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Biologische weiche Materialien

M it einer oder zwei Ausnahmen sind Biomaterialien ,,weich*, das

Angewandte
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bedeutet, sie verbinden viskose und elastische Eigenschaften. Dieses

mechanische Verhalten wird durch die Bildung selbstorganisierter
supramolekularer Strukturen hervorgerufen, die durch nichtkovalente
Wechselwirkungen stabilisiert sind. Es ist eine grundlegende Heraus-

forderung, die Selbstorganisation von Biomaterialien zu verstehen. In

vielen Fillen konnen Konzepte aus der Physik und Chemie weicher
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Materie, die urspriinglich fiir Kolloide, Polymere, oberflichenaktive
Substanzen, Fliissigkristalle und dhnliches entwickelt wurden, auf die
Biologie iibertragen werden. Mit diesem Ansatz ist es moglich, so
verschiedene Phinomene wie die DNA-Kondensation, die Fibrillen-

bildung durch Proteine und Peptide, die Trennung von Lipiden in
Schollen, die Fusion oder die Knospung von Vesikeln aus einer neuen

Perspektive zu betrachten.

1. Einleitung

Dieser Aufsatz konzentriert sich auf ausgewihlte For-
schungsergebnisse zu biologischen weichen Materialien. Wir
mochten dabei zeigen, wie sich Konzepte der Physik und der
physikalischen Chemie weicher Materie auf biologische
Probleme anwenden lassen. Das ist nicht das Gleiche wie
biologische Physik, Biophysik oder Biochemie. Was ist
,weiche Materie“? Diese Frage wurde bereits ausfiihrlich
diskutiert.'*! Systeme aus weicher Materie, die auch als
komplexe oder strukturierte Flissigkeiten bezeichnet
werden, verfiigen tiiber FlieBeigenschaften, die zwischen
denen eines kristallinen Feststoffs und einer Fliissigkeit liegen
(daher ,,weich®). Selbstorganisation ist eine weitere wichtige
Eigenschaft vieler weicher Materialien. Dabei entstehen oft
geordnete Strukturen mit einer hierarchischen Molekiilord-
nung, die auf nichtkovalenten Wechselwirkungen wie Was-
serstoffbriicken oder abgeschirmten elektrostatischen Krif-
ten beruht.

Auch wenn man fast alle Biomaterialien dieser Definition
zufolge als ,,weiche Materie* klassifizieren konnte, mochten
wir die Biologie selbstverstdndlich nicht als reine Material-
wissenschaft verstanden wissen. Vielmehr glauben wir, dass
Konzepte aus der Polymerphysik, der physikalischen Chemie
der Kolloide und der Selbstorganisation von Amphiphilen
wichtige Einblicke beispielsweise in die Bildung von Fibrillen,
die Proteinkristallisation oder die Struktur und Stabilitdt von
Membranen erdffnen konnen. Diese und andere Beispiele
werden im Folgenden behandelt. Die Liste ist zwar nicht
vollstidndig, doch werden die wichtigsten aktuellen Themen
diskutiert.

Unser Aufsatz beschrinkt sich auf weiche Materie aus
Lipiden, Nucleinsduren, Proteinen oder Zellen. Auf die fas-
zinierenden physikalischen und chemischen Eigenschaften
anderer weicher biologischer Materialien wie Polysaccharide,
die als kammformige Makromolekiile besonders interessante
rheologische Figenschaften aufweisen, oder pflanzlicher
Biomolekiile auf Cellulosebasis gehen wir nicht ein, ebenso-
wenig auf das wichtige Thema der Proteinfaltung, das nach
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unserer Auffassung zur Biophysik
gehort, oder auf die Komplexe von
Proteinen mit Nucleinsduren oder Li-
piden.

Wir beginnen unsere Ubersicht auf
der Ebene molekularer selbstorgani-
sierter Lipidstrukturen und gehen
dann in einem logischen Aufbau zu grofleren und komple-
xeren Strukturen iiber, um am Ende zu ganzen Zellen zu
gelangen.

