HIGHLIGHTS

Neue Materialien auf Peptidbasis:
Synthesekonzepte und potentielle Anwendungen**

Harm-Anton Klok*

Einleitung

Natiirliche Materialien tibertreffen in vielen Féllen die von
der Menschheit entwickelten synthetischen Gegenstiicke.
Enzyme z.B. katalysieren chemische Reaktionen unter phy-
siologischen Bedingungen, wobei Stereoselektivititen und
Ausbeuten erzielt werden, die synthetische Katalysatoren
nicht erreichen. Aus Sicht des Synthesechemikers ist die
strukturelle und funktionelle Vielfalt natiirlicher Proteine
insbesondere beeindruckend, wenn man sich vor Augen hilt,
dass diese aus einer begrenzten Anzahl von a-Aminosduren
aufgebaut sind. In vielen Jahren der Evolution hat die Natur
raffinierte Methoden entwickelt, um perfekt monodisperse
Polypeptide unter exzellenter Kontrolle der Primérstruktur
aufzubauen. Im Anschluss an die Synthese falten und orga-
nisieren sich die linearen Peptidketten iiber eine Abfolge von
Schritten zu stabilen und aktiven Proteinen. Dieser Prozess
sowie die Struktur und die Eigenschaften des letztendlich
entstehenden Proteins werden grofitenteils von der Primaér-
struktur des Peptids bestimmt.

Aus Sicht der Materialforschung haben Polypeptide viele
Vorteile im Vergleich zu konventionellen synthetischen Poly-
meren. Insbesondere die inhdrente Fahigkeit von Peptiden,
stabile Konformationen anzunehmen sowie sich in definierten
Strukturen selbstzuorganisieren, konnte eine beispiellose
Kontrolle tiber Morphologie und Eigenschaften eines Mate-
rials ermoglichen. Die Synthesestrategien zur Herstellung von
Polypeptiden lassen sich in drei Klassen einteilen:

e Ringoffnungs-Polymerisationen
e Festphasensynthesen
e Protein-Engineering.

Jiingste Fortschritte dieser Methoden erlauben die Herstel-
lung von Polypeptiden und Polypeptidhybriden, die sich in
einer kontrollierten Art und Weise zu supramolekularen
Architekturen und Materialien, die Strukturen und Funk-
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tionalitidten von Proteinen nachahmen, organisieren konnen.
Der vorliegende Beitrag wird einige neuere Beispiele her-
vorheben und den aktuellen Stand der Forschung sowie
Beschriankungen der verschiedenen Synthesemethoden zur
Herstellung von neuartigen Biomaterialen auf der Basis von
Polypeptiden diskutieren.

Ringoffnungs-Polymerisationen

Polypeptide konnen durch Ringoffnungs-Polymerisation
von a- und B-Aminosdure-N-carboxyanhydriden (a- und §-
NCAs, 1 bzw. 2)lJ und B-Lactamen 3 hergestellt werden
(Schema 1). Wéhrend die Polymerisation von 1 Poly-
(a-Aminosiuren) liefert, ergeben 2 and 3 Poly(3-Aminosiu-
ren). Ringoffnungs-Polymerisationen konnen im Allgemei-
nen nach Standardmethoden durchgefiihrt werden, die eine
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Schema 1. Strategien zur Herstellung von Polypeptiden durch Ringoff-
nungs-Polymerisation.

einfache Synthese von Polypeptiden mit hohen Molekularge-
wichten erlauben. Diese Polymere sind jedoch weder mono-
dispers, noch zeigen sie die Sequenzsperzifitdt natiirlicher
Proteine. Dariiber hinaus sind diese Polymerisationen nor-
malerweise durch Nebenreaktionen gestort, die die Herstel-
lung von optisch reinen Polypeptiden mit vorhersagbaren
Molekulargewichten sowie engen Molekulargewichtsvertei-
lungen erschweren und auflerdem die Bildung definierter
Blockcopolymere behindern.
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Finige der oben genannten Nachteile wurden mit der
Entdeckung von Ubergangsmetallinitiatoren, z.B. bpyNi-
(COD) (COD = Cycloocta-1,5-dienyl, bpy =2,2"-Bipyridyl)
und (PMe;),Co, iiberwunden. Diese Initiatoren erlaubten
erstmals die Synthese von Homo- und Blockcopolymeren aus
a-Aminosduren unter beispielloser Kontrolle der Kettenlidn-
ge sowie sehr engen Molekulargewichtsverteilungen.Fl j-
NCAs 2 konnen auch unter Verwendung von Nickelamido-
amidat-Komplexen polymerisiert werden, wobei jedoch die
Fillung des Polymers aus dem Reaktionsgemisch das Mole-
kulargewicht beschrinkt.!] Im Allgemeinen sind Poly(S3-
Aminosduren) mit hohen Molekulargewichten nur durch
Ring6ffnungs-Polymerisation von pJ-Lactamen zugingli-
ch.l'*2 Vor kurzem wurde gezeigt, dass Sc(N(TMS),);
(TMS =Trimethylsilyl) die ,lebende* Polymerisation be-
stimmter -Lactame initiieren kann, wodurch die Herstellung
von Di- und Triblock-Poly(5-Aminosduren) in hohen Aus-
beuten mit engen Molekulargewichtsverteilungen moglich
ist.[> ¢l

Die oben erwéhnten Fortschritte in der a-NCA-Polymeri-
sation haben eine erste Anwendung in der biomimetischen
Synthese geordneter Siliciumdioxidstrukturen gefunden. De-
finierte amphiphile Blockcopolymere von L-Cystein und L-
Lysin, die sich in geordneten Aggregaten selbstorganisieren,
konnen Tetraethoxysilan (TEOS) hydrolysieren und gleich-
zeitig die Morphologie des entstehenden Siliciumdioxids
beeinflussen (Abbildung 1).7 Der Entwurf dieser Blockco-
polymere, die das Protein Silicatein imitieren, beruht auf der
Uberlegung, dass der amphiphile Charakter die Selbstorga-
nisation in wéssrigen Medien ermoglicht, wihrend die L-
Cystein-Reste die Hydrolyse des TEOS-Precursors bei neu-
tralem pH-Wert erlauben. Vernetzung der Blockcopolymere
durch Oxidation der SH-Funktionen beeinflusst die Selbst-
organisation und bietet eine zusdtzliche Moglichkeit den
Mineralisationsprozess zu steuern.

Festphasensynthese

Die Festphasenpeptidsynthese (Schema?2) ist eine leis-
tungsfahige Methode zur Herstellung Peptide kiirzerer und
mittlerer Linge.®) Im Unterschied zur NCA-Polymerisation
ermoglicht die Festphasensynthese die Herstellung monodis-
perser Peptide unter exakter Kontrolle der Primérstruktur.
Die Ausbeuten der einzelnen Reaktionsschritte sind zwar
sehr hoch (>98%), aber nicht quantitativ, sodass Fehl-
sequenzen gebildet werden, deren Konzentration exponenti-
ell mit der Kettenlinge steigt. Bei sehr groB3en Peptiden
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Schema 2. Festphasenpeptidsynthese: a) Kupplung, b) Entschiitzung,
c) Abspaltung vom Harz (Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl).

konnen diese den Hauptteil des Rohproduktes ausmachen.
Deshalb werden kleine und mittlere Peptide leicht in hohen
Ausbeuten und Reinheiten erhalten, mit ansteigender Ket-
tenldnge jedoch sinken die zu erreichenden Ausbeuten, und
die Reinigung wird schwieriger.

Eine Moglichkeit, die Beschrinkungen der Festphasensyn-
these in Bezug auf die GroBe des herzustellenden Peptids zu
iiberwinden, ist die chemoselektive Verkniipfung ungeschiitz-
ter Peptidsegmente. Eine sehr erfolgreiche Strategie beruht
auf der Reaktion eines Peptid-a-Thioesters mit einem Peptid,
das einen N-terminalen Cystein-Rest enthilt (Schema 3).0)
Diese Methode der ,,native chemical ligation“ (NCL) wurde
bereits fiir die chemische Totalsynthese einer Vielfalt von
Proteinen angewendet. Da die Peptidsegmente, die tiblicher-
weise 50-60 a-Aminosiduren enthalten, in einer normalen
Festphasensynthese hergestellt werden, ist die NCL eine sehr
vielseitige Methode zum gezielten ortspezifischen Einbau von
nichtnatiirlichen Aminosduren, die nicht oder nur schwierig
durch andere Techniken eingefiihrt werden konnen.

Kiirzlich wurden Methoden entwickelt, die es erlauben,
NCL an festen Trigermaterialien durchzufiihren.l'” Dadurch
wird nicht nur die Reinigung des auf dem Harz gebundenen
Produktes vereinfacht, sondern auch ein einfacher Weg zur
Synthese von Proteinen, die aus einer groBeren Anzahl von
Peptidsegmenten bestehen, eroffnet. Eine andere wichtige

e

MNH4Br

Abbildung 1. Biomimetische Synthese geordneter Siliciumdioxidstrukturen. Grole und Morphologie der Siliciumdioxidpartikel werden von dem Peptid-

Blockcopolymer gesteuert.
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Schema 3. Verkniipfung ungeschiitzter Peptidsegmente durch NCL.

Neuerung ist das 1-Phenyl-2-Sulfanylethyl-Auxiliar, wodurch
auf die Anwesenheit eines Cysteinrestes in einem der
Peptidsegmente verzichtet werden kann.!'!l Mit dem 1-Phe-
nyl-2-Sulfanylethyl-Auxiliar wurde die Totalsynthese von
Cytochromb562, einer nicht Cystein-enthaltenden Sequenz
aus 106 a-Aminosduren, durchgefithrt und das korrekt
gefaltete, funktionstiichtige Protein erhalten.['?]

Die chemoselektive Verkniipfung ungeschiitzter Peptidseg-
mente wurde auch fiir die Herstellung von Templat-assozier-
ten synthetischen Proteinen (TASPs)["3l sowie fiir die Syn-
these von multiplen Peptid-Antigenen (,,multiple antigen
peptides”, MAPs) verwendet.'l Ziel der TASP-Methode ist
es, das Problem der Proteinfaltung durch regioselektive
Anbindung von Sekundérstrukturelementen an orthogonal
adressierbare Template zu umgehen, und so die Synthese von
kiinstlichen Proteinen mit im Voraus bestimmbaren drei-
dimensionalen Strukturen zu ermdglichen.[I MAPs bestehen
aus einer groffen Zahl von Peptid-Epitopen, die an einem
dendritischen Geriist gebunden sind. Sie erlangten besondere
Aufmerksamkeit bei der Entwicklung von Impfstoffen.['¥

Der urspriingliche Schwerpunkt der Festphasensynthese
lag auf der Herstellung von biologisch oder pharmazeutisch
relevanten Substanzen. In jiingster Zeit findet diese Methode
aber auch ein zunehmendes Interesse bei der Synthese von
Peptidbausteinen fiir den Aufbau von biomimetischen supra-
molekularen Architekturen. Beispiele hierfiir sind, unter
anderem, cyclische Peptide, die durch Selbstorganisation
Nanorohren bilden™! oder Peptide mit 3-Faltblatt-Sekundér-
strukturen, die sich in langen Fibrillen organisieren kénnen.['®]
In einigen Fillen kann die Selbstorganisation von j-Faltblatt-
Peptiden durch Anderung der Ionenstirke induziert werden,
und zur Bildung von Hydrogelen fiihren.l'”) Kiirzlich wurde
eine Strategie zur Temperatur- oder pH-induzierten Bildung
von Peptidhydrogelen beschrieben, die auf einer Kombina-
tion der Selbstorganisationsfahigkeit bestimmter S-Faltblatt-
Peptide und Stimuli-sensitiver Liposomen beruht.!'8! Ebenso
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wie Erwidrmung auf 37°C fihrt das

oAt Bestrahlen einer wiéssrigen Suspen-
SH sion von CaCl,-beladenen Liposomen

) coy und fS-Faltblatt-bildendem Peptid mit
COy Nahem-Infrarot-Licht zur CaCl,-Frei-

setzung aus den Liposomen und einer
raschen Gelbildung.!'®]

Die Festphasensynthese ist auch
fir die Herstellung von Hybridmole-
kiilen, die z. B. hydrophobe Alkylket-
ten enthalten, niitzlich. Solche Peptid-
amphiphile sind interessant, weil ihre
Selbstorganisation nicht nur durch die
Primérstruktur des Peptids, sondern
auch durch die Molekiilgeometrie
bestimmt wird. So wurde in einem
kiirzlich erschienenen Artikel ein-
drucksvoll gezeigt, wie durch Selbst-
organisation von Peptidamphiphilen
Fasern mit Durchmessern von 6-
7nm aufgebaut werden konnen.[]
Die Bildung dieser Nanofasern ist
ein reversibler Prozess, der durch
den pH-Wert kontrolliert werden kann. Die supramolekula-
ren Fasern konnen durch Oxidation der Cystein-SH-Funk-
tionen in der Peptidsequenz kovalent fixiert werden. Auf
diese Art und Weise wurden polymere Nanofasern mit einem
Molekulargewicht von ca. 2 x 10% Da erhalten, die in der Lage
waren, die Mineralisation von Hydroxylapatit auf dhnliche
Weise zu steuern, wie es fiir Kollagen in Knochen bekannt ist.

Protein-Engineering

Obwohl Strategien fiir das Klonen und Exprimieren von
Genen seit vielen Jahren eingefiihrt sind und routineméBig in
der Biochemie und der Molekularbiologie angewendet wer-
den, wurden diese Methoden erst in den letzten 5—10 Jahren
als interessante Werkzeuge fiir die Herstellung von Poly-
peptid-Materialien erkannt.?®) Abbildung 2 verdeutlicht die
einzelnen Schritte, die an der Synthese von Polypeptiden
durch bakterielle Expression kiinstlicher Gene beteiligt sind.
Diese Strategie, die als Protein-Engineering bezeichnet wird,
ist sehr attraktiv, da sie die Herstellung von perfekt monodi-
spersen Polypeptiden mit einer genau definierten Primér-
struktur und einem hohem Molekulargewicht ermoglicht.
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Abbildung 2. Proteinbiosynthese durch bakterielle Expression kiinstlicher
Gene.
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Solche Materialien sind mit der bereits vorgestellten Ringoff-
nungs-Polymerisationen oder der Festphasenpeptidsynthese
nicht oder nur schwer zuginglich. Protein-Engineering wurde
bereits fiir die Synthese von Strukturproteinen wie Seide,
Collagen und Elastin und auch fiir die Herstellung von De-
novo-Proteinen erfolgreich verwendet.[?]
Protein-Engineering ist nicht auf die natiirlichen a-Ami-
nosduren beschrankt. Zum Einbau nichtnatiirlicher Analoga
sind verschiedene Methoden entwickelt worden,?!! mit denen
es moglich ist, kiinstliche Proteine, die eine Vielzahl funk-
tioneller, nichtprotogener Seitengruppen tragen, herzustellen.
Ein sehr interessantes Beispiel ist der Einbau von Trifluoro-
leucin (Tfl) in Leucin-Zipper-Proteine.?* Die Primérstruktur
eines Leucin-Zipper-Proteins ist durch eine periodische
Heptadsequenz -abcdefg- gekennzeichnet, in der die Positio-
nen a und d durch hydrophobe a-Aminosduren besetzt sind
und die Position d vorwiegend durch Leucin (Leu). Leucin-
Zipper-Proteine bilden a-helikale Sekundarstrukturen, in der
die a-Aminosduren auf den Positionen a und d die hydropho-
be Seite der a-Helix darstellen. Zwei oder mehrere solcher
amphiphilen a-Helices kénnen sich in einer superhelicalen
Uberstruktur, die als Coiled-coil bezeichnet wird, organisie-
ren. Die Faltung und die Selbstorganisation von Leucin-
Zipper-Proteinen in Coiled-coil-Strukturen ist ein reversibler
Vorgang, der durch Variation der Temperatur und/oder des

a)

Coiled-coil-Doméne

viskose

Flissigkeit

pH-Wertes kontrolliert werden kann. Der Austausch des
natiirlichen Leu durch Tfl fithrt zu einer Erhohung der
thermischen Entfaltungstemperatur von bis zu 13 °C sowie zu
einer groBeren Resistenz gegeniiber chemischer Denaturie-
rung durch Harnstoff (Abbildung 3).?4 Diese Ergebnisse sind
von besonderem Interesse im Zusammenhang mit einer
friheren Veroffentlichung der Arbeitsgruppe von Tirrell, in
der die Bildung reversibler Hydrogele durch Selbstorganisa-
tion von kiinstlichen Protein-Triblockcopolymeren die termi-
nale Leucin-Zipper-Doménen haben, beschrieben wird.>’! Es
ist offensichtlich, dass der Einbau nichtnatiirlicher a-Amino-
sduren wie Tfl eine Vielzahl von Chancen eroffnet, das Sol-
Gel-Verhalten solcher Polymere zu regulieren und ein
MaBschneidern von Materialeigenschaften fiir spezielle An-
wendungen ermoglicht.

Obwohl die Strategien der Natur zur Erzeugung malBge-
schneiderter Proteine noch immer unerreicht sind, erlauben
die diskutierten Erfolge in der chemischen und biologischen
Synthese eine neue Dimension bei der Kontrolle iiber Auf-
bau, Struktur und Eigenschaften kiinstlicher Proteine und
peptidhaltigen Hybridmaterialien. Diese Fortschritte und
zukiinftige Entwicklungen werden ohne Zweifel die Integra-
tion biologischer Designkonzepte in die Materialwissenschaft
bewirken und zu Biomaterialien fiithren, deren Eigenschaften
denen natiirlicher Proteine nahe kommen.
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Abbildung 3. a) Bildung reversibler Netzwerke durch Assoziation von Leucin-Zipper-Doménen in kiinstlichen Protein-Triblockcopolymeren. b) Die
thermische (oben) und chemische (unten) Stabilitdt der Leucin-Zipper-Doménen kann durch die Substitution von Leu durch Tfl verbessert werden

(f=nicht gefaltete Fraktion).
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Von molekularen Gyroskopen, Matroschka-Puppen und anderem
»,Nano-Spielzeug*

Christoph A. Schalley*

Wir wollen einmal damit beginnen, eine Lanze fiir das
Spielen zu brechen. Oft als Doméne der Kinder missver-
standen, eroffnet das Spielen auch uns Erwachsenen einen
Zugang zu neuen Erfahrungen. Moglicherweise ist es eine der
Grundvoraussetzungen des kreativen Prozesses, in dem Sinne,
dass der spielerische Umgang mit bekanntem Ideengut erst
die Moglichkeit zu neuen Denkweisen eroffnet. Bei Wissen-
schaftlern besteht hier keine Ausnahme. Im Gegenteil, in der
Supramolekularen Chemie mit all ihren modellhaften Reali-
sierungen makroskopischer Objekte auf molekularer Ebene
scheinen sie durchaus auch ihren Spieltrieb auszuleben.
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So wundert es nicht, wenn doppel- oder mehrschalige
supramolekulare Komplexe — also der Einschluss eines Gasts
in einem Wirt, der wiederum in einem noch gréferen Wirt
eingeschlossen ist — mit russischen Matroschka-Puppen ver-
glichen werden. Allerdings ist die Realisierung solcher
Architekturen bislang eher selten gelungen, was moglicher-
weise an den inhdrenten Schwierigkeiten bei der Synthese von
Wirtmolekiilen liegt, die gro genug sind, einen Wirt-Gast-
Komplex in sich aufzunehmen. Einige frithe Beispiele wurden
von Vogtle und Miiller entdeckt, die die Cokristallisation von
y-Cyclodextrin mit Coronaten und Cryptaten in 1:1- und 2:1-
Verhiltnissen beschrieben.!!l Diese damals als ,,Kaskaden-
komplexe“ bezeichneten Spezies enthalten ein Alkalimetall-
Ion in einem Kronenether oder Cryptanden, der seinerseits —
wie spitere Kristallstrukturanalysen? bestéitigten — von
einem oder zwei Cyclodextrinmolekiilen umgeben ist. Vor
kurzem kamen ein paar weitere Beispiele dazu: wasserstoff-
verbriickte Kapseln, die sich selbst in Losung reversibel um
ein Cryptat herum organisieren (Abbildung 1)P und es damit
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