80 A, was mit der Peptidstapelung und der Bildung eines dichten Netzwerkes von mit Wasserstoff-
briickenbindungen verbundenen Strukturen vom Typ B-Faltblatt Gibereinstimmt. Der Meridionalabstand bei den
Elektronenbeugungsmustern zeigt einen Abstand von 12,67 + 0,06 A und 21,94 + 0,05 A, was charakteristisch
fur eine hexagonale raumzentrierte Packung von Nanorohren ist. Ein aus der dichten Packung von Zylindern
mit einem Radius r resultierendes hexagonales Gitter zeigt die beiden charakteristischen Hauptebenen des
Gitters mit einem Radius r und r, entsprechend den hier beobachteten (r=12,67 A und r=21,94 A). Die Periodi-
zitat bei dieser Packung erzeugt Beugungspunkte bei 1/r, 2/r und so weiter, und bei 1/r und 2/r und so weiter.
Die beobachteten Elektronenbeugungsmuster auf den Meridionalachsen erstrecken sich bis zu Reflexionen
dritter Ordnung (4,1 A), was den geordneten und kristallinen Zustand der Nanorohrpartikel andeutet. Die Beu-
gungsmuster zeigten ferner eine Elementarzelle mit einem Winkel von 99° und keiner anderen Symmetrie als
dem Symmetriezentrum nach Fiedels Gesetz.

[0067] Ein dreidimensionales Modell der Nanorohrstruktur wurde unter Verwendung der aus den Elektronen-
beugungsmustern erhaltenen Parametern gebildet — Elementarzelle mit a=9,6 A (2x4,80 A bei dem antiparal-
lelen Dimer), b=c=25,66 A (2x12,67+Co0s9), a=120° und B=y=99°. Das Modell zeigte Strukturfaktoren, die den
bei der Elektronenbeugung beobachteten Mustern dhnlich sind, womit das vorgeschlagene dreidimensionale
Modell unterstitzt wird. Eine Beteiligung eines intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerkes bei
der Rohrzusammenfligung wird auch durch eine FT-IR-Spektroskopieanalyse gemafl dem Verfahren von S.
Krimm et al. (Advances in Protein Chemistry; Anfinsen, C. B., Edsall, J. T.; Richards, F. M. Eds.; Academic
Press: Orlando, 1986, Seiten 181-364) gestitzt. Nanorohre zeigen charakteristische IR-Merkmale einer
B-Faltblattstruktur, was nicht nur durch die Amid-I-Banden bei 1626 cm™" und 1674 cm™" und einer Amid-lI-Ban-
de bei 1526 cm™ angedeutet wird, sondern auch durch die beobachtete NH-Streckfrequenz bei 3291 cm™, was
die Ausbildung eines dichten Netzwerkes von Wasserstoffbriickenbindungen stitzt. Das IR-Spektrum ist dem
anderer Nanorohre sehr ahnlich und ahnelt stark dem von kristallinem Gramicidin A, von dem bekannt ist, da®
es dimere B-helikale Strukturen ausbildet. Gramicidin A weist Amid-lI-Banden bei 1630, 1685 cm™, eine
Amid-ll-Bande bei 1539 cm™ und eine NH-Streckfrequenz bei 3285 cm™ auf (V. M. Naik et al. in Biophys. J.
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(1986), Ausgabe 49, Seiten 1147-1154). Die beobachtete Frequenz der NH-Streckschwingung korreliert mit
einem durchschnittlichen Abstand zwischen den Untereinheiten von 4,76 A, was in guter Ubereinstimmung mit
dem Wert von 4,80 A ist, der unabhangig aus den Elektronbeugungsmustern erhalten wurde.

Kinstliche transmembrane lonenkanéle aus selbstzusammenfiigenden Peptidnanorohren:

[0068] Kinstliche Membranionenkanale kdnnen unter Verwendung einer selbstzusammengefugten zylindri-
schen B-Faltblatt-Peptidarchitektur aufgebaut werden. Der beschriebene Aufbau zeigt eine effiziente kanalver-
mittelte lonentransportaktivitat mit Geschwindigkeiten von mehr als 107 lonen/Sekunde™, was den Geschwin-
digkeiten von vielen nattrlich vorkommenden Gegenstiicken gleichkommt. von derartigen Molekularanordnun-
gen wird angenommen, daR sie eine potentielle Anwendung bei der Gestaltung von neuen cytotoxischen Re-
agenzien, Membrantransportmitteln und Arzneimittel-Zufihrungssystemen haben.

[0069] Gemal den hier beschriebenen Gestaltungsprinzipien kdnnen cyclische Peptidstrukturen, die aus ei-
ner geraden Anzahl von sich wiederholenden D- und L-Aminosaureresten aufgebaut sind, eine ebene Ring-
konformation annehmen und sich unter bevorzugten Bedingungen stapeln, um eine durchgehende hohle tiber
Wasserstoffbriickenbindungen gebundene rohrférmige Struktur zu liefern. Daher ware ein Geflige aus acht bis
zehn Untereinheiten, jeweils getrennt durch den erwarteten Abstand zwischen den Untereinheiten von 4,7 bis
5,0 A und mit entsprechenden hydrophoben Oberflaichenresten ausgestattet, lang genug, sich durch die Dicke
von durchschnittlichen biologischen Lipidmembranen zu erstrecken (Fig. 2). Das cyclische Peptid mit acht
Resten cyclo[-(Trp-D-Leu),-GIn-D-Leu-] (Sequenz Nr.: 9) wurde fir den vorliegenden Fall gestaltet. Es besteht,
mit Ausnahme von einem L-Glutamin-Rest, der hauptsachlich zur Vereinfachung der Peptidsynthese einge-
fuhrt wurde, aus sich wiederholenden L-Tryptophan- und D-Leucin-Seitenkettenteilen. Es ist gezeigt, dal} sich
die Kanalstrukturen mit einer wasserhaltigen Pore mit einem Durchmesser von ungefahr 7,5 A bei Aufnahme
einer ausreichenden Konzentration des Peptidmonomers in die Lipiddoppelschichten spontan ausbilden wiir-
den. Die Triebkraft fur die Selbstzusammenfligung der Kanalstruktur wird primar durch den Enthalpiebeitrag
einer groRen Anzahl von Wasserstoffbrickenbindungswechselwirkungen zur Verfigung gestellt, die in dem
Medium der Lipiddoppelschichten mit geringer Dielektrizitdtskonstante bevorzugt sind, und durch die Zunahme
der aus den Seitekette-Lipid-Wechselwirkungen hervorgehenden Entropie der Lipidkette (siehe D.M. Engel-
man et al. in Cell (1981), Ausgabe 23, Seiten 411-422; L.C. Allen in Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1975), Aus-
gabe 72, Seiten 4701-4705 und D.M. Engelman in Annu. Rev. Biophys. Chem. (1986), Ausgabe 15, Seiten
321-353). Kurz gesagt, es ist gezeigt, dald das gestaltete ebene ringférmige cyclische Peptid nicht nur struk-
turell fir eine intermolekulare Wechselwirkung pradisponiert ist, sondern auch energetisch fiir ein Selbstzu-
sammenflgen in der Lipiddoppelschicht-Umgebung zum Ausbilden der gewiinschten transmembranen Kanal-
struktur bevorzugt ist. Die folgenden, eine Vielzahl von spektroskopischen Techniken, Modellsystemen fir Li-
pidvesikel und Einzelion-Kanalaufzeichnungen verwendenden Studien stutzen die Gltigkeit der weiter oben
aufgestellten Hypothese.

[0070] Eine Zugabe der Peptiduntereinheit zu wassrigen Lipidsuspensionen bewirkt eine rasche Verteilung
der Untereinheit in die Lipiddoppelschichten und seine spontane Selbstzusammenfligung zu ionentrans-
port-fahigen Membrankanalstrukturen. Eine Aufnahme der Peptiduntereinheit in Lipiddoppelschichten unter
Verwendung grofRer unilaminarer Vesikel wurde mit Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie nachgewie-
sen. Eine Bildung der mit Wasserstoffbriickenbindungen gebundenen transmembranen Kanalstruktur in Phos-
phatidylcholin-Liposomen wurde durch FT-IR-Spektroskopie gestiitzt (Fig. 24). Die beobachtete Amid-I-Bande
bei 1624 cm™ ist den in anderen hier beschriebenen Nanorohrstrukturen gefundenen Carbonyl-Streckfrequen-
zen nicht nur dhnlich, sondern stimmt auch mit dem Infrarotspektrum von Gramicidin A in &hnlichen Lipiddop-
pelschichten Gberein (E. Nabedryk et al. in Biophys. J. (1982), Ausgabe 38, Seiten 243-249). Darlber hinaus
stiitzt die bei 3272 cm™ beobachtete N-H-Streckfrequenz stark die Ausbildung eines dichten Netzwerkes von
Wasserstoffbriickenbindungen mit einem durchschnittlichen Abstand von 4,7 A zwischen den Untereinheiten.
[0071] Eine Ausbildung von transmembranen Kanalen wurde ferner anhand ihrer hocheffizienten Protonen-
transportaktivitat vermutet. Es wurden Vesikel mit einem pH-Wert von 6,5 im Inneren und 5,5 in der auf3eren
Gesamtldésung hergestellt. Bei der Bildung der vermeintlichen transmembranen Kanalstruktur wurde der Zu-
sammenbruch des aufgezwungenen pH-Gradienten in diesen Vesikeln durch eine Uberwachung der Fluores-
zenzintensitat eines eingeschlossenen pH-sensitiven Farbstoffes untersucht (V.E. Carmichael et al., in J. Am.
Chem. Soc. (1989), Ausgabe 111, Seiten 767-769). Wie es in der Fig. 25 gezeigt ist, bewirkt eine Zugabe des
Peptides zu derartigen Vesikelsuspensionen einen raschen Zusammenbruch des pH-Gradienten. Unilaminare
Vesikel wurden mit der Umkehrphasen-Verdampfung (reverse-phase evaporation) unter Verwendung von
DPPC, OPPC und Cholesterol in einem Verhaltnis von 1:1:2 in einer Lésung mit 5(6)-Carboxyfluorescin (20
mM in einem Phosphat/Salz-Puffer: 137 mM NacCl, 2,6 mM KCl, 6,4 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,PO,, pH=6,5)
gemal dem Verfahren von F. Szoka et al. in Proc. Natl: Acad. Sci. USA (1978), Ausgabe 75, Seiten 4194-4198
hergestellt. Die Liposomen wurden anschlieBend durch mehrfache Extrusion durch Nucleopore®-Polycarbon-
atmembranen der Grélke nach aufgeteilt (10 Mal, 50 Psi, Verwendung von 0,8 und 2x0,4 Mikrometer Fil-
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ter-Stocks) und das freigesetzte 5(6)-Carboxyfluorescin wurde mit GréRenausschlusschromatografie (Sepha-
dex G-25-Saule 1x30 cm) unter Verwendung des gleichen Phosphat/Salz-Puffers gemal dem Verfahren von
F. Olson et al. in Biochim. Biophys. Acta (1979), Ausgabe 557, Seiten 9-23 entfernt. Die auf diesem Wege ge-
bildeten Vesikel wiesen einen Durchmesser von ungefahr 150 Nanometern auf, wie es mit Elektronenmikros-
kopie ermittelt wurde (R.R.C. New, Editor, Liposomes, Oxford University Press, 1990). Bei jedem Versuch wur-
den 70 ml der Vesikel-Vorratslésung (3,5%x10° M an Phospholipiden) zu einem Puffer mit einem pH-Wert von
5,5 (1,3 ml, 137 mM NaCl, 2,6 mM KCI, 6,4 Na,HPO,, 1,4 KH,PO,) gegeben und in eine Quarzkivette von 1
cm in einem warmeisolierten Rihrprobenhalter des Fluoreszenzinstrumentes angeordnet und bei maRigem
Ruhren 15 Minuten bei 25°C equilibriert. Durch einen Einspritzkanal wurden 25 ml der kanalbildenden Kompo-
nenten in DMSO in die Kuvette gegeben, wahrend die Fluoreszenz bei 520 nm (Anregung bei 470 nm) standig
Uiberwacht wurde. Die erhaltenden Daten wurden anschlieRend zum Vergleich in die anteilige Anderung der
Fluoreszenz (fractional change in fluorescence) normalisiert ((I,-1,)/(I,-1.)) (V.E. Carmichael et al., in J. Am.
Chem. Soc. (1989), Ausgabe 111, Seiten 767-769). GemalR diesen Versuchen ist die scheinbare lonentrans-
portaktivitét von cyclo[-Trp-D-Leu),-GIn-D-Leu-] dhnlich der, wenn nicht héher, von Gramicidin A und Ampho-
tericin B (Fig. 25). Die verwendeten Lipiddoppelschichten wurden auf der Spitze von Patch-Pipetten unter Ver-
wendung einer Mischung aus synthetischem POPE : POPS (4:1) (1-Palmitoyl-2-oleoyl-Sn-glycero-3-phospa-
tidylethanolamin und -serin) gebildet. Finf bis 10 ml der Peptidlésung (1,0x107 oder 2,0x10° M in 25% DMSO
in einer Pufferlésung mit 500 mM NaCl oder KCI, 5 mM CacCl,, 10 mM HEPES, pH-Wert=7,5) wurden zu einem
Subphasenvolumen von 150 ml hinzugegeben, was eine spontane Verteilung des Peptids in die Membran zur
Folge hatte. Nachdem das Peptid zu der Lipiddoppelschichten-Subphase zugegeben worden ist, bildeten sich
spontan lonenkanéle. In gleichartigen Lésungen von 500 mM NaCl oder KCI, 5 mM CacCl,, 10 mM HEPES,
pH-Wert = 7,5 wurde bei 14 von 22 Membranen eine lonenkanalaktivitadt beobachtet. Die Datenerfassung und
-analyse wurde auf einem Gateway 2000/486 Computer unter Verwendung eines pClamp-Softwarepaketes
und einer TL-1-Labmaster-Schnittstelle durchgefihrt. Die Erfassungsrate betrug 0,1 ms und die Daten wurden
mit 2 kHz gefiltert.

[0072] Kontrolluntersuchungen, namlich die Uberwachung der Freisetzung von 5(6)-Carboxyfluorescin-Farb-
stoff, zeigten, dal® der Zusammenbruch des pH-Gradienten weder aufgrund des Zerreilens der Liposomen
noch aufgrund der bei diesen Untersuchungen verwendeten geringen Menge organischen Lésungsmittels
(<2% DMSO) stattfand. Ferner zeigte das Kontrollpeptid cyclo[-(GIn-D-Leu),], welchem es an den entspre-
chenden Oberflachencharakteristika zum Verteilen in die Lipiddoppelschichten mangelt, aber ansonsten in der
Gestaltung dem weiter oben beschriebenen kanalbildenden Peptid sehr ahnlich ist, unter ahnlichen Bedingun-
gen keinerlei lonentransportaktivitat. Das zweite Kontrollpeptid cyclo[-("°*N-D-Ala-Phe),-], welches die er-
wunschten hydrophoben Oberflachencharakteristika aufweist, dem es aber an der Neigung zum Teilnehmen
an einem ausgedehnten Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk mangelt, wurde ebenfalls fiir eine lonentrans-
portaktivitat gestaltet und darauf getestet. Die Peptidgestaltung umfaldt eine neue N-Methylierungs-Strategie
an einer Flache der Ringstruktur, welche die Untereinheit fir eine dimere zylindrische Struktur pradisponiert
(Ghadiri, M.

[0073] R., Kobayashi, K., Granja, J.R., Chadha, R. und McRee, D. E. Manuskript in Vorbereitung). Ein solches
dimeres zylindrisches Gefiige ist ungefahr 10 A dick und kann sich nicht durch die Lipiddoppelschicht erstre-
cken. Obgleich fiir das Peptid gezeigt wurde, dal} es sich effektiv in Lipiddoppelschichten verteilt, férdert es die
Protonentransportaktivitat bei den oben genannten Vesikel-Versuchen nicht. Insgesamt legen diese Versuche
nahe, daf3 nicht nur die hydrophobe Oberflachencharakteristik des kanalbildenden Peptides ein wichtiger Fak-
tor ist, sondern auch, daf die Peptiduntereinheit in der Lage sein muss, an ausgedehnten, durch Wasserstoff-
briickenbindungen bewirkten Stapelungs-Wechselwirkungen zum Erzeugen von Kanalstrukturen teilzuneh-
men, die lang genug sind, um sich durch die Lipiddoppelschicht zu erstrecken.

[0074] Das gestaltete transmembrane Geflge teilt ferner wichtige Charakteristika mit natirlichen lonenkanal-
bildnern wie beispielsweise Gramicidin A und Amphotericin B. Erstens zeigt das Peptid konzentrationsabhan-
gige Auswirkungen auf die Geschwindigkeit der Kanalbildung (Daten nicht gezeigt). Zweitens erreicht nur ein
Teil der Vesikel-Population das Gleichgewicht sehr rasch, wenn geringe Konzentrationen des kanalbildenden
Peptids bei den oben genannten Protonentransport-Versuchen verwendet werden. Dieses Phanomen gibt die
statistische Verteilung der kanalbildenden Spezies in der Vesikel-Population an — lediglich ein Teil der Popula-
tion weist geniigend kanalbildende Molekile auf, um in einem alles-oder-nichts-Prozesstyp permeable Struk-
turen zu bilden. Anders als "lonentrager" wie beispielsweise Monensin und Valinomycin, welche an Metallionen
binden und sich zwischen der wassrigen Phase und der Lipidphase verteilen, um ein lonengleichgewicht tiber
die Membran einzustellen, kdnnen kanalbildende Spezies bei geringen Konzentrationen (das hier gestaltete
Peptid, Amphotericin B, Gramicidin A und andere) aufgrund ihrer Unfahigkeit aus der Membran zu diffundieren,
nicht in andere Vesikel eindringen und im Unterschied zu lonophoren nicht einfach bei samtlichen in der L6-
sung vorhandenen Vesikeln ein Protonen- oder lonengleichgewicht einstellen. Daher zeigt der beobachtete
schnelle Protonenausflu bei den oben genannten Arten von Versuchen den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Peptiddiffusion in die Lipiddoppelschicht und der Selbstzusammenflgung zu ionentransport-fahigen
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Kanalstrukturen und zeigt nicht die tatsachliche Geschwindigkeit des kanalvermittelten lonentransportes, die
bei einer wesentlich schnelleren Zeitskala liegen kann (Vide infra).

[0075] Der beste Test zum Feststellen und quantitativen Bestimmen der Transporteffizienz einer Membranka-
nalstruktur ist es, ihre Einzelkanalleitfahigkeit unter Verwendung von Mikro-Patch-Clamp-Methoden zu messen
(B.A. Suarez-Isla et al., Biochemistry (1983), Ausgabe 22, Seiten 2319-2323). Ein Beobachten einer hohen
Durchsatzgeschwindigkeit von lonen zeigt eine lonenkanalbildung und ist ein diagnostisches Merkmal, wel-
ches lonenkanalmechanismen von denen anderer lonentransportmitteln wie beispielsweise lonentragern un-
terscheidet (P. Leuger, Angew. Chem. (1985), Ausgabe 97, Seite 939 und Angew. Chem. Int. Ed. Engl. (1985),
Ausgabe 24, Seiten 905-923). Einzelkanalleitfahigkeiten betragen bei Verwendung von ebenen Lipiddoppel-
schichten mit Peptidkonzentrationen in dem Bereich von 107 M in der Subphase ungefahr 55 pS (pico Sie-
mens) in 500 mM NaCl und 65 pS in 500 mM KCL (Fig. 26). Die im Vergleich zu NaCl héhere Leitfahigkeit bei
KClI steht im Einklang mit der erwarteten schwachen IOnenselektivitat der Porenstrukturen mit 7,5 A und zeigt
die relative Beweglichkeit von Na*- gegeniiber K*-lonen in Losung. Daher ist es wahrscheinlich, daf3 ein Kanal
in NaCl mit 55 pS und ein Kanal in KCI mit 65 pS aus der gleichen Struktureinheit entsteht (gleiche Anzahl von
gestapelten Ringen). Dartiber hinaus wurde gezeigt, dal’ die Einzelkanalleitfahigkeit in dem gemessenen Be-
reich von 10-100 mV unabhangig von der angelegten Spannung ist. Die tatsachliche Geschwindigkeit des ka-
nalvermittelten lonentransports betragt daher erstaunliche 2,2x10” lonen/Sekunde™ bei K* und 1,8x107 lo-
nen/Sekunde™ bei Na*, was fast 3 mal groRer ist als die von Gramicidin A unter ahnlichen Bedingungen (E.
Bamberg et al. in Biochim. Biophys. Acta (1974), Ausgabe 367, Seiten 127-133).

[0076] Die hier beschriebene Strategie ermdglicht ferner die Gestaltung von transmembranen Kanalstruktu-
ren mit groReren Porendurchmessern fir eine Verwendung beim "molekularen" Transport durch Lipiddoppel-
schichten und als solche sollte sie ein potentielles Tragermittel fiir eine Arzneimittel-Zuflihrung in lebende Zel-
len zur Verfiigung stellen und kénnten bei Antisense- und Gentherapie-Anwendung angewendet werden.

Kanalvermittelter Transport von Glucose durch Lipiddoppelschichten:

[0077] Es wird die Gestaltung, die Synthese und die Charakterisierung einer kiinstlichen transmembranen
Porenstruktur beschrieben, die einen Transport von Glucose durch Lipiddoppelschichten vermitteln kann. Die
Gestaltungsstrategie basiert auf der Neigung einer neuen cyclischen Peptiduntereinheit mit 10 Resten, cyc-
lo[-GIn-(D-Leu-Trp),-D-Leu-] (Sequenz Nr.: 10), zur spontanen Selbstzusammenfligung in Lipiddoppelschich-
ten zum Ausbilden von wasserhaltigen 10 A van-der-Waals-Porenstrukturen. Molecular Modeling zeigt, daR fiir
den Durchgang von Glucose durch den zylindrischen Hohlraum der rohrférmigen transmembranen Struktur ein
innerer van-der-Waals-Durchmesser der Pore von mehr als 9 A erforderlich ist. Daher wird fiir die hier gestellte
Aufgabe eine Peptiduntereinheit mit 10 Resten verwendet, welche bei einer Selbstzusammenfligung ein rohr-
formiges Geflige mit einem gleichméaRigen inneren Durchmesser von 10 A erzeugen kann (Fig. 27A-27B).
[0078] Die in der vorliegenden Untersuchung verwendete Peptiduntereinheit mit 10 Resten, cyc-
lo[-GIn-(D-Leu-Trp),-D-Leu-], wird zum groéfiten Teil aus Tryptophan- und Leucinresten hergestellt, um seine
Verteilung und Selbstzusammenfiigung in Lipiddoppelschichten zu begulnstigen. Sie wurde auf einem Fest-
stoff-Trager synthetisiert und durch 'H-NMR-Spektroskopie und Massenspektroskopie charakterisiert. Eine
Zugabe der Peptiduntereinheit zu wassrigen Suspensionen groRer unilaminarer Liposomen bewirkt eine
schnelle Aufnahme des Peptides in die Lipiddoppelschicht. Dies wurde durch Absorptions- und Fluores-
zenz-Spektralphotometrie- und Gelpermeationstudien gestutzt. Die Bildung einer Uiber Wasserstoffbriickenbin-
dungen gebundenen transmembranen Kanalstruktur in Phospatidylcholin-Liposomen wurde durch
FT-IR-Spektroskopie nachgewiesen. Die beobachtete Amid-I-Bande bei 1,625 cm™ und die N-H-Streckbande
bei 3,272 cm™ sind denen der zuvor charakterisierten Peptidnanorohre®* dhnlich und stiitzen die Bildung ei-
nes dichten Netzwerkes von 3-Faltblatt-dhnlichen, Uber Wasserstoffbriickenbindungen gebundenen Struktu-
ren mit einem durchschnittlichen Abstand von 4,8 A zwischen den Untereinheiten. Die Bildung von transmem-
branen Kanélen wurde ferner aus ihren bemerkenswert hohen lonentransporteffizienzen (>10” lonen/Sekun-
de™") geschlossen, wie es durch Einzelionenkanalmessungen unter Verwendung von Micro-Patch-Clamp-Ver-
fahren gezeigt wurde.

[0079] Die Glucosetransportaktivitat wurde in isotonischen Lésungen unter Verwendung von unilaminaren Li-
pidvesikeln mit eingeschlossener Glucose untersucht. Unilaminare Vesikel, Durchmesser ungefahr 150 nm,
wurden mit dem Umkehrphase-Verdampfungs-Verfahren unter Verwendung von 1,2-Dipalmitoyl-Sn-glyce-
ro-3-phosphatidylcholin (DPPC), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-Sn-glycero-3-phosphatidylcholin (POPO), 1-Palmito-
yl-2-oleoyl-Sn-glycero-3-phosphatidlyserin (POPS) und Cholesterol in dem Verhaltnis 1:1:0,1:1 in einer Losung
mit 50, 100, 150 oder 200 mM D-Glucose, 100 mM NaCl und 50 mM Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7,5
gemal’ dem Verfahren von F. Szoka et al. in Proc. Nat. Acad. Sci. USA (1978), Ausgabe 75, Seiten 4194-4198)
hergestellt. Die Liposomen wurden unter Verwendung einer Sephadex G-25 in einen isotonischen Puffer mit
50, 100, 150 oder 200 mM Sucrose, 100 mM NaCl und 50 mM Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7,5 gel-filt-
riert. Die Liposomzubereitung wurde bei 4°C gelagert und innerhalb von 24 Stunden nach der Synthese ver-
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wendet. Das Transportphanomen wurde gemafl dem Verfahren von S.C. Kinsky in Methods in Enzymology;
Fleischer, S., Packer, L., Editoren; Academic Press: London, 1974; Ausgabe 32, Seiten 501-513 bei 340 nm
spektralphotometrisch auf die Herstellung von NADPH unter Verwendung einer enzymgekoppelten Untersu-
chung Uberwacht. Samtliche Versuche wurden mit einem Spectronic-3000-Spektralphotometer mit Photodio-
den-Array unter Verwendung von 3 ml Quarzkivetten durchgefihrt, die in dem warmeisolierten Mehrfachzel-
lenhalter angeordnet und bei 27°C gehalten wurden. Bei einem typischen Versuch wurden die folgenden Lo-
sungen nacheinander in die Kuvetten gefillt: 750 ml Puffer (300 mM NaCl, 50 mM Tris, pH-Wert 7,5, 3,5 mM
MgCl, und 0,15 mM CaCl,), 500 ml der Enzymlésung (8 Einheiten/ml”" Hexokinase, 16 Einheiten/ml™ Gluco-
se-6-Phosphat-Dehydrogenase, 2,5 mM ATP, 1,3 mM NADP, alle in 200 mM NacCl geldst, 50 mM Tris mit einem
pH-Wert von 7,5, 3,5 mM MgCl, und 0,15 mM CaCl,) und 75 ml der Liposom-Vorratslésung (2,6x10 M an
Phospholipiden). In jeder Kivette wurde der Gesamtglucosegehalt mit einer Triton X-100-Behandlung be-
stimmt. Der Transport wurde durch die Zugabe einer entsprechenden Menge (5, 7,5, 10, 15 oder 20 ml) der
Peptidiésung (1 mM in DMF) zu der Referenz- und der Probenkiivette initiiert (Hexokinase wurde bei der Re-
ferenzprobe fortgelassen). Zum Messen des Hintergrundes (nicht spezifischer Glucoseausfluf3 aus den Lipo-
somen) wurde die Probe auf die gleiche Weise hergestellt, auler dall entsprechende Mengen von DMF an-
stelle der kanalbildenden Peptide zugegeben wurden. Die Erzeugung von NADPH wurde bei 350 nm fir 1,5
Stunden mit 90 Sekundenintervallen beobachtet. Aufgrund der hohen katalytischen Effizienzien der verwen-
deten Enzyme ist die Geschwindigkeit der NADPH-Erzeugung direkt proportional zu der Geschwindigkeit, mit
welcher Glucose aus den Liposomen freigesetzt wird. Der mit der Zugabe von verschiedenen Mengen des ka-
nalbildenden Peptides zu den Liposomen mit eingeschlossenem Glucose initiierte Transport von Glucose folgt
einem Geschwindigkeitsprofil erster Ordnung mit scheinbaren Geschwindigkeitskonstanten von 1,2+0,09,
0,74+0,1, 0,48+0,05 und 0,18+0,02 Mol (Glucose)/Mol (Peptid)/Minute™ bei Liposomen mit anfanglichen Glu-
cosekonzentrationen von 200, 150, 100 bzw. 50 mM (Fig. 29). Die scheinbare Geschwindigkeit des Glucose-
transportes ist mit aller Wahrscheinlichkeit eine grobe Unterschatzung der wirklichen Geschwindigkeit des ka-
nalvermittelten Transportes, da lediglich ein sehr kleiner Anteil der Gesamtzahl von in der Lipiddoppelschicht
aufgenommenen Peptide zu einer gegebenen Zeit in der Form von aktiven transmembranen Kanalstrukturen
zusammengeflgt sind. Im Gegensatz zum tragervermittelten Transport, der die Michaelis-Menten-Sattigungs-
kinetik wiederspiegeln mul}, stitzt die beobachtete lineare Beziehung zwischen der Transportgeschwindigkeit
und der Glucosekonzentration einen einfachen transmembranen kanalvermittelten Diffusionsprozess (W.D.
Stein in Channels, Carriers, and Pumps, Academic Press: San Diego, 1990). Kontrolluntersuchungen, d. h.
Uberwachung der Freisetzung von eingeschlossenem 5(6)-Carboxyfluorescin unter @hnlichen Bedingungen,
wiesen nach, daly der Transport von Glucose weder aufgrund des Zerreildens der Liposomen noch aufgrund
der bei diesen Untersuchungen verwendeten geringen Mengen von DMF (<2%) stattfand (siehe: N. Jayasuriya
et al., in J. Am. Chem. Soc. (1990), Ausgabe 112, Seiten 5844-5850; und J.N. Weinstein et al. in Science
(1977), Ausgabe 195, Seiten 489-492). Daruber hinaus zeigen weder Gramicidin A, ein bekanntes naturlich
vorkommendes ionenkanalbildendes Peptid mit einem Innendurchmesser von ungefahr 4,5 A, noch das sehr
ahnliche, ionenkanalbildende Peptid cyclo[-GIn-(D-Leu-Trp),-D-Leu-], von dem hier beschrieben ist, dal} es
Kanéle mit einem Innendurchmesser von ungefahr 7,5 A bildet, zeigen unter &hnlichen Priifoedingungen ir-
gendeine Glucosetransportaktivitat. Zusammengenommen belegt dies einen grof3enselektiven porenvermittel-
ten Transport von Glucose.

Uberkappte (capped) Nanorohre:

[0080] Ein weiteres derartiges Merkmal hat mit dem Kanallberkappen (channel capping) — dem Prozess, bei
dem das selbstzusammengelagerte Molekularrohr beendet wird — zu tun. Es wird aus Fig. 4 klar, dal} die Un-
tereinheiten an den Kanaldéffnungen, d. h. bei den "cap"-Positionen, im Hinblick auf ihre Art der Wechselwir-
kung mit sowohl anderen Untereinheiten als auch der Mikroumgebung, in der sie sich aufhalten, einzigartig
sind. Die Peptiduntereinheiten an der cap-Position nehmen an Hauptkette-Hauptkette-Wasserstoffbriickenbin-
dungen zu lediglich einer anderen Untereinheit und mit lediglich einer Seite der Hauptkettenstruktur teil. Die
cap-Untereinheiten befinden sich darlber hinaus in der amphipathischen Mikroumgebung der Lipid-Was-
ser-Schnittstelle.

[0081] Die strukturelle Hauptanforderung beim Erzeugen einer mehrfach ring-gestapelten rohrférmigen
Struktur ist die raumliche Anordnung der Wasserstoffbindungsdonor- und -akzeptorstellen der Hauptkette an
beiden Seiten der Peptidringstruktur. Wenn die cyclische Peptiduntereinheit jedoch aufgrund der Blockierung,
beispielsweise Alkylierung, von Amidstickstoff-Funktionalitaten der Hauptkette einer der vorhandenen chiralen
Teile frei von Wasserstoffbindungsdonoren ist, kann eine derartige cyclische Peptiduntereinheit nicht an einem
ausgedehnten Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk teilhaben, kann aber zum Uberkappen (to cap) einer
rohrférmigen Struktur dienen.

[0082] In einer unpolaren Lésung sind derartig selektiv alkylierten cyclischen Peptide fiir eine Dimerisierung
pradisponiert. Die Zugabe derartig selektiv alkylierter cyclischer Peptiduntereinheiten zu der zuvor erwahnten
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ring-gestapelten rohrférmigen Struktur in einem entsprechenden Lésungsmittel erlaubt das Uberkappen (cap-
ping) oder Beenden der ring-gestapelten rohrférmigen Strukturen mit den monomeren, selektiv alkylierten cy-
clischen Peptiden.

[0083] Ein derartiges bevorzugtes cyclisches Peptid ist das cyclische Peptid mit acht Resten cyc-
lo[-(L-Phe-D"*NAla),-], das in Fig. 15 gezeigt ist. Der sinnvollste Weg zum Klassifizieren der verschiedenen
Aminosauren basiert auf der Polaritat inrer R-Gruppen in Wasser in der Nahe von pH-Wert 7. Es gibt 4 Haupt-
klassen: (1) unpolar oder hydrophob, (2) polar aber nicht geladen, (3) positiv geladen, (4) negativ geladen. Die
unpolare oder hydrophobe Gruppe umfal3t Aminosauren mit aliphatischen Gruppen wie beispielsweise Alanin,
Leucin, Isoleucin, Valin und Prolin, Aminosauren mit aromatischen R-Gruppen wie beispielsweise Phenylala-
nin und Tryptophan und eine Aminosaure mit einer schwefelhaltigen R-Gruppe, namlich Methionin.

[0084] Molecular Modeling lalkt erkennen, dalR die Methylierung von Amidstickstoff-Funktionalitaten der
Hauptkette bei samtlichen Alaninresten ausreichen wiirde, um eine Seite der vermeintlichen Peptidringstruktur
effektiv am Teilnehmen an intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungs- und Ringstapelwechselwirkungen
zu hindern. Das Peptid wurde ferner derart gestaltet, dal® es eine erlaubte Symmetrie fiir bevorzugte intermo-
lekulare Packungswechselwirkungen im Festkérperzustand aufweist, wodurch seine detaillierte strukturelle
Charakterisierung mit Rontgen-Kristallstrukturanalysetechniken ermoglicht, wird. Aminosauren mit hydropho-
ben R-Gruppen wurden fir dieses Beispiel gewahlt, um die Untereinheit und das daraus resultierende Dimer-
geflige in unpolaren organischen Ldsungsmitteln I6slich zu machen. Die Wahl der R-Gruppe hangt jedoch in
jedem Fall von den gewtlinschten Loéslichkeitscharakteristika des Endproduktes ab.

[0085] Die lineare Form der Zielsequenz HN,-(L-Phe-D-"*NAla),-CO,H wurde gemaf weiter oben beschrie-
benen Ublichen Festphase-Verfahren synthetisiert und anschlieRend in Lésung cyclisiert, um die gewtlinschte
cyclische Peptiduntereinheit unter Verwendung der folgenden Prozedur zu schaffen. Eine LOsung des linearen
Peptids in DMF (1 mM) wurde bei 5°C 12 Stunden mit TBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluro-
nium-tetrafluoroborat, 3 mM), HOBt (1-Hydroxybenzotriazol, 3 mM) und DIEA (Diisopropylethylamin, 1% v/v)
behandelt, um nach einer Umkehrphase-HPLC-Reinigung in 70% Ausbeute das gewtinschte cyclische Peptid-
monomer zu erhalten, welches anschlieRend zum Uberkappen oder Beenden von Peptidnanorohren verwen-
det werden kann.

[0086] Das 'H-NMR-Spektrum der hergestellten Peptiduntereinheit in polaren Lésungsmitteln wie beispiels-
weise deuteriertem Methanol oder Dimethylsulfoxid (DMSQO) zeigt aufgrund der bekannten Neigung von se-
kundaren Amiden zur cis-trans-Isomerisierung eine Vielzahl langsam austauschender Konformationsisomere.
NMR-Experimente bei variabler Temperatur in DMSO zeigen Aktivierungsbarrieren der cis-trans-Konformere
in der GréRenordnung von 16 bis 17 kcal:mol™. In unpolaren Ldsungsmitteln wie beispielsweise Tetrachlorkoh-
lenstoff (CCl,) oder Deutero-Chloroform (CDCI,) liegt das Peptid jedoch in der Hauptkette in einer ebenen ring-
formigen all-trans-Konformation vor, welche in einem dynamischen Gleichgewicht mit dem erwarteten dimeren
zylindrischen Gefiige steht. Die monomere Peptiduntereinheit zeigt ein temperaturunabhangiges (von —40 bis
55°C in CDCI,) und hochsymmetrisches 'H-NMR-Spektrum, was die Mdglichkeit einer intermolekularen, tber
Wasserstoffbriickenbindungen gebundenen Konformation ausschlieBt. Das Uberwiegen einer ebenen ringfor-
migen Hauptkettenkonformation wird ferner durch die beobachtete J,, ..., Kupplungskonstante von 7,5 Hz an-
gedeutet. Die das gestapelte Dimer erzeugenden intermolekularen Wasserstoffbrickenbindungswechselwir-
kungen werden durch die erwartete Tieffeldverschiebung der Phenylalanin-N-H-Hauptkettenresonanz von 6,
98 zu 8, 73 ppm (Jyucan=8, 5 Hz) angedeutet und werden eindeutig durch die beobachteten Austausch- und
NOE-Kreuzpeaks in dessen ROESY-Spektrum nachgewiesen.

[0087] Die ROESY-Untersuchungen wurden auf einem Bruker AMX-500 mit 300 ms Spinlock(Mischung)-Zeit
unter Verwendung des Ublichen Pulsprogrammes von Bruker durchgefiihrt. Die Daten wurden unter Verwen-
dung der FELIX-Software bearbeitet. Time-Domain-Daten wurden unter Verwendung von verzerrten/verscho-
benen (skewed) Sine-Bell-Quadrat-Fenster-Funktionen (sine-bell. squared window functions) apodisiert. Um
die entgtiltige DatengroRe einer Komplex-Matrix mit 1024x1024 zu erhalten, wurde ein Zero-Filling verwendet.
A. Bax, D. G. Davis, J. Magnetic Resonance 1985, 63, 207-213.

[0088] Die Bildung eines dichten, Uiber Wasserstoffbriickenbindungen gebundenen Gefliges mit einem durch-
schnittlichen N-O-Abstand zwischen den Untereinheiten von 2,95 A wird ferner durch das Auftreten einer
N-H-Streckbande im Infrarotspektrum bei 3309 cm™ belegt. Wie erwartet zeigt der Prozess der Selbstzusam-
menfiigung konzentrations- und I6sungsmittelabhangige Spektren mit den Assoziationskonstanten K,
(CCl,)=1, 4x10*M~" und K, (CDCl,)=1,2620, 13x10°M"" bei 293 K.

[0089] Die aufgezeigten Assoziationskonstanten sind aufgrund des Vorhandenseins von geringen Mengen
von in den Peptidproben enthaltenen Wassers die unteren Grenzen. Wenn Wasser strikt ausgeschlossen ist
(4-A-Molekularsiebe), verdoppelt sich die Assoziationskonstante K, (CDCI1,)=1260 M~ ungefahr auf
Ka(CDCI1,)=2540 M. Aus Grinden der Loslichkeit wurde die aufgezeigte Ka(CCl,) in einer Mischung aus
84% CCl, und 16% CDCI, gemessen.

[0090] Untersuchungen bei variabler Temperatur (Auftragungen nach van't Hoff) ergaben die folgenden ther-
modynamischen Parameter fir den Dimerisierungsprozess in Chloroform: ASp=-203,1 cal-K'mol™,
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AHC,,,=—11.0 kcal-mol™ und AS°,,,;=—23,7 e.u., was eindeutig die erwartete Enthalpieverteilung von intermole-
kularen Wasserstoffbriickenbindungswechselwirkungen (0,5 bis 0,7 kcal-mol™ fir jede Wasserstoffbriickenbin-
dungswechselwirkung) als die Haupttriebkraft bei dem Prozess der Selbstzusammenfligung stitzt.

[0091] Die oben genannten Untersuchungen zeigen, daf} die Peptiduntereinheit eine ebene ringférmige Kon-
formation in Losung annimmt, welche energetisch gegeniliber einer Ringstapelung und intermolekularen
Wasserstoffbriickenbindungswechselwirkungen in Abhangigkeit von dem verwendeten Losungsmittel mit 4,0
bis 5,6 kcal-mol™ bevorzugt ist. Es folgt daraus, daf ein zusatzlicher Gewinn an freier Stabilisierungsenergie
zu erwarten ist, wenn die Anzahl von Ringstapelungs-Wechselwirkungen erhéht wird. Dies ist insbesondere
bei den selbstzusammengefiigten Nanorohren und den transmembranen lonenkanalstrukturen, die erzeugt
werden kdnnen, wichtig.

[0092] Aus den Ldésungen des Peptids in wassergesattigtem Dichlormethan wurden durch Dampfpha-
sen-Equilibrierung mit Hexan farblose prismatische, fir Rontgenanalysen geeignete Kristalle erhalten. Die
Kristallstruktur wurde der Raumgruppe 1422 mit einem endgiltigen R-Faktor von 8,87% zugeordnet. Die Daten
wurden auf einem Rigaku AFC6R-Diffraktometer mit einer rotierenden Kupferanode (Cu,,) und einem Mono-
chromator aus hochorientiertem Graphit gesammelt. Die Struktur wurde der Raumgruppe 1422 mit einem end-
glltigen R-Faktor von 8,87% und einem gewichteten R-Faktor von 10,35% und der Restelektronendichte von
0,64 eA= bei 983 charakteristischen Reflexionen mit F>4,0 o(F) zugeordnet. Die Parameter der Elementarzelle
sind a=b=16,78 und ¢=21,97 A.

[0093] Die Festkdrperstruktur ist, analog zu der aus den 'H-NMR- und FT-IR-Analysen gefolgerten Struktur in
Loésung, ein zylindrisches Dimergefluge, was die zuvor berechneten Nanorohrstrukturen bekraftigt, die haupt-
sachlich aus der Analyse von Elektronenbeugungsmustern hergeleitet wurde. Das dimere Gefiige ist eine
Kombination einer ebenen ringférmigen zylindrischen Untereinheit aus Peptiden mit Hauptkette-Amidgruppen
senkrecht zu der Ebene der Ringstruktur und einer kristallographischen vierzahligen Rotationsachse parallel
zu der c-Achse durch den Mittelpunkt des Peptidringes. Zwei Peptiduntereinheiten sind in einer antiparallelen
Orientierung eng gestapelt und durch zweizahlige Drehung entlang entweder der a- oder b-Achse ineinander
Uberflhrbar. Das 3-Faltblatt-dhnliche zylindrische Gefiige wird durch acht Wasserstoffbrickenbindungswech-
selwirkungen zwischen den Untereinheiten mit einem N-O-Abstand zwischen den Untereinheiten von 2,90 A
stabilisiert. Es ist bemerkenswert, dal der Abstand, beobachtet aus der NH-Streckbande bei 3312 cm™ des
FT-IR-Spektrums, von 2,95 A mit den kristallographischen Messungen erstaunlich (ibereinstimmt. Das zylind-
rische Geflige weist einen ungefahren inneren van-der-Waals-Durchmesser von 7,5 A und ein Volumen von
450 A3 auf. Der rohrférmige Hohlraum ist mit zum Teil ungeordneten Wassermolekiilen ausgefiillt, die die hy-
drophoben internen Charakteristika der Peptid-Nanorohrstrukturen begriinden. Das Geflige ist zum Erzeugen
einer durchgehenden kanalisierten Ubergitterstruktur entlang der c-Achse in dem Kristall raumzentriert ge-
packt. Die Charakteristika der Innenflache der Kanéle wechseln ungefahr alle 11 A zwischen den hydrophoben
Bereichen, die durch die aromatischen Phenylteile gebildet werden, und dem hydrophilen Inneren des zylind-
rischen Peptidgefiiges. Wassermolekiile in der Nahe der hydrophoben Bereiche sind in erheblichem Male un-
geordneter, was eine lediglich schwache Restelektronendichte zeigt. Die beobachtete Wasser-Elektronendich-
te ist das zeitliche Mittel von Wassermolekilen, die an zahlreichen Uberlappenden Stellen binden, was eine
einfache Bewegung von lose gehaltenen Wassermolekiilen in dem Hohlraum andeutet. Diese Beobachtung,
die dem Mangel einer diskreten stark bindenden Stelle bzw. von diskreten stark bindenden Stellen zuzuschrei-
ben ist, ist ein wichtiges Merkmal der erzeugten Peptid-Nanorohrstrukturen und es wird angenommen, dal} es
zu den bemerkenswerten Transporteffizienten der gebildeten transmembranen lonenkanéale beitragt.

[0094] Die vorstehende Beschreibung und die begleitenden Beispiele sind veranschaulichend ausgefiihrt und
sollen nicht als begrenzend aufgefal’t werden. Auch andere Variationen innerhalb des Schutzbereiches dieser
Erfindung sind méglich und erschlieen sich dem Fachmann ohne weiteres.

Kontrollierbar durchlassige (gated) Nanorohre:

[0095] Cyclische Peptidrohre kénnen ferner als ionen-verschlielbare Membrankanalstrukturen verwendet
werden. Durch die entsprechende Wahl der Aminosaureseitenkettenteile kann man die Oberflachencharakte-
ristika der selbstzusammengefiigten cyclischen Peptidrohre nach belieben einstellen. Zum Zwecke des Auf-
bauens von Membrankanalstrukturen werden cyclische Peptide derart gestaltet, dal’ sie hydrophobe Seiten-
kettenteile aufweisen, um deren Einfihrung und Selbstzusammenfligung in die bzw. der unpolare(n) Umge-
bung von Lipiddoppelschichtmembranen sicherzustellen.

[0096] In Fig. 2 ist der Aufbau der rohrformigen Membrankanalstruktur schematisch gezeigt. Sie besteht aus
ungefahr acht Stapeln antiparalleler Peptiduntereinheiten, welche es der Kanalstruktur ermdglichen, sich durch
die Dicke einer durchschnittlichen biologischen Lipidmembran zu erstrecken — gemaf} unseren zuvor beschrie-
benen Elektronenbeugungsuntersuchungen an den selbstzusammengefiigten organischen Nanorohren wird
fur derartige grof¥flachig iber Wasserstoffbriickenbindungen gebundene antiparallele 3-Faltblatt-Gefiige ein
durchschnittlicher Abstand von 4,8 bis 5,0 A zwischen den Untereinheiten erwartet. Die Kanalstruktur kann sich
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spontan beim Ldsen einer ausreichenden Konzentration des Peptidmonomers in der Lipiddoppelschicht bil-
den. Die Triebkraft fir die Selbstzusammenfligung der Kanalstruktur wird zur Verfligung gestellt durch a) die
Enthalpieverteilung einer groRen Anzahl von stark bevorzugten und hoch ausgerichteten Wasserstoffbriicken-
bindungswechselwirkungen — jede Wasserstoffbrickenbindung in der unpolaren Membranumgebung tragt
schatzungsweise 5-6 kcal-mol™ bei (bei einem aus acht cyclischen Peptiden bestehendem Kanal besteht das
Wasserstoffbriickenbindungsnetztwerk aus 56 stark zusammenwirkenden intermolekularen Wasserstoffbri-
ckenbindungen) und b) der Zunahme der aus den Seitenkette-Lipid-Wechselwirkungen hervorgehenden Lipid-
doppelschichtenthropie. Diese stark bevorzugten energetischen Verteilungen kompensieren leicht den Verlust
an Entropie, welcher mit der Peptid-Selbstzusammenfligung und -Selbstorganisation verbunden ist. Zieht man
ferner in Betracht, dal lediglich hydrophobe Reste bei der Peptidgestaltung verwendet werden, spielt die un-
glinstige Hauptketten-Solvatationsenergie bei dem Zusammenfiigungsprozess keine entscheidende Rolle,
und zwar insbesondere darum, weil von dem hydrophilen Inneren der Kanalstruktur erwartet wird, mit einer
groBen Anzahl von wechselwirkenden Wassermolekilen gefillt zu sein. Kurz gesagt sind derartige de no-
vo-gestaltete cyclische Peptide nicht nur strukturell gegentiber einer intermolekularen Wechselwirkung pradis-
poniert, sondern sind ferner in der Lipiddoppelschichtumgebung energetisch gegeniber einem Selbstzusam-
menfligen zu kunstlichen Membrankanalen beglinstigt. Dartber hinaus sind, wenn benétigt, einfache Verfah-
ren zum Verknipfen der Untereinheiten durch Ausbilden kovalenter Seitenkette-Seitenkette-Bindungen zum
Erhalten einer permanent verschmolzenen molekularen Kanalstruktur verflgbar.

[0097] Die selbstzusammengefiigten Kanale weisen zwei wichtige und einmalige, hier relevante strukturelle
Eigenschaften auf. Eine Eigenschaft ist, da® die KanalporengroRe einfach gezielt eingestellt werden kann, in-
dem eine entsprechende RinggréRe fir die cyclische Peptiduntereinheit gewahlt wird (Fig. 3). Dies ermdglicht
die Gestaltung von formselektiven Membranporenstrukturen. Die zweite Eigenschaft, welche einer kurzen Er-
klarung bedarf, hat zu tun mit dem KanalverschlieBen (channel gating) — dem Vorgang, bei welchem ein mo-
lekularer Transport durch den Kanal an- oder ausgeschaltet wird. Aus Fig. 4 ist ersichtlich, daf} die zwei Un-
tereinheiten bei dem Kanaleingang, d. h. der "Uberkappten" Position ("cap" Position), im Hinblick auf ihre Art
der Wechselwirkung sowohl mit den anderen Untereinheiten als auch mit der Mikroumgebung, in der sie sich
aufhalten, einmalig sind. Die Peptiduntereinheiten bei der cap-Position nehmen an einer Hauptkette-Hauptket-
te-Wasserstoffbrickenbindung mit nur einer weiteren Untereinheit und nur mit einer Seite der Hauptketten-
struktur teil. Die Uberkappten Untereinheiten (cap subunits) halten sich ferner in der amphipathischen Mi-
kroumgebung der Lipid-Wasser-Schnittstelle auf. Diese einmaligen Charakteristika kénnen fir die Gestaltung
von verschliellbaren Membrankanalen auf folgende Weise verwendet werden. Um eine Trennung der cap-Un-
tereinheiten von den anderen kanalbildenden Untereinheiten sicherzustellen; kann eine Seite der Hauptketten-
struktur an einem Teilnehmen an Wasserstoffbriickenbindungswechselwirkungen zwischen den Untereinhei-
ten abgehalten werden, indem einfach die Amidstickstoff-Funktionalitdten der Hauptkette bei den homo-chira-
len Resten alkyliert werden. Derartigen N-alkylierten Spezies mangelt es nicht nur an einer Wasserstoffbru-
ckenbindungs-Donorfahigkeit auf einer Seite der Scheibenstruktur, sondern auch die durch die N-Alkyl-Substi-
tuenten aufgezwungene starke sterische Wechselwirkung verhindert effektiv die Teilnahme der Peptidunterein-
heit an bidirektionalen Wasserstoffbriickenbindungs-Stapelungswechselwirkungen. Daher kénnen sich derar-
tige N-alkylierte Untereinheiten nur bei den cap-Positionen aufhalten. Dartiber hinaus kdnnen Seitenketten ein-
geflhrt werden, die mit polaren Lipidkopfgruppen wechselwirken kdnnen, um deren ordnungsgemale Positi-
onierung bei der Lipidoberflaiche sicher zu stellen. Wie es in Fig. 5 gezeigt ist, hat die Alkylierung des
Amidstickstoffes, neben der Fahigkeit Wasserstoffbriickenbindungen zu stéren, eine weitere wichtige Funkti-
on, d. h. sie stellt eine einfache Strategie zum Gestalten verschlieBbarer bzw. kontrollierbar durchlassiger
Membrankanale zur Verfliigung. Allgemein gesagt, es kann durch N-Alkylierung eine breite Vielzahl von bi-
oder multidentaten Rezeptoren fur kleine Molekulle an dem Kanaleingang eingefiihrt werden, wie es in Fig. 6
gezeigt ist.

[0098] Fig. 7 zeigt, daB dieses einfache Verankerungsmotiv mit einer Anzahl von Ubergangsmetallionen-Bin-
dungsstellen verwendet werden kann. Auf diese Weise zusammengefiigte Kanalstrukturen sind bei dem Vor-
handensein von Ubergangsmetallionen gegeniiber einem Molekulartransport aufgrund der durch die Metalli-
on-Ligand-Wechselwirkungen bei dem Kanaleingang induzierten sterischen Hinderung blockiert (in der "abge-
schaltet"-Position), wie es in Fig. 8 gezeigt ist. Eine derartige Strategie kann auch bei der Gestaltung von hoch-
selektiven und hochsensitiven lonensensoren verwendet werden.

Verfahren:

[0099] Das Peptid kann durch das von Rovero, P. et al. (1991), Tetrahedron Lett., 32, 2639-2642 beschrie-
bene Festphasen-Verfahren synthetisiert und durch 'H-NMR-Spektroskopie, Elementaranalyse und lo-
nen-Spray-Massenspektrometrie charakterisiert werden. Obgleich eine Vielzahl von Bedingungen bei der
Selbstzusammenfiigung von cyclischen Peptidrohren verwendet werden kann, hat das folgende Verfahren die
bestandigsten Ergebnisse geliefert. Eine Suspension mit ungefahr 25 mg Peptiduntereinheit pro ml wird durch
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die Zugabe von 2,5 Aquivalenten NaOH geklart. Die resultierende Peptidldsung wurde zum Entfernen von
Feststoffspuren zentrifugiert und anschlieend durch die Zugabe von 1/3 Volumen einer 1% Trifluoressigsaure
in Acetonitril angesauert. Uber einen Zeitraum von einer Stunde bilden sich nach und nach Partikel cyclischer
Peptidrohre als eine weille Suspension. Die cyclischen Peptidrohre werden anschliefend durch eine Zentrifu-
gierung gesammelt und wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen, um Uberschissige Sdure und Salze
zu entfernen. Fur Elektonenmikroskop- und Diffraktionsuntersuchungen wird eine Suspension von Partikeln
cyclischer Peptidrohre kurz mit Ultraschall behandelt und kleine Tropfen werden auf glimmentladene Kohlen-
stofftragerfilme auf EM-Gittern aufgebracht. Uberschiissige Fliissigkeit wird durch Blotting entfernt und die Git-
ter werden in einem Slush mit fliissigem Ethan gefroren; gemal dem von Adrian, M. et al., (1984) Nature 308,
32-36 und Milligan, R. A. et al., (1984) Ultramicroscopy 13, 1-10 beschriebenen Verfahren. Die Gitter wurden
in einem Gatan-Kihlhalter befestigt und in einem mit 120 kV betriebenen Philips CM12 Elektronenmikroskop
untersucht. Die Probentemperatur betrug wahrend der Untersuchung und Abbildung —175°C. Die Bilder wur-
den mit 35.000X unter Verwendung strenger Low-Dose-Bedingungen bei verschiedenen Defokussierungsgra-
den aufgezeichnet. Fur die Bildanalyse werden die mikroskopischen Aufnahmen unter Verwendung eines ab-
tastenden Mikrodensitometers von Perkin-Elmer mit gleichem Sondendurchmesser und Schrittgréfie von 2,86
A bei der Probe zu optischen Dichte-Arrays konvertiert. Unter Verwendung des von Schroeter, J. P. et al.
(1992), J. Structural Biology 109, 235-247 beschriebenen SUPRIM-Programmpaketes wird eine Anzahl von
kleinen Bereichen eines einzelnen TEM-Bildes bezlglich Drehung und Translation ausgerichtet und anschlie-
Rend gemittelt.

Syntheseverfahren
Synthese linearer Peptide:

[0100] Die lineare Form der Zielsequenz kann gemaf Ublichen Festphase-Verfahren synthetisiert und an-
schliefend in Losung cyclisiert werden, um die gewlinschte cyclische Peptiduntereinheit zu schaffen. Ein be-
vorzugtes Verfahren zum synthetisieren linearer Peptide ist wie folgt vorgesehen:

Schritt A: Der C-terminale Aminosaurerest (aa.1) des linearen Zielpeptides wird an einen PAM-Harz (Phenyl-
acetamidomethyl) gebunden. Hydroxymethyl-PAM-Harz ist ein bevorzugter PAM-Harz. Vor der Verwendung
wird dieser 4 mal in DMF gewaschen. Anschlie3end wird N-Boc-aa.1 (N-tert-Butoxycarbonylaminosaure) mit
dem gewaschenen PAM-Harz verbunden, um ein Bocaa.1-PAM-Harz zu bilden. Die Bindung wird durch Ver-
einigung des PAM-Harzes mit 4 Aquivalenten N-Boc-Aminoséure (D oder L), 3,8 Aquivalenten HBTU
(2-(1H-Benzotriazol-I-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborat) und 6 Aquivalenten DIEA (N,N-Diisopro-
pylamin) in DMF erhalten. Die resultierende Mischung wird anschlieRend fur eine Stunde geschuttelt. Wenn
der C-terminale Aminosaurerest (aa.1) des linearen Zielpeptides eine potentiell reaktive Seitengruppe umfasst,
wird die Seitengruppe vor der Anbindung an das PAM-Harz zuerst mit Gblichen Blockierungs-Mitteln blockiert.
Nachdem die Reaktion beendet ist, wird das PAM-Harz-Produkt 3 mal fir 1 Minute in DMF gewaschen.
Schritt B: Da die Produktmischung eine Komponente des nicht reagierten PAM-Harzes enthalt, wird das
PAM-Harz anschlieRend verkappt, indem es mit 20 Aquivalenten Trimethylessigsdureanhydrid und 10 Aquiva-
lenten DIEA in DMF gemischt wird und die resultierende Mischung tiber Nacht geschittelt wird. Das verkappte
PAM-Harz mit N-Boc-Aminosaureresten wird anschlieBend 3 mal in DMF und weitere 3 mal in CH,CI, gewa-
schen.

Schritt C: Die geschutzte Aminogruppe des Boc-aa.1-PAM-Harzes wird anschlieRend durch eine Behandlung
mit gereinigtem TFA entschitzt, um einen aa.1-PAM-Harz zu bilden. Schritt D: Das entschitzte
Boc-aa.1-PAM-Harz wird dann an den zweiten Aminosaurerest (aa.2), d. h. den Aminosaurerest, der einst von
dem C-Terminus des linearen Zielpeptides entfernt wurde, gekoppelt, um ein Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz zu bil-
den. Der zweite Aminosaurerest (aa.2) weist eine Chiralitat entgegengesetzt zu der Chiralitat des C-terminalen
Aminosaurerestes (aa.1) auf, d. h. wenn aa.1 eine D-Chiralitat besitzt, besitzt aa.2 eine L-Chiralitat; wenn aa.1
eine L-Chiralitat besitzt, weist aa.2 eine D-Chiralitat auf. Das entschitzte Boc-Aminosaure-PAM-Harz aus
Schritt C wird mit 4 Aquivalenten N-Boc-aa.2, 3,8 Aquivalenten HBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetra-
methyluronium tetrafluoroborat und 6 Aquivalenten DIEA (N,N-Diisopropylethylamin) in DMF kombiniert. Die
Reaktionsmischung wird anschlieRend fir eine Stunde geschiittelt.

Schritt E: Die geschuitzte Aminogruppe des Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harzes wird anschlieRend durch eine Behand-
lung mit gereinigtem TFA entschitzt, um ein aa.2-aa.1-PAM-Harz zu erzeugen.

Schritt F: Die Schritte D und E werden dann wie benétigt wiederholt, um den dritten und nachfolgende Amino-
saurereste hintereinander an die entstehende Peptidkette anzubinden, um ein Reaktionsprodukt mit der Struk-
tur aa.n-aa(n-1)-...aa.1-PAM-Harz zu bilden. Die Chiralitat der geraden Aminosauren ist entgegengesetzt der
Chiralitat der ungeraden Aminosauren.

Schritt G: Nachdem die Synthese des linearen Zielpeptides abgeschlossen ist, wird es von dem PAM-Harz ab-
gespalten. Die Abspaltung wird durch eine einstiindige Behandlung des PAM-Harzes bei 0°C mit einer 10:1:0,5
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Mischung aus HF, Anisol und Dimethylsulfid erreicht. Das Abspaltungsprodukt kann anschlielend mit einer
wassrigen Essigsaure (50% v/v) von der Reaktionsmischung abgetrennt und lyophilisiert werden. Wenn das
lineare Zielpeptid geschitzte Seitengruppen umfallt, kdnnen diese Seitengruppen zu dieser Zeit entschiitzt
werden. Das Produkt kann anschlieRend mit der Massenspektroskopie verifiziert werden.

Synthese von selektiv N-alkylierten linearen Peptiden:

[0101] Die lineare Form von selektiv N-alkylierten Zielpeptiden kann gemaf einer Modifikation tblicher Fest-
phasen-Verfahren zur Peptidsynthese synthetisiert werden. Die lineare Form selektiv N-alkylierter Zielpeptide
wird anschlielend in Lésung cyclisiert, um das gewlinschte selektiv N-alkylierte cyclische Peptid zu erhalten.
Das Verfahren zum Synthetisieren der linearen Form selektiv N-alkylierter Zielpeptide verwendet selektiv N-al-
kylierte N-Boc-Aminosauren. Bevorzugte Verfahren zum Synthetisieren dieser N-alkylierten Aminosauren und
selektiv N-alkylierter linearer Peptide sind folgende: N-alkylierte Aminosauren kbnnen gemal dem Verfahren
von S. T. Cheung et al. (Canadian Journal of Chemistry (1977), Ausgabe 55, Seite 906; Canadian Journal of
Chemistry (1977), Ausgabe 55, Seite 911 und Canadian Journal of Chemistry (1977), Ausgabe 55, Seite 916)
synthetisiert werden. Kurz gesagt werden acht Aquevalente Methyliodid bei 0°C unter Stickstoff mit Tetrahy-
drofuran (THF) vereinigt und zum Bilden einer Suspension gerihrt. Andere Alkyliodide und Alkylbromide kén-
nen als Ersatz fiir Methyliodid dienen. Zu dieser Suspension wurde ein Aquivalent N-Boc-aa (N-tert-Butoxycar-
bonylaminoséure) als Feststoff und 3 Aquivalente Natriumhydrid zugegeben. Die resultierende Mischung wur-
de anschlieBend unter Stickstoff fir 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 24 Stunden wurde Uber-
schissiges NaH durch die vorsichtige Zugabe von H,O zu der Reaktionsmischung gequenscht. Die Mischung
wurde anschlieBend eingeengt und der 6lige Rest wurde mit Et,0 und Wasser aufgenommen. Die
Et,0-Schicht wurde anschliefiend mit einer NaHCO,-Ldsung gewaschen. Die kombinierten wassrigen Extrakte
wurden anschlielfend mit wassriger Zitronensaure (5%) auf einen pH-Wert von 3 angesauert. Das angesauerte
Produkt wurde anschlieRend in EtOAc extrahiert. Die kombinierten EtOAc-Schichten wurden nacheinander mit
H,O, Natriumthiosulfat-Lésung, H,O und Salzlésung gewaschen. Das Produkt wurde anschlieRend lber
MgSO, getrocknet und anschlieRend umkristallisiert. Eine typische Ausbeute betragt 86%.

[0102] Selektiv N-alkylierte lineare Peptide kdnnen mit einer Modifikation des zuvor genannten Verfahrens fur
die Synthese von nicht-N-methylierten linearen Peptiden synthetisiert werden. N-alkylierte N-Boc-Aminosau-
ren sind im Hinblick auf Kupplungsreaktionen im Vergleich zu nicht-N-alkylierten N-Boc-Aminosauren weniger
reaktiv. Folglich kdnnen Kupplungsreaktionen mit N-alkylierten N-Boc-Aminosauren weniger effizient sein. Um
eine hohere Gesamtausbeute zu erzielen, ist es demgeman oftmals sinnvoll, jeder Kupplungsreaktion eine
oder mehrere Ent-Kupplungsreaktionen folgen zu lassen.

[0103] Ein selektiv N-alkyliertes Zielpeptid kann wie folgt synthetisiert werden:

Schritt A: Der C-terminale Aminosaurerest (aa.1) des linearen Zielpeptides wird an ein PAM-Harz (Phenylacet-
amidomethyl) gebunden. Ein bevorzugtes PAM-Harz ist Hydroxymethyl-PAM. Vor der Verwendung wird dies 4
mal in DMF gewaschen. N-Boc-aa.1 (N-tert-Butoxycarbonylaminosaure) oder eine N-alkylierte N-Boc-aa.1
wird anschlieBend an das gewaschene PAM-Harz gebunden, um ein Boc-aa.1-PAM-Harz zu bilden. Die Bin-
dung wird durch eine Vereinigung des PAM-Harzes mit 4 Aquivalenten N-Boc-aa.1 (D oder L) oder N-alkylier-
tem N-Boc-aa.1 (D oder L), 3,8 Aquivalenten HBTU (2-(1H-Benzotriazol-I-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetra-
fluoroborat) und 6 Aquivalenten DIEA (N,N-Diisopropylethylamin) in DMF erreicht. Die resultierende Mischung
wird anschlielend fur eine Stunde geschiittelt. Wenn der C-terminale Aminosaurerest (aa.1) des linearen Ziel-
peptides eine potentiell reaktive Seitengruppe umfaldt, wird die Seitengruppe vor ihrer Anbindung an den
PAM-Harz zuerst mit einem Ublichen Blockierungs-Mittel blockiert. Nachdem die Reaktion beendet ist, wird das
Produkt-PAM-Harz 3 mal fur eine Minute in DMF gewaschen.

Schritt B: Da die Produktmischung eine Komponente des nicht reagierten PAM-Harzes enthalt, wird das
PAM-Harz anschlieRend durch Mischen mit 20 Aquivalenten Trimethylessigsaureanhydrid und 10 Aquivalen-
ten DIEA in DMF und Schitteln der resultierenden Mischung Uber Nacht verkappt. Das PAM-Harz mit
N-Boc-Aminosaurerest oder einer N-alkylierten N-Boc-Aminosaure wird anschliefend 3 mal in DMF und wei-
tere 3 mal in CH,CI, gewaschen.

Schritt C: Die geschiitzte Aminogruppe des Boc-aa.1-PAM-Harzes oder N-alkylierten N-Boc-aa.1-PAM-Harzes
wird anschlieBend durch eine Behandlung mit gereinigtem TFA entschitzt, um ein aa.1-PAM-Harz bzw. ein
N-alkyliertes aa.1-PAM-Harz zu erhalten.

Schritt D: Das entschitzte Boc-aa.1-PAM-Harz oder N-alkylierte aa.1-PAM-Harz wird anschlieend an den
zweiten Aminosaurerest (aa.2 oder N-alkyl-aa.2), d.h. den Aminosaurerest, der der einmal von dem C-Termi-
nus des linearen Zielpeptides entfernt wurde, gekoppelt, um einen Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz, ein
Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz, ein N-alkyl-Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz oder ein N-alkyl-Boc-aa.2-N-al-
kyl-aa.1-PAM-Harz zu bilden. Der zweite Aminosaurerest (aa.2) weist eine Chiralitat entgegen der Chiralitat
des C-terminalen Aminosaurerestes (aa.1) auf, d. h. wenn aa.1 eine D-Chiralitdt aufweist, weist aa.2 eine
L-Chiralitat auf; wenn aa.1 eine L-Chiralitdt aufweist, weist aa.2 eine D-Chiralitat auf. Das entschitzte Bo-
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caa.1-PAM-Harz oder N-alkyl-Boc-aa.1-PAM-Harz gemaR Schritt C wird mit 4 Aquivalenten N-Boc-aa.2 oder
N-alkyl-N-Boc-aa.2, 3,8 Aquivalenten HBTU (2-(1H-Benzotriazol-I-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluorbo-
rat) und 6 Aquivalenten DIEA (N,N-Diisopropylethylamin) in DMF umgesetzt. Die Reaktionsmischung wird an-
schlieRend fur eine Stunde geschiittelt. Wenn eine Kupplung mit dem N-alkyl-Boc-aa.1-PAM-Harz eintritt, kann
die Effizienz der anfanglichen Kupplungsreaktion relativ gering sein. In diesem Falle kann ein Aliquot der Re-
aktionsmischung dann mit dem Chloranil-Test geprtft werden. Wenn der Test positiv ausfallt, wird das Reakti-
onsprodukt ein zweites Mal mit den oben genannten Reagenzien behandelt, um eine im wesentlichen quanti-
tative Ausbeute an Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz oder N-alkyl-Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz zu erhal-
ten.

Schritt E: Die geschiitzte Aminogruppe des Produktes gemafR Schritt D, d. h. Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz,
Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz, N-alkyl-Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz oder N-alkyl-Boc-aa.2-N-al-
kyl-aa.1-PAM-Harz wird anschlieRend durch eine Behandlung mit gereinigtem TFA entschitzt, um
aa.2-aa.1-PAM-Harz, aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz, N-alkyl-aa.2-aa.1-PAM-Harz oder N-alkyl-aa.2-N-al-
kyl-a.1-PAM-Harz zu erhalten.

Schritt F: Die Schritte D und E werden anschlieend zum Kuppeln des dritten und weiterer Aminosaurereste
nacheinander an die entstehende Peptidkette wie erforderlich wiederholt, um ein selektiv N-alkyliertes lineares,
an ein Harz gebundenes Zielpeptid zu bilden.

Schritt G: Nachdem die Synthese des selektiv N-alkylierten linearen Zielpeptides abgeschlossen ist, wird es
von dem PAM-Harz abgespalten. Die Abspaltung wird durch eine einstiindige Behandlung des PAM-Harzes
bei 0°C mit einer 10:1:0,5 Mischung aus HF, Anisol und Dimethylsulfid erreicht. Das Abspaltungsprodukt kann
anschlieend aus der Reaktionsmischung mit einer wassrigen Essigsaure (50% v/v) entfernt und lyophilisiert
werden. Wenn das selektiv N-alkylierte lineare Zielpeptid geschiitzte Seitengruppen umfasst, kénnen diese
Seitengruppen zu dieser Zeit entschitzt werden. Das Produkt kann anschlieBend mit der Massenspektromet-
rie verifiziert werden.

Die Synthese linearer Peptid-Precursor verschlie3barer bzw. kontrollierbar durchlassiger cyclischer Peptide:

[0104] Die lineare Form selektiv N-substituierter Zielpeptide kann gemaf einer Modifikation Ublicher Festpha-
sen-Verfahren zur Peptidsynthese synthetisiert werden. VerschlieRbare cyclische Peptide kénnen durch Cyc-
lisierung von im Hinblick auf ihre Peptidhauptkette-Aminogruppen selektiv N-substituierte lineare Peptide ge-
bildet werden. Bevorzugte Substituenten zum Bilden verschlieRbarer cyclischer Peptide sind in Fig. 7 gezeigt.
Jeder der bevorzugten Substituenten umfalit eine Uber eine Alkylkette verknlpfte heterocyclische Struktur,
namlich N-(CH,) -Heterocyclus, wobei N ein Peptid-Aminostickstoff ist und "n" zwischen 1 und 5 liegt. Das dis-
tale Ende der Alkylkette ist an einen ausgewahlten Peptid-Aminostickstoff der Peptidhauptkette gebunden. Bei
dem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel befinden sich sdmtliche N-Substitutionen auf der gleichen Seite des cy-
clischen Peptides. Bevorzugte heterocyclische Strukturen umfassen Imidazol, Pyridin, 2,2":6,2"-Terpyridin und
2,2'-Bipyridin.

[0105] N-substituierte N-Boc-Aminosauren werden zum Synthetisieren der linearen Form selektiv N-substitu-
ierter Zielpeptide verwendet. Das Verfahren von S.T. Cheung et al. (Canadian Journal of Chemistry (1977),
Ausgabe 55, Seite 906; Canadian Journal of Chemistry (1977), Ausgabe 55, Seite 911 und Canadian Journal
of Chemistry (1977), Ausgabe 55, Seite 916) kann zum Synthetisieren dieser N-substituierten Aminosauren
verwendet werden. Das Syntheseverfahren verwendet einen Haloalkyl-Heterocyclus als ein Substrat, d. h.
X-(CH,),-Heterocyclus, wobei X ein Halogen ist und "n2 zwischen 1 und 5 liegt. Bevorzugte Halogene sind
Brom und lod. Bevorzugte Alkylgruppen umfassen (CH,),, wobei n zwischen 1 und 5 liegt. Das Halogen ist an
einem Ende der Alkylkette, distal in Bezug auf die Befestigung mit der Alkylkette, an dem Heterocyclus ange-
ordnet.

[0106] Bevorzugte Haloalkyl-Heterocyclus-Substrate kdnnen wie folgt erhalten werden:
4-Brommethyl-1-H-imidazol kann gemafR dem Verfahren von D.E. Ryono et al., Deutsches Patent DE 33 09
014 (29. September 1983), beanspruchte Prioritat: US-Patentanmeldung Nr. 356941 (15. Marz 1982), oder ge-
maf dem Verfahren von W. Schunack in Arch. Pharm. (1974), Ausgabe 307(1), Seiten 46-51 synthetisiert wer-
den.

4-(2-Bromethyl)-1-H-imidazol kann gemafy dem Verfahren von E.T. Chen in Anal. Chem. (1993), Ausgabe
65(19), Seiten0 2563-2567 synthetisiert werden.

4-(3-Brompropyl)-1-H-imidazol kann gemafl dem Verfahren von P. Franchetti et al. in Farmaco, Ed. Sci., Aus-
gabe 29(4), Seiten 309-316 und gemaR dem Verfahren von W.M.P.B. Menge et al. in Journal Labelled Compd.
Radiopharm. (1992), Ausgabe 31(10), Seiten 781-786 synthetisiert werden.

3-Brommethyl-pyridin kann gemafR dem Verfahren von R. Jokela et al. in Heterocycles 1985, Ausgabe 23(7),
Seiten 1707-22 synthetisiert werden.

3-(2-Bromethyl)-pyridin kann gemaf dem Verfahren von A. Lochead et al. in der europaischen Patentanmel-
dung Nr. EP 320362 (14. Juni 1989) und EP 88-403079 (12. Juni 1988), beanspruchte Prioritat: Franzdsische
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Patentanmeldung FR 87-17044 oder gemal dem Verfahren von R.A.R. Bruneau et al. in der europaischen Pa-
tentanmeldung EP 284174 (28. September 1988) und EP 88-300281 (14. Januar 1988), beanspruchte Priori-
tat: EP 87-400122 (19. Januar 1987) und EP 87-401798 (31. Juli 1987) synthetisiert werden.
3-(3-Brompropyl)-pyridin kann gemaf dem Verfahren von A.W. Van der Made et al. in Recl. Trav. Chim. Pa-
ys-Bas (1990), Ausgabe 109(11), Seiten 537-551 synthetisiert werden.

3-(4-Bromeutyl)-pyridin kann gemafl dem Verfahren von J.W. Tilley et al. in Journal of Organic Chemistry
(1987), Ausgabe 52(12), Seiten 2469-2474 oder gemafs dem Verfahren von U.R. Patel in dem US-Patent Nr.
4,855,430 (8. August 1989) oder gemafs dem Verfahren von M. Carson et al. in dem US-Patent Nr. 4,663,332
(5. Mai 1987) synthetisiert werden.

3-lodmethyl-pyridin kann gemal dem Verfahren von G.G. Abashev in dem USSR-Patent Nr. SU 1692985 A1
(23. November 1991) synthetisiert werden.

4'-(4-Brombutyl)-2,2":6,2"-Terpyridin kann gemaf dem Verfahren von J.K. Bashkin in der PCT-Anmeldung Nr.
WO 9119730 A1 (26. Dezember 1991) oder WO 91-US3880 (3. Juni 1991) synthetisiert werden.
5-Brommethyl-2,2'-bipyridin kann gemal dem Verfahren von J. Uenishi et al. in Journal of Organic Chemistry
(1993), Ausgabe 58(16), Seiten 4382-4388 oder gemal dem Verfahren von B. Imperiali et al. in Journal of Or-
ganic Chemistry (1993), Ausgabe 56(6), Seiten 1613-1616 synthetisiert werden.

[0107] Kurz gesagt werden, wie oben angedeutet, 8 Aquivalente eines haloalkyl-heterocyclischen Substrates
bei 0°C unter Stickstoff mit Tetrahydrofruan (THF) kombiniert und zum Ausbilden einer Suspension gertihrt. Zu
dieser Suspension wird 1 Aquivalent N-Boc-aa (N-tert-Butoxycarbonylaminos&ure) als Feststoff und 3 Aquiva-
lente Natriumhydrid gegeben. Die resultierende Mischung wird anschlieRend bei Raumtemperatur fiir 24 Stun-
den unter Stickstoff gertihrt. Nach 24 Stunden wird Gberschissiges NaH durch die vorsichtige Zugabe von H,O
zu der Reaktionsmischung gequenscht. Die Mischung wird anschlie3end eingeengt und der 6lige Riickstand
wird in Et,0 und Wasser aufgenommen. Die Et,0-Schicht wird anschliefend mit einer NaHCO,-Ldsung gewa-
schen. Die kombinierten wassrigen Extrakte werden anschlieffend mit wassriger Zitronensaure (5%) auf einen
pH-Wert von 3 angesauert. Das angesauerte Produkt wird anschliefend in EtOAc extrahiert. Die kombinierte
EtOAc-Schicht wird anschliefend nacheinander mit H,O, Natriumthiosulfat-Lésung, H,O und einer Salzlésung
gewaschen. Das Produkt wird anschlieBend tber MgSO, getrocknet und anschlieBend umkristallisiert.

[0108] Selektiv N-substituierte lineare Peptide kbnnen gemal dem weiter oben zur Verfiigung gestellten Ver-
fahren fir die Synthese von N-alkylierten oder N-methylierten linearen Peptiden synthetisiert werden. Wenn
ein N-Substituent sterisch anspruchsvoll ist, kdnnen die N-substituierten N-Boc-Aminosauren aufgrund der ste-
rischen Hinderung im Hinblick auf Kupplungsreaktionen sogar noch weniger reaktiv als N-Methyl-N-Boc-Ami-
nosauren sein. Folglich kénnen Kupplungsreaktionen mit N-substituierten N-Boc-Aminosauren langsam und
relativ ineffizient sein. Demgemag ist es oftmals sinnvoll, um zum Erzielen einer hohen Gesamtausbeute jeder
Kupplungsreaktion wiederholt Entkupplungsreaktionen folgen zu lassen.

[0109] Ein selektiv N-subtituiertes Zielpeptid kann wie folgt synthetisiert werden:

Schritt A: Der C-terminale Aminosaurerest (aa.1) des linearen Zielpeptides wird an ein PAM-Harz (Phenylacet-
amidomethyl) gebunden. Hydroxymethyl-PAM-Harz ist ein bevorzugtes PAM-Harz. Vor der Verwendung wird
es 4 mal in DMF gewaschen. N-Boc-aa.1 (N-tert-Butoxycarbonylaminosaure) oder N-substituiertes N-Boc-aa.1
wird anschlieBend an das gewaschene PAM-Harz gebunden, um ein Boc-aa.1-PAM-Harz zu bilden. Die Bin-
dung wird durch eine Vereinigung des PAM-Harzes mit 4 Aquivalenten N-Boc-aa.1 (D oder L) oder N-substitu-
iertem N-Boc-aa.1 (D oder L), 3,8 Aquivalenten HBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
tetrafluoroborat) und 6 Aquivalenten DIEA (N,N-Diisopropylethylamin) in DMF erreicht. Die resultierende Mi-
schung wird anschlieRend fur eine Stunde geschuttelt. Wenn der C-terminale Aminosaurerest (aa.1) des line-
aren Zielpeptides eine potentiell reaktive Seitengruppe umfaldt, wird die Seitengruppe vor Ankniipfung des
Aminosaurerestes an das PAM-Harz zuerst mit einem ublichen Blockierungs-Mittel blockiert. Nach der Been-
digung der Reaktion wird das Produkt-PAM-Harz 3 mal fir eine Minute in DMF gewaschen.

Schritt B: Da die Produktmischung eine Komponente unreagierten PAM-Harzes enthalten wird, wird das
PAM-Harz anschlieend durch Mischen mit 20 Aquivalenten Trimethylessigséureanhydrid und 10 Aquivalen-
ten DIEA in DMF verkappt und die resultierende Mischung wird Gber Nacht geschiittelt. Das verkappte, einen
N-Boc-Aminoséaurerest oder N-substituierte N-Boc-Aminosaure aufweisende PAM-Harz wird anschlieRend 3
mal in DMF und weitere 3 mal in CH,Cl, gewaschen.

Schritt C: Die geschitzte Aminogruppe des Boc-aa.1-PAM-Harzes oder des N-substituierten
N-Boc-aa.1-PAM-Harzes wird anschlieend durch eine Behandlung mit gereinigtem TFA zum Ausbilden eines
aa.1-PAM-Harzes oder N-substituierten aa.1-PAM-Harzes entschitzt.

Schritt D: Das entschitzte Boc-aa.1-PAM-Harz oder N-substituierte aa.1-PAM-Harz wird anschlieRend an den
zweiten Aminosaurerest (aa.2 oder N-alkyl-aa.2), d. h. den Aminosaurerest, der einmal von dem C-Terminus
des linearen Zielpeptides entfernt wurde, gekoppelt, um ein Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz, Boc-aa.2-N-al-
kyl-aa.1-PAM-Harz, N-alkyl-Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz oder ein N-alkyl-Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz zu bil-
den. Der zweite Aminosaurerest (aa.2) weist eine Chiralitat entgegen der Chiralitat des C-terminalen Amino-
saurerestes (aa.1) auf, d. h. wenn aa.1 eine D-Chiralitat aufweist, weist aa.2 eine L-Chiralitat auf; wenn aa.1
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eine L-Chiralitat aufweist, weist aa.2 eine D-Chiraltitat auf. Das entschiitzte Boc-aa.1-PAM-Harz oder das N-al-
kylierte Boc-aa.1-PAM-Harz gemaR Schritt C wird anschlieRend mit 4 Aquivalenten N-Boc-aa.2 oder N-alky-
liertem N-Boc-aa.2, 3,8 Aquivalenten HBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoro-
borat) und 6 Aquivalenten DIEA (N,N-Diisopropylamin) in DMF vereinigt. Die Reaktionsmischung wird an-
schlieRend fiir eine Stunde geschiittelt. Wenn eine Kupplung mit N-alkyliertem Boc-aa.1-PAM-Harz stattfindet,
kann die Effizienz der anfanglichen Kupplungsreaktion relativ gering sein. In diesem Falle wird ein Aliquot der
Reaktionsmischung mit dem Chloranil-Test gepruft. Wenn der Test positiv ausfallt, wird das Reaktionsprodukt
ein zweites Mal mit den oben genannten Reagenzien behandelt, um eine im wesentlichen quantitative Aus-
beute an Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz oder N-alkyl-Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz zu erhalten.

Schritt E: Die geschiitzte Aminogruppe des Produktes gemafR Schritt D, d. h. Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz,
Boc-aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz, N-alkyl-Boc-aa.2-aa.1-PAM-Harz, oder N-alkyl-Boc-aa.2-N-al-
kyl-aa.1-PAM-Harz wird anschlieBend durch eine Behandlung mit gereinigtem TFA entschitzt, um ein
aa.2-aa.1-PAM-Harz, aa.2-N-alkyl-aa.1-PAM-Harz, N-alkyl-aa.2-aa.1-PAM-Harz oder N-alkyl-aa.2-N-al-
kyl-aa.1-PAM-Harz zu erzeugen.

Schritt F: Die Schritte D und E werden anschlielend zum Anknipfen des dritten und nachfolgender Aminosau-
rereste nacheinander an die entstehende Peptidkette so haufig wie erforderlich wiederholt, um ein selektiv
N-substituiertes lineares, an das Harz gebundene Zielpeptid verknupft.

[0110] Schritt G: Nachdem die Synthese des selektiv N-substituierten linearen Zielpeptides beendet ist, wird
es von dem PAM-Harz abgetrennt. Die Abtrennung wird durch eine einstiindige Behandlung des PAM-Harzes
bei 0°C mit einer 10:1:0,5 Mischung aus HF, Anisol und Dimethylsulfid erreicht. Das Abtrennungsprodukt kann
anschliel3end mit einer wassrigen Essigsaure (50% v/v) aus der Reaktionsmischung extrahiert und lyophilisiert
werden. Wenn das selektiv N-substituierte lineare Zielpeptid geschutzte Seitengruppen umfafit, kdnnen diese
Gruppen zu dieser Zeit entschutzt werden. Das Produkt kann anschlieRend durch Massenspektroskopie veri-
fiziert werden.

Cyclisierung linearer Peptide:

[0111] Die linearen Zielpeptide, selektiv N-alkylierte lineare Zielpeptide und selektiv N-substituierte lineare
Zielpeptide, deren Synthesen weiter oben beschrieben wurden, kénnen jeweils gemaf der folgenden Prozedur
cyclisiert werden: Eine Lésung des linearen Peptides in DMF (1 mM) wird bei 5°C 12 Stunden mit TBTU
(2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborat), 3 mM, HOBt (1-Hydroxybenzotriazol, 3
mM) und DIEA (Diisopropylamin, 1% v/v) behandelt, um die gewlinschten cyclischen Peptidmonomere zu er-
halten. Das Produkt kann durch eine Umkehrphase-HPLC-Reinigung aufgereinigt werden. Eine typische Aus-
beute bei der Cyclisierung eines N-methylierten linearen Peptidoctomers betragt 70%.

Alternatives Verfahren zur Peptidsynthese und -cyclisierung:

[0112] Alternativ kénnen Peptide mit einem Asp-Rest gemal dem von Rovero, P. et al. (1991) Tetrahedron
Lett., 32, 2639-2642 beschriebenen Festphasen-Verfahren synthetisiert und cyclisiert werden. Kurz gesagt
wird Boc-Asp (N-tert-Butoxycarbonylasparginsaure) Gber die $-Carbonylfunktion an ein PAM-Harz (Phenyla-
cetamidomethyl) gebunden, wahrend die a-Carbonylgruppen als ein Fluorenylmethyl-Ester (OFm) geschutzt
werden. Boc-Asp (3-PAM-Harz)OFm kann von der Bachem AG, Schweiz, erworben werden. Ein lineares Pep-
tid mit dem D-L-Chiralitatsmotiv kann dann auf dem Boc-Asp(B3-PAM-Harz)OFm gemalR der klassischen
Boc/Benzyl-Strategie unter Verwendung eines automatischen oder semi-automatischen Peptidsynthesierers,
beispielsweise Labortec SP 640, aufgebaut werden. Die Synthese wird durch aufeinanderfolgendes Addieren
Boc-geschiitzter Aminosauren gemaR der BOP-Kupplungsprozedur, d. h. 3 Aquivalente Boc-Aminoséure, 3
Aquivalente BOP und 6 Aquivalente DIEA, in DMF fiir eine Stunde durchgefiihrt. Eine Vervollstidndigung kann
durch zweifaches Wiederholen jeder Kupplung erreicht werden. Sobald die Synthese des linearen Peptides
beendet ist, ist es flr die Cyclisierung bereit. Vor der Cyclisierung wurde die N-terminale Aminogruppe mit TFA
entschitzt und der C-terminale Fluorenylmethyl-Ester wurde 3 + 7 Minuten mit Piperidin (20% v/v Piperidin in
DMF) entschiitzt. Eine Cyclisierung wurde anschlieRend durch eine dreistiindige Behandlung mit 3 Aquivalen-
ten BOP ((Benzotriao)-zolyl)-N-oxy-tris(dimethylamino)-phosphonium hexazfluorophosphat) und 6 Aquivalen-
ten DIEA (N,N-Diisopropylethylamin) in DMF erreicht. Wenn die Cyclisierungsreakion vollstéandig ist, kann die
BOP-Behandlung wiederholt werden. Ein Entschitzen der Seitenketten und ein Abtrennen des cyclischen
Peptids von dem Harz kann durch eine einstiindige Behandlung mit einer 10:1:0,5-Mischung aus HF, Anisol
und Dimethylsulfid bei 0°C erreicht werden. Das Produkt kann anschlieflend mit einer wassrigen Essigsaure
(50% v/v) extrahiert und lyophilisiert werden.

[0113] Verkappte und verschlieRbare cyclische Peptide kénnen ebenfalls gemall dem oben genannten Ver-
fahren durch Cyclisierung der entsprechenden N-substituierten linearen Peptide synthetisiert werden.
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 1:

(1)

(ii)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(x1i)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 8 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: ringfdérmig

MOLEKULART: Peptid

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs und

acht sind als D-Ala bezeichnet, was dem

D-Isomer der Aminos&ure Alanin

entspricht”.

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.:

Gln Ala Glu Ala Gln Ala Glu Ala

1

5
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Stelle

= D-Ala

Stelle

= D-Ala

Stelle

D-Ala



(2)

(1)

(ii)

(ix)

(ix)

(ix)

(x1i)
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INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 2:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE:
(B)
(D)

8 Aminosduren
ART: Aminosiure
TOPOLOGIE: ringfdrmig

MOLEKULART: Peptid

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs und

acht sind als D-Ala bezeichnet, was dem

D-Isomer der Aminosdure Alanin

entspricht".

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.:

Gln Ala Gln Ala Gln Ala Gln Ala

1

5
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= D-Ala

Stelle

= D-Ala
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 3:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminosauren

(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: ringférmig

(ii) MOLEKULART: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle

(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs und

acht sind als D-Leu bezeichnet, was dem
D-Isomer der Aminosdure Leucin

entspricht".

(ix) MERKMAL: :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.: 3:

Gln Leu Gln Leu Gln Leu Gln Leu
1 5
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 4:

(1)

(ii)

(ix)

(ix)

(xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 8 Aminos&uren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: ringfdérmig

MOLEKULART: Peptid

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Val
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs und

acht sind als D-Val bezeichnet, was dem

D-Isomer der Aminosdure Valin

entspricht".

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.:

Gln val Gln val Gln val Gln Vval

1

5
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= D-Val

Stelle

= D-Val

Stelle

= D-Val
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 5:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminosduren

(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: ringfdrmig

(ii) MOLEKULART: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle

(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs und

acht sind als D-Leu bezeichnet, was dem
D-Isomer der Aminosdure Leucin

entspricht".

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.: 5:

Phe Leu Phe Leu Phe Leu Phe Leu
1 5
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 6:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminos&uren

(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: ringfdérmig

(ii) MOLEKULART: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle

(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs und

acht sind als D-Ala bezeichnet, was dem
D-Isomer der Aminosaure Alanin

entspricht".

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala

(ix) MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala

(x1i) ‘SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.: 6:

Phe Ala Phe Ala Phe Ala Phe Ala
1 5
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 7:

(1)

(i1)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(xi)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: ringfdrmig

MOLEKULART: Peptid

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 2

(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

/Anmerkung = "Rest zwei,

Stelle

= N-Methyl-Ala

vier, sechs und

acht sind als N(Me)Ala bezeichnet, was

dem N-methylierten Derivat von Alanin

entspricht".

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 4
(D) 'ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.:

Phe Ala Phe Ala Phe Ala Phe Ala

1

5
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Stelle

= N-Methyl-Ala

Stelle

= N-Methyl-Ala

Stelle

= N-Methyl-Ala
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(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 8:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 12 Aminosduren

(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: ringfdérmig

(ii) MOLEKULART: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle

(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs,

acht, zehn und zwdlf sind als D-Ala
bezeichnet, was dem D-Isomer der Ami-

nosdure Alanin entspricht".

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala

(ix) MERKMAL: ,
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala

ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 10
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 12
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Ala

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.: 8:

Gln Ala Glu Ala Gln Ala Glu Ala Gln Ala Glu Ala
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 9:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminos&uren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: ringfdrmig

(ii) MOLEKULART: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle

(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu
/Anmerkung = "Rest zwel, vier, sechs und

acht sind als D-Leu bezeichnet, was dem
D-Isomer der Aminosdure Leucin

entspricht".

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(ix) MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 8 ‘
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.: 9:

Trp Leu Trp Leu Trp Leu Gln Leu
1 5

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 10:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 10 Aminosauren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: ringfdérmig

(ii) MOLEKULART: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle

(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs,

acht und zehn sind als D-Leu bezeichnet,
was dem D-Isomer der Aminosdure Leucin

entspricht".

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 4 ‘
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 8

(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label D-Leu

ix)  MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 10
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = D-Leu

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.: 10:

Gln Leu Trp Leu Trp Leu Trp Leu Trp Leu
1 5 10

(2) INFORMATIONEN FUR SEQ-ID-NR.: 11:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 8 Aminosduren
(B) ART: Aminosédure
(D) TOPOLOGIE: ringfdrmig

(ii) MOLEKULART: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle

(B) ORT: 2
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = N-Imd-Ala
/Anmerkung = "Rest zwei, vier, sechs und

acht sind als N(Imd)Ala bezeichnet, was
dem N, -4-methyl-l1H-imidazol-Derviaten

von Alanin entspricht".

(ix) MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 4
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = N-Imd-Ala
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 6
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label = N-Imd-Ala

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Modifizierte Stelle
(B) ORT: 8
(D) ANDERE INFORMATIONEN: /Label

N-Imd-Ala
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ-ID-NR.: 11:

Phe Ala Phe Ala Phe Ala Phe Ala
1 5

Patentanspriiche

1. Cyclisches, homodetes Peptid, das eine Aminosauresequenz mit einer geraden Anzahl an Aminosau-
reresten aufweist, eine Lange zwischen 10 und 16 Aminosaureresten besitzt, ein sich wiederholendes D-L-Chi-
ralitditsmotiv besitzt, kein Glycerin aufweist, und wobei die Aminosaurereste mindestens einen ionisierbaren
Aminosaurerest aufweisen, oder wobei die Aminosaurereste hydrophobe Seitenkettenanteile aufweisen.

2. Verfahren fiir das Zusammenfiigen von Molekularrohren, welches die folgenden Schritte aufweist:
Schritt A: Bereitstellen einer ersten Losung, welche eine Vielzahl von darin gelésten, geladenen, cyclischen
homodeten Peptiden enthalt, wobei jedes cyclische homodete Peptid eine Aminosauresequenz mit einer ge-
raden Anzahl an Aminosaureresten mit einer Lange zwischen 6 und 16 Aminosaureresten besitzt, wobei min-
destens ein ionisierter Aminosaurerest und ein sich wiederholendes D-L-Chiralitatsmotiv vorhanden ist,
Schritt B: Neutralisieren eines jeden der ionisierten Aminoséurereste durch Andern des pH-Wertes der ersten
Ldsung, wodurch eine zweite Losung gebildet wird, welche die cyclischen Peptide in einer Form enthalt, die
keine Nettoladung aufweist, und anschlieRendes
Schritt C: Bilden einer Suspension aus Molekularrohren innerhalb der zweiten Losung, indem ein Selbstzu-
sammenfligen der neutralen cyclischen Peptide erlaubt wird, wobei die Peptide benachbart zueinander in an-
ti-paralleler Weise unter einer Bildung von B-Schicht-Wasserstoffbindungen zwischen diesen benachbarten cy-
clischen Peptiden gestapelt werden.

3. Verfahren fir das Zusammenfiigen von Molekularrohren, welches die folgenden Schritte aufweist:
Schritt A: Bereitstellen einer Losung, welche eine Vielzahl von darin geldsten cyclischen homodeten Peptiden
enthalt, wobei die Peptide hydrophobe Seitenkettenanteile aufweisen und eine Aminosauresequenz mit einer
Lange zwischen 6 und 16 Aminosaureresten besitzen, mit einem sich wiederholenden D-L-Chiralitdtsmotiv und
mit einer geraden Anzahl von Aminosaureresten;

Schritt B: Kontaktieren der Losung von Schritt A mit einer Lipiddoppelschichtmembran; und anschlief’endes
Schritt C: Bilden von Molekularrohren innerhalb der Membran, indem ein Selbstzusammenfligen der cycli-
schen Peptide durch Stapeln der cyclischen Peptide benachbart zueinander unter einer anti-parallelen Weise
mit einer Bildung von B-Schicht-Wasserstoffbindungen zwischen benachbarten cyclischen Peptiden erlaubt
wird.

4. Molekularrohr, welches
eine Vielzahl von cyclischen homodeten Peptiden aufweist,
wobei jedes cyclische homodete Peptid eine Aminosauresequenz mit einer Lange zwischen 6 und 16 Amino-
saureresten und eine gerade Anzahl von Aminosaureresten und ein sich wiederholendes D-L-Chiralitatsmotiv
besitzt und
jedes der cyclischen Peptide einen ionisierbaren Aminosaurerest enthalt,
wobei das Molekularrohr in einer Lésung durch Selbstzusammenfiigen gebildet wird, welches durch Neutrali-
sierung des ionisierbaren Aminosaurerestes und Stapeln der cyclischen Peptide benachbart zueinander in ei-
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ner anti-parallelen Weise unter einer Bildung von 3-Schicht-Wasserstoffbindungen zwischen benachbarten cy-
clischen Peptiden hervorgerufen wird.

5. Molekularrohr, welches
eine Vielzahl an cyclischen homodeten Peptiden aufweist,
wobei jedes cyclische homodete Peptid hydrophobe Seitenkettenanteile und eine Aminosauresequenz mit ei-
ner Lange zwischen 6 und 16 Aminosaureresten mit einem sich wiederholenden D-L-Chiralitdtsmotiv und mit
einer geraden Anzahl an Aminosaureresten besitzt, und
das Molekularrohr in einer Losung durch Selbstzusammenfiigen gebildet wird, welches durch Kontakt mit ei-
nem Lipiddoppelschichtmedium und Stapeln der cyclischen Peptide benachbart zueinander innerhalb des Li-
piddoppelschichtmediums in einer anti-parallelen Weise unter einer Bildung von B-Schicht-Wasserstoffbindun-
gen zwischen benachbarten cyclischen Peptiden hervorgerufen wird.

6. Molekularrohr nach Anspruch 4 oder Anspruch 5, welches weiter
ein endstandiges cyclisches Peptid mit einer Ringstruktur mit einer ersten Seite und einer zweiten Seite auf-
weist, wobei die erste Seite Wasserstoffbindungsdonatoren besitzt und die zweite Seite keine Wasserstoffbin-
dungsdonatoren besitzt; wobei das endstandige cyclische Peptid ein terminales Ende des Molekularrohrs
durch Stapeln der ersten Seite darunter in einer anti-parallelen Weise unter einer Bildung von 3-Schicht-Was-
serstoffbindungen zwischen den benachbarten cyclischen Peptiden bildet.

7. Cyclisches Peptid nach Anspruch 6, wobei sich auf der zweiten Seite des endstandigen cyclischen Pep-
tids alkyl-blockierte Aminogruppen befinden, wie zum Beispiel Methyl-blockierte Aminogruppen.

8. Verfahren zum Zerlegen eines Molekularrohrs in Kontakt mit einer Ldsung, wobei das Molekularrohr aus
cyclischen homodeten Peptiden hergestellt ist und jedes cyclische homodete Peptid ein sich wiederholendes
D-L-Chiralitatsmotiv und ionisierbare Aminosaurereste aufweist, wobei sich die cyclischen Peptide innerhalb
des Molekularrohrs durch Aufeinanderstapeln in anti-paralleler Weise unter einer Bildung von p-Schicht-Was-
serstoffbindungen zwischen benachbarten cyclischen Peptiden selbst zusammenfiigen, wobei das Verfahren
den folgenden Schritt aufweist:
lonisieren der ionisierbaren Aminosauren der cyclischen Peptide durch Andern des pH-Wertes der Lésung zur
Erzeugung geladener cyclischer Peptide mit einer Nettoladung und Brechen der Wasserstoffbindungen zwi-
schen benachbarten cyclischen Peptiden, wodurch das Molekularrohr zerlegt wird.

Es folgen 32 Blatt Zeichnungen

35/67



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

Anhangende Zeichnungen

- e A e e T e e e = e . e
- ~ -

- -
~ - -
T A it

o] oz O
" § ) wil ¢
N \—_ N
L INY N\~ 7/
N " J_z
i H :@ i H
i0 or mn.v
I
N

¢
¢

-

| ©1d

10
0 i
H Oﬂ_ :O n.vI
)
4‘( /ﬂ}ﬂ/\ JN N
o_ , H ol o
TP [N N WAl e
A A \=£\,
N Y | N
ol w o |
H O H

R - P
T e e e e e e e W = =

ONNONINIWWVYSNZLSETIS

T

36/67



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

' AL o AN QO
- . !
H
*I*o of uf o¥
ou*-‘ e 12
‘ N
R : '\N/u\/ (’\N, R ‘
' | ) \
o Hu lo I
Hi O Hi O
.g =§ :g )3{%
RN . L N\ s NK R
N Y Y N7
| H
B ;
i ?0 2 |o
a__l"*. *\,\K)/l'\‘\ M s/
~ N R
lo U lo 1l
' &f Wi

37/67

O
b1 D - :n
,,\;Onx—z) ;ONI—Z)
-6-=Z';.z-::....m.o -IQ:::";’;B-;.Z—IN".".O ég -
:x:-z) \ —:....o% \ —
\ 23.‘::.9:_2 O........I-z\ —z0 /'=°""""
f. \ /:0.-.....I-K
S0zl \——
A NN
Q=\ /o °=\ fz-x
Z \\z--:c o) /4 ‘\\ p—
i N, & = T Q‘:‘-‘/Fo x QZ =T O /=0
(:o Iz% (=o x
o i) ) L o
&



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

Rz
0 ﬂ"'\&
D N
Rj R
L L
HN 0
NH
0 D
-\ D
R2 N Ra2
H
Y _R|,
FIG. 3a
R
0 H_—'iok
N H
Ry D N RI
HN L L 0
0
NH
Ra— D D }Ro
HN 0
0 L . NH
Rl SN D /((m
0 Ro

38/67



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

HN
oj NH
Rj L L R
HN o
0 D NH

39/67



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

UIHNIFHIINN-dVDI

v 9Ol4d

J113¥N3 L3S 3OHdOHAAH

NITIILSSONNYUIITAMIV-N

HO ZHNOD ‘%02 ", *HN =Y
ONNMHIMTIISHIIM
“3ddNYD4dOMAIdIT-ILIIMNI LTS

40/67



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

41/67

FIG 5



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

=
A < O
Oo
. o
=T
= 2T
@
x
éo
L
2 57 z

42/67



DE 694 33 178 T2 2004.06.17

sueanen: M = Cu", Ni", Co", Pt", Pd"

sucanpen: M = Cu', Ni¥, co", pt"", pg"

1
2 LIGANDEN: M = Cu

3LGANDEN: M = Fe", Ni'. Co"

2LIGANDEN: M = Fe". Ni", Co"

R
SH
R 2LIGANDEN: M = Hg"
{CH2n R
- ! % 3LGANDEN: M = Hg", Fe", Cd', Co"
% Y 4LIGANDEN: M = Cd", Co"
0  CH3 |

FIG. 7

43/67



DE 694 33 178 T2 2004.06.17
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