2. Biologische weiche Materialien: aktuelle
Teilgebiete

2.1. Lipidschollen

Lipidschollen (,,lipid rafts*, Abbildung 1) sind Doménen,
die eine eigene Phase (typischer Durchmesser < 10 nm) in-
nerhalb von Lipidmembranen bilden.! Sie sind reich an
Sphingolipiden (Derivate der langkettigen Aminoalkohole
Sphingosin und Dihydrosphingosin) und Cholesterin und sind

uber GPI verankerte
Proteine
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Abbildung 1. Struktur von Lipidschollen. Die zentrale Domine der
Scholle enthilt Lipide in geordneter Fliissigphase, in der die Seitenket-
ten gestreckt sind. Diese Domine ist auch reich an Cholesterin. Viele
unterschiedliche Proteine werden an solche Domianen gebunden.
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typischerweise in kalten, nichtionischen Detergentien unlos-
lich.® ' Eine striktere Definition wurde kiirzlich aufge-
stellt:"12 Membranschollen sind kleine (10-200 nm) hete-
rogene, dynamische, sterol- und sphingolipidangereicherte
Doménen, die zelluldre Vorgédnge rdumlich trennen.” Kleine
Schollen werden manchmal iiber Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen und Protein-Lipid-Wechselwirkungen in gréeren
Plattformen zusammengehalten. Vielfiltige weitere Mem-
branheterogenitidten mit anderer Lipidzusammensetzung und
Ursache werden als ,,non-raft“-Doménen bezeichnet.'?! Li-
pidschollen sind oft in Detergentien unlosliche oder deter-
gensresistente Regionen innerhalb von Membranen. Die
Lipide in den Schollen liegen vermutlich in der geordneten
Fliissigphase 1, vor.*1%33 Thre Acylketten sind parallel aus-
gerichtet und wie in der Gelphase (unterhalb der Schmelz-
temperatur des Lipids) angeordnet, verfiigen aber iiber eine
groBle Beweglichkeit innerhalb der Membran. Im Unter-
schied zur ungeordneten Fliissigphase 1, spricht man hier auch
von einer fliissigkristallinen Phase 1.. Der hohe Schmelzpunkt
der Sphingolipide ermdglicht ihnen, geordnete Assoziate zu
bilden, die von den Phospholipid-Doppelschichten mit nied-
rigerem Schmelzpunkt getrennt sind.

Viele Proteinarten gehen mit Lipidschollen Wechselwir-
kungen ein, besonders solche, die mit geséttigten Lipidderi-
vaten wie Glycosylphosphatidylinosit (GPI) modifiziert sind,
denn die Lipide verankern die Proteine in der Membran.
Viele Signal- und Rezeptorproteine sind so modifiziert, was
auf die Bedeutung von Lipidschollen fiir die Signaltrans-
duktion hinweist."*"* Auch Viren konnen diese Rezeptor-
Signalwege benutzen, indem sie an die entsprechenden Pro-
teine in den Lipidschollen binden. Daher spielen Lipid-
schollen méglicherweise eine Rolle bei der Ubertragung
mancher Infektionskrankheiten.*!

Auch an Prozessen wie der Endo-"' und Exocytose!'” und
dem Vesikeltransport (innerhalb der Zelle) sind Lipidschol-
len wahrscheinlich beteiligt (siche Abschnitt 2.2). Exocytose
nennt man die Fusion intrazelluldrer fliissigkeitsgefiillter
Vesikel mit einer Zellmembran. Endocytose beschreibt das
Einfangen externer Partikel, indem die Zellmembran um sie
herumgelegt und dann nach innen abgeschniirt wird, sodass
ein intrazelluldres Vesikel entsteht. In all diesen Vorgéngen
unterstiitzen Lipidschollen das Abschniiren von Vesikeln
oder die Fusion mit der Membran, indem durch die laterale
Phasentrennung der Lipide mit ihren unterschiedlich ge-
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packten Acylketten Regionen erhohter Membrankriimmung
angeboten werden.['")

2.2. Membranfusion

Der Fusionsmechanismus fiir biologische Membranen
hédngt davon ab, ob der Vorgang intrazelluldr, interzelluladr
oder mit einer viralen Membran abléduft. Die Kompartimen-
tierung der Organellen in eukaryotischen Zellen beruht auf
der Integritdt der Lipidmembranen; daher sind intrazellulire
Fusionsprozesse intensiv untersucht worden. In der Zelle
miissen Molekiile zwischen verschiedenen Organellen wei-
tergegeben werden, ohne die Membranen zu schédigen. Der
Vorgang wird durch SNARE-Proteine vermittelt (soluble
NSF-attachment receptor; NSF: N-ethylmaleimide-sensitive
factor).l""! Der Mechanismus wird spiter im Einzelnen be-
schrieben. Abbildung 2 illustriert den Vorgang des Mem-

000

Abbildung 2. Vesikeltransport von einer Zellmembran zu einer anderen
(schematisch).??

@)

brantransports, der das Abschniiren eines Vesikels von einer
Organelle und seine Fusion mit einer Zielorganelle um-
fasst.”! Dieser Vorgang ist auch fiir die Ubertragung von
chemischen Verbindungen zwischen Synapsen im Gehirn es-
senziell, denn dazu fusionieren die mit Neurotransmitter ge-
fiillten prisynaptischen Vesikel mit der Plasmamembran.”

Die SNARE-vermittelte Membranfusion wurde bereits in
mehreren Ubersichten behandelt.'*?** Diese Klasse mem-
brangebundener Proteine wird in zwei Unterklassen aufge-
teilt: Q-SNAREs und R-SNARESs, in denen Glutamin- bzw.
Argininreste konserviert sind.'*?'l Alle SNARE-Proteine
enthalten konservierte Motive aus sieben Aminoséduren, die
Kniuelstrukturen bilden. Unterschiedliche SNARE:S sind in
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spezifischen zelluliren Subkompartimenten lokalisiert."”! Die
am meisten untersuchten SNARES sind neuronale Proteine
in der Synapse. Wahrscheinlich erleichtern die SNARESs die
Membranfusion, indem sie die Membranen in enge Nach-
barschaft zueinander bringen. Dazu wird ein Biindel aus vier
Helices aus Membranproteinen gebildet, die mit dem Vesikel
assoziiert sind, und solchen, die an die Zielmembran gebun-
den sind. Eine Darstellung der Kristallstruktur des Vier-
Helix-Komplexes® im Zentrum des SNARE-Komplexes
findet sich in Lit. [19]. Der zentrale Komplex ist auB3erge-
wohnlich stabil, unloslich in Natriumdodecylsulfat und wird
durch Erhitzen nicht denaturiert.”!! Das einleitende Ando-
cken der Membranen wird moglicherweise durch kleine
GTPasen aus der Rab-Proteinfamilie vermittelt.?:2>%]

Ein Vorschlag fiir den Mechanismus einer SNARE-ver-
mittelten Membranfusion ist in Abbildung 3 skizziert. Das

a) b) Zusammenschnuren

c) Fusion einer
Membranhalfte

Abbildung 3. Modell einer SNARE-vermittelten Membranfusion.'” Rote
und blaue Ketten stehen fiir die SNARE-Proteine.

»Zusammenschniiren“ der SNARE-Komplexe vom Amino-
terminus her zieht die Membranen nahe zusammen und
erhoht dann die Kriimmung in der Kontaktzone und die la-
terale Spannung. Dadurch kommt es zur Fusion der dufleren
Membranschichten, bevor eine Pore gebildet wird, die die
ungiinstige Liicke zwischen den Lipidschichten beseitigt.
Dieser Prozess kann durch Ca?*-Ionen vermittelt werden, die
viele Membrantransportschritte auslosen, indem sie die
Membranspannung verdndern. Ein dhnliches Modell fiir die
Exocytose von Vesikeln wird in der gleichen Ubersicht dis-
kutiert.['’)

Wenn Membranen fusionieren, entsteht nach dem Steg-
Modell (stalk hypothesis) ein Ubergangszustand partieller
Fusion (Abbildung 3¢) mit einer Struktur, in der die proxi-
malen Monoschichten durch einen gekriimmten Steg ver-
bunden sind und die distalen Monoschichten zueinander ge-
zogen werden und ein Griibchen bilden (Abbildung 4). Das
Modell wurde durch theoretische Uberlegungen und experi-

X
W

Abbildung 4. Verbindung von Lipidmembranen durch einen Steg als
Zwischenzustand wihrend einer Membranfusion.

Angew. Chem. 2007, 119, 4524 — 4538

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

mentelle Beobachtungen gestiitzt.”*?! Die Fusion von Mo-
dellmembranen scheint tiber die gleichen Zwischenschritte zu
verlaufen wie die Fusion von Membranen in vivo,””?! auch
wenn die Anndherung der Membranen nicht Rab/SNARE-
vermittelt ist. Vielmehr wird sie durch eine verringerte Ab-
stoBung zwischen den Doppelschichten angetrieben, die aus
Hydratation, elektrostatischen Wechselwirkungen, thermi-
schen Fluktuationen (Helfrich-Wechselwirkungl) oder os-
motischem Stress resultiert. Die Membranfusion wird auch
durch Defekte begiinstigt, die durch eine laterale Phasen-
trennung (z.B. durch Lipidschollen) in der Membran entste-
hen, auBerdem durch eine hohe spontane Membrankriim-
mung oder den Einbau von Makromolekiilen oder Proteinen
in die Membranen.”

Bei vielen Viren wird das zentrale Nucleocapsid von einer
Membran umschlossen. Wenn diese mit einer Wirtzelle durch
Endocytose fusioniert, wird das Nucleocapsid in das Cyto-
plasma injiziert und lost damit die Infektion aus.*!! Die
Membranfusion scheint nach einem dhnlichen Mechanismus
zu verlaufen, wie er fiir die intrazelluldre Fusion vorgeschla-
gen wurde, also iiber die Bildung von a-Helix-Biindeln aus
hydrophoben Fusionspeptiden.”? Dies geschieht gleichzeitig
mit der Proteolyse des Fusionsproteins, wihrend dieses in die
Zielmembran eingefiihrt wird.

Im Unterschied zu der Fusion intrazelluldrer Vesikel und
der Fusion viraler Membranen scheint die Fusion der Mem-
branen von zwei Zellen nicht durch die Bildung von a-Helix-
Biindeln vermittelt zu werden, die Details dieses Vorgangs
sind allerdings noch nicht vollstandig aufgeklédrt und scheinen
auch systemspezifisch zu sein. In der Ubersicht von Chen und
Olson sind mehrere Beispiele angefiihrt,?! wobei stets das
Actin-Zytoskelett eine Rolle spielt, hier vor allem fiir den
Transport von Proteinen zur Fusionsstelle.””! Die Actin-Po-
lymerisation und die Bildung von Netzwerken werden in
Abschnitt 2.6 eingehend diskutiert.

Die Fusion von Liposomenmembranen als Modellsystem
wurde auf verschiedene Arten ausgelost, unter anderem
durch elektrische Felder (Elektrofusion), durch Reagentien
oder auf photochemischem Weg.” Bei der Elektroporation
wird eine Spannung iiber eine mechanisch vorgespannte
Membran in einer Mikropipette angelegt, um Poren zu er-
zeugen. Diese konnen dann verschiedene vesikuldre Kom-
partimente miteinander verbinden. Zu chemisch induzierter
Fusion kommt es, wenn die AbstoBung zwischen Liposomen
reduziert wird, z.B. durch Anbringen einer PEG-Kette.
Zweiwertige Kationen wie Ca’" kénnen Ladungen an der
Membranoberfldche abschirmen und die elektrostatischen
Wechselwirkungen reduzieren. Gleichzeitig konnen sie auch
die Hydratation der Lipidmembran verdndern. Eine photo-
chemische Fusion gelingt durch den Einbau photochromer
Lipide in die Membran. Licht geeigneter Wellenlédnge kann
dann eine Konformationsédnderung des photochromen Mo-
lekiils hervorrufen und so die Membranfusion einleiten.

2.3. Membraninstabilititen

Instabilitdten in der Membrankriimmung konnen Aus-
gangspunkte fiir Fusionen oder das Abschniiren von Vesikeln
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sein. Vergleichbare Vorginge beim Transport von Vesikeln
sind bereits in Abschnitt 2.2 diskutiert worden. Auch Kon-
zentrationsgradienten konnen die Ursache fiir Membranin-
stabilitdten sein. Als Beispiel sei hier die Bildung von Mye-
linen genannt, wenn eine amphiphile lamellare Phase (L,,) in
Kontakt mit einem Uberschuss an Losungsmittel kommt.
Myeline (Abbildung 5) sind vielschichtige Rohren, die von

Abbildung 5. Mikroskopiebilder von Myelinen, die sich an der Grenz-
schicht zwischen dem Detergens Cy,E; und Wasser bilden.!'”” a) Diffu-
sionskontrolliertes Wachstum im friihen Stadium; b) Kniuelbildung in
einem spiteren Stadium.

der Grenzschicht zwischen der lamellaren Phase (oder reinem
Detergens) und dem Losungsmittel her wachsen. Diese
Myeline diirfen nicht mit den Myelinscheiden um die Ner-
venzellen verwechselt werden, bei denen es sich um elektrisch
isolierende Lipidschichten (mit geringem Proteingehalt) um
die langen Ausldufer der Nervenzellen (Axone) handelt.
Buchanan und Mitarbeiter haben den Mechanismus der
Myelinbildung untersucht. Sie vermuten, dass diesem Prozess
ein Wassereinstrom in die lamellare Phase an der Basis der
Myeline zugrundeliegt (Abbildung 6a). Es gibt keinen Was-
sereinstrom tiber Diffusion an der Spitze wie bei fingerdhn-
lich wachsenden Instabilititen (Abbildung 6b). Gestiitzt wird
diese Auffassung durch die Beobachtung von Tracer-Parti-
keln.P*3! Allerdings wurde kein detailliertes Modell fiir die
Myelinbildung entworfen. Einige aktuelle Studien versuchen,
die Ursache der Myelinbildung aufzukldren. Huang et al.
schlugen ein einfaches geometrisches Modell vor, dem zu-
folge der Abstand zwischen den einzelnen Membranschich-
ten in den abgeschlossenen Myelinzylindern groBer (und
damit die AbstoBung zwischen den Doppelschichten kleiner)
ist als in einer multilamellaren Scheibe.’” Wenn die Scheibe
in eine Rohre verformt wird, hat die zentrale zylindrische
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Abbildung 6. Das Myelinwachstum findet durch Fliissigkeitseinstrom
zwischen den Myelinen statt (a), nicht durch Diffusion zu den Myelin-
spitzen (b).PY

Rohre einen geringeren Umfang als das Rechteck in der
Scheibe, und daher nimmt der Abstand zwischen den Mem-
branen zu.’**! Spiter wurde jedoch eingewendet, dass ein
solches Modell, das auf der Minimierung der freien Energie
um ein lokales Gleichgewicht beruht, den tatsédchlichen Ver-
hiltnissen nicht entspricht, weil aus der Beobachtung der
Myeline ein chemischer Potential-(Hydratations)Gradient
oder ein externer Fliissigkeitsstrom gefordert werden muss,
ohne den sich die Myeline zuriickbilden wiirden.* Statt
dessen wurde vorgeschlagen, dass die Myelinbildung durch
die elastische Instabilitdt gespannter Doppelschichtstapel
hervorgerufen wird.

Nach der anfidnglichen Wachstumsperiode, in der das
Ficksche Diffusionsgesetz befolgt wird (die Dicke der Kon-
taktregion ist proportional zur Quadratwurzel der Zeit)
treten Instabilititen der Myeline auf, beispielsweise eine
Kniuelbildung (Abbildung 5b). Dies kann an der zuneh-
menden Anziehung der Membranen untereinander liegen,
wenn die Myeline helical gekniuelt sind.”>*! Verschiedene
Theorien sollten helfen, die Instabilitédt der tubuldren Myeline
auf der Basis der Instabilitditen von Membranverwerfungen
zu beschreiben.®>¥3¥ Vor kurzem wurde iiber die Bildung
von Einzel- und Doppelhelices und von komplizierten glo-
bulédren Strukturen in Myelinen berichtet, deren Phospholi-
pidmembranen mit Polymeren modifiziert waren, die entlang
ihres Riickgrats weit voneinander entfernte, statistisch ver-
teilte hydrophobe Gruppen enthielten. Die Bildung dieser
Strukturen wurde der spontanen Kriimmung zugeschrieben,
die induziert wird, wenn sich die Polymere selektiv am inne-
ren Rand der gebogenen Tubuli anordnen."!

Die Myelinbildung wurde vor kurzem in einem gequol-
lenen Film eines amphiphilen Blockcopolymers beobach-
tet. Mechanismen, die an der Destabilisierung von Myelin
beteiligt sind (Knéuelbildung und Knospung), wurden eben-
falls nachgewiesen. Dariiber hinaus wurden in einer Emulsion
des Copolymers in Chloroform/Wasser neue Strukturen ent-
deckt. In Abbildung 7 ist eine dieser Myelinosomen-Struk-
turen zu sehen, die aus verbundenen amphiphilen Membra-
nen im Kern und einer Korona aus Myelinen besteht.

Angew. Chem. 2007, 119, 4524 — 4538


http://www.angewandte.de

Biologische weiche Materialien

Abbildung 7. Myelinosomen aus einem Poly(oxyethylen)-b-poly(oxybu-
tylen)-Diblockcopolymer in einem Wasser-Chloroform-Gemisch unter
dem konfokalen Lasermikroskop.?

2.4. DNA-Kondensation

Die Linge stabiler DNA-Restriktionsfragmente (64-900
Basenpaare, bp) liegt in 1-2 mm NaCl bei etwa 50-60 nm, in
Abhingigkeit von der Salzkonzentration.*”) Die DNA-Kon-
densation beruht auf der elektrostatischen Anziehung zwi-
schen der negativ geladenen DNA und kationischen Spezies;
sie fiihrt zu einem teilweisen Zusammenbruch der DNA-
Ketten, wenn deren Ladungen neutralisiert und die Gegen-
ionen freigesetzt werden.

DNA hat eine Ladungsdichte von 1e pro 1.7 A% die von
zwei negativen Ladungen pro Basenpaar herriihrt.*!l Dies
bedeutet, dass DNA in Gegenwart von zweiwertigen Katio-
nen, die bevorzugt in den Furchen der DNA-Strdnge binden,
kondensiert werden kann (Abbildung 8). Manche Kationen

<
groBe
Furche

Abbildung 8. Inhomogene Ladungsverteilung auf der DNA-Oberfliche.
Die Phosphatreste sind negativ geladen, die Gegenionen positiv. Die
Stirke der Anziehung hingt von der Verteilung der Gegenionen und
vom Verhiltnis der axialen Verschiebung Az zur Helixsteigung H ab.!

mit einer hohen Affinitdt zu Phosphat kénnen allerdings an
den DNA-Strang binden, ohne eine Kondensation zu indu-
zieren.” Interessant ist die Beobachtung, dass bei geladenen
Spezies wie der DNA die Moglichkeit einer Anziehung zwi-
schen den Gegenionen besteht. Dies wurde der fluktuati-
onsgetriebenen Kondensation durch die Gegenionen™! oder
der selektiven Kondensation von Gegenionen in den Furchen
zugeschrieben (elektrostatisches ,,Reiverschluss“-Motiv,
Abbildung 8).*Y In diesem zweiten Modell entsteht eine
Anziehungskraft, weil die positiv geladenen Furchen einer
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DNA-Kette sich den negativ geladenen Teilen einer anderen
Kette anndhern konnen, wenn die Molekiile entsprechend
orientiert sind.

Fiir eine Gentherapie muss die DNA kondensiert werden,
bevor sie durch die Zellmembran transportiert wird. Vor
allem Erkrankungen, die durch genetische Anomalien oder
Ausfille verursacht werden, konnten durch eine Gentherapie
behandelt werden, bei der spezifisch konstruierte Gene in die
Zellen des Patienten eingefiihrt werden. Es gibt Hinweise
darauf, dass eine Gentherapie dann wirksam sein kann, wenn
einzelne Gene ausfallen.[*”) Die DNA-Kondensation ist auch
relevant fiir Membrantechnologien und den Einschluss von
Wirkstoffen.

Sowohl virale als auch nichtvirale Ansétze fiir eine Gen-
therapie wurden in klinischen Studien erprobt, um Krank-
heiten wie Mukoviszidose oder verschiedene Tumorformen
zu bekdmpfen. Viren haben effiziente Verfahren entwickelt,
um ihr genetisches Material in bestimmte Zellen einzu-
schleusen und es dort zu exprimieren. Andererseits konnen
Viren Entziindungen und Immunreaktionen hervorrufen, die
eine wiederholte Anwendung in der Therapie verhindern.

Eine Reihe von Systemen wurde fiir die nichtvirale Ein-
schleusung von Genen untersucht,*** darunter Kationen,
Polyamine, Polymere wie Polylysin,**!l Polyethylenglycol-
(PEG)-Blockcopolymere und -Pfropfcopolymere,>*! biolo-
gische Liposomen™ oder kationische Lipide.**>*! Blockco-
polymere aus PEG und einem oder mehreren kationischen
Blocken sind eine moderne Alternative zu viralen Vektoren.
Sie bilden vielschichtige Nanohiillen mit einer duleren PEG-
Schicht, wenn der kationische Block sich in Losung an die
Plasmid-DNA (pDNA) anlagert.””? PEG-haltige Polyplex-
Micellen aus kationischen Triblockcopolymeren mit einem
Kern aus kondensierter pDNA, einer Zwischenhiille mit
Pufferkapazitit und einer biokompatiblen PEG-Auf3enhiille
sind erst seit kurzem bekannt.[*! Dendrimer-Photosensibili-
satoren wurden ebenfalls genutzt, um DNA zu verpacken,
weil sie in Therapieansidtzen mit lichtinduziertem Gentrans-
fer erfolgreich waren."

Wegen seiner hohen Ladungsdichte wurde Polyethylen-
imin (PEI) sehr ausgiebig fiir die DNA-Kondensation unter-
sucht. 133362 Djeses kationische Polymer wurde auch schon
mit Liganden konjugiert, die fiir einen bestimmten Zelltyp
spezifisch sind (Abbildung 9). Der Rezeptor fiir den Ligan-
den befindet sich in der Zellmembran und wirkt als Kanal,
der den DNA-Polymer-Komplex in die Zelle einschleust.

Ein anderer Mechanismus fiir die nichtvirale Gentrans-
fektion ist die Endocytose eines Blockcopolymers aus PEG
und einem kationischen Block (Abbildung 10).%" Der
PEG-Block bildet eine abschirmende Schicht um den Kern
des Partikels, in dem die DNA von dem kationischen Block
eingekapselt ist. Bei der Endocytose wird die eingekapselte
DNA in eine Zelle aufgenommen, ohne die Zellmembran zu
passieren. Vielmehr wird bei dem Vorgang ein intrazellulidres
Vesikel durch die Einstiilpung der Plasmamembran und an-
schlieBende Membranfusion gebildet.

Jingst wurde iiber die ortsspezifische Spaltung einer
iberspiralisierten pDNA berichtet, die mithilfe des Di-
blockpolymers PEG-b-Plys kondensiert worden war (Plys:
Poly-L-lysin).®®! Die gezielte Spaltung der DNA gelang mit
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Abbildung 10. Transfektion von Plasmid-DNA in eine Zelle durch En-
docytose mithilfe eines Block-Polyelektrolyten. Wiedergabe mit Geneh-
migung aus Lit. [181].

der S1-Nuclease, einem Enzym, das einzelstringige DNA
spaltet.® Als Mechanismus wurde diskutiert, dass die pDNA
in eine Struktur kondensiert wird, in der durch das Block-
polymer regelmdBige kreuzformige Schlaufen gebildet
werden, und dass die Spaltung an Schlaufen in der topologisch
gespannten Doppelhelix erfolgt.

Die DNA-Kondensation kann eine Phasentrennung aus-
l6sen; dabei bilden sich eine konzentrierte Fliissigkristall-
phase, die die DNA und Kationen enthélt, und eine verdiinnte
Phase, in der sich die iibrigen Verbindungen befinden.”! Vor
der Bildung eines Niederschlags beobachtet man oft das
Auftreten von DNA-Aggregaten. Stidbchenformige, bliiten-
formige, fibrillire und toroidale Strukturen wurden dabei
entdeckt.*"!

Mehrere Versuchsreihen zur DNA-Kondensation haben
sich mit Blockcopolymeren befasst, vor allem mit PEG-b-
Polykationen-Systemen mit den Polykationen Plys,”*"® PEI,
Poly[2-(dimethylamino(ethylmethacrylat] oder Polysper-
min.[®737%1 Die Assoziation von DNA mit langkettigen li-
nearen Polyelektrolyten wie Plys, Polyspermin und Poly-L-
arginin durch elektrostatische Kréfte wurde ebenfalls be-
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schrieben.”? Auch Pfropfcopolymere wie PEG-g-Polylysin/®!
und PEG-g-PEIF**! wurden eingesetzt.

Weniger gut untersucht ist die DNA-Kondensation mit
Blockcopolymeren mit einem hydrophoben und einem kat-
ionischen Block. Ein Beispiel dafiir ist die Kondensation von
Kalbsthymus-DNA durch amphiphile Blockcopolymere PS,, -
b-Plys, (PS: Polystyrol) aus einem sehr kurzen nichtionischen,
hydrophoben PS-Block und einem hydrophilen, geladenen
Plys-Block. Stabilitdt und Struktureigenschaften der DNA-
(PS,,-b-Plys, )-Polyplexe (m,n: Polymerisationsgrad) und der
Einfluss der Léange des Plys-Blocks auf den DNA-Konden-
sationsvorgang wurden untersucht.®? Die DNA kondensiert
aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
Plys und DNA in Form fibrilldrer Niederschldge mit unre-
gelmiBiger lokaler Packung. Diese ist moglicherweise des-
wegen nicht hexagonal (wie hochkondensierte DNA in Ge-
genwart von Salzen),™ weil der hydrophobe PS-Block stort.
Mit groBerem n nimmt auch die Packungsdichte der Poly-
plexe zu. Daher wurde vermutet, dass die Balance zwischen
der Lénge der Plys-Blocke in DNA-(PS,,-b-Plys,)-Polyplexen
und dem Ladungsiiberschuss des Systems eine entscheidende
Rolle bei der Bildung einer Fliissigkristallphase spielt.*

2.5. Proteinkristallisation

Die Kristallisation von Proteinen aus Losungen ist eine
Voraussetzung fiir die Herstellung von Proben fiir Kristall-
strukturanalysen, die ein zentraler Baustein fiir die Struk-
turbiologie sind. Dieser Prozess kann auch in vivo ablaufen.®
Wir konnen hier keine Ubersicht iiber das gesamte Feld
geben. Statt dessen diskutieren wir Analogien bei der Kris-
tallisation von globulidren Proteinen und von Kolloiden, die
ein klassisches Beispiel fiir weiche Materie darstellen.[5>%!
Die Kiristallisation von Lysozym wurde besonders eingehend
untersucht.[*¥-"1l Wir betrachten hier die Kristallisation von
Proteinen nach Zugabe eines Elektrolyten oder eines nicht-
adsorbierenden Polymers zu der Losung. (Daneben gibt es
noch viele andere Verfahren wie die Zugabe organischer
Losungsmittel oder die Erhohung der Temperatur.) Dadurch
kann die weitreichende elektrostatische Abstolung abge-
schirmt werden, sodass Proteine aufgrund kurzreichender
Wechselwirkungen zu Clustern aggregieren konnen, die dann
als Kristallisationskeime wirken. Die Kristallisation setzt ein,
wenn der zweite Virialkoeffizient ausreichend negativ ist
(Abbildung 11).°*! Vor der Kristallisation kann bei hohen
Konzentrationen die Gelbildung einsetzen, wenn die Losung
in Bezug auf den Fliissig-kristallin-Phaseniibergang iibersét-
tigt ist.’” Die Gelbildung kann der Kristallisation vorausge-
hen, wenn die Anziehung schwach ist, denn unter diesen
Bedingungen verlduft die Keimbildung nur langsam. Die
Phasengrenze zur Gelbildung l4sst sich mit einer vereinfach-
ten Version der Theorie der Modenkopplung beschreiben.*
Zu beachten ist, dass die Gelbildung als Folge von Anziehung
oder AbstoBung zu einem Glasiibergang fithren kann."

Die Wechselwirkung zwischen Proteinen kann, in ein-
fachster Ndherung, wie diejenige zwischen geladenen Kugeln
beschrieben werden. Die Wechselwirkung zwischen solchen
Partikeln und die Abhédngigkeit von der Salzkonzentration
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Abbildung 11. Korrelation des zweiten osmotischen Virialkoeffizienten
A, mit der Léslichkeit bei globuldren Proteinen. Wiedergabe in verin-
derter Form nach Lit. [90]. Die grau unterlegte Region ist die , Kristalli-
sationszone“. Bhamidi et al.*” {ibernahmen Daten von Wilson und
Mitarbeitern®! und fiihrten zusitzliche Messungen aus.

ergeben sich dann aus der Derjaguin-Landau-Verwey-Over-
beek(DLVO)-Theorie.®”! Spiter wurden ausgefeiltere Mo-
delle entwickelt, um Haftbereiche (,,sticky patches*) auf der
Proteinoberfliche zu beriicksichtigen .

Eine interessante Eigenschaft von Suspensionen kolloi-
daler Partikel oder globuldrer Proteine ist die Bildung von
Gleichgewichtsclustern, die durch die Balance zwischen
kurzreichender Anziehung und weitreichender elektrostati-
scher AbstoBung entstehen.®™*") Die erforderlichen Bedin-
gungen wurden mithilfe einer analytischen Theorie ermit-
telt.’”! Die Bildung von stark wechselwirkenden Gleichge-
wichtsclustern in einer Lysozymlosung wurde mit Neutronen-
Kleinwinkelstreuung (SANS, small-angle neutron scattering)
untersucht.® In Abbildung 12 ist ein Beispiel von Struktur-

Serr (9)

Abbildung 12. Effektive Strukturfaktoren aus Neutronen-Kleinwinkel-
streuexperimenten fiir Lysozym in wissriger Losung.®¥ a) 254 mgmL™
(ausgefiillte Symbole) und 169 mgmL™" (offene Symbole) bei 25°C;

b) die gleichen Proben bei 5°C. Die gestrichelten Linien deuten an,
dass die Lage der beiden Maxima unabhiangig von der Lysozymkon-
zentration ist.
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faktoren gezeigt. Man siecht Maxima auf zwei Léngenskalen —
tiir die Cluster (¢) und die ,,Monomere“ (d.h. die globulidren
Proteine) innerhalb der Cluster (¢), die ziemlich dicht ge-
packt sind. Das Maximum bei g ist konzentrationsunab-
hingig, hingt aber von der Temperatur ab, weil die Anzie-
hung temperaturabhingig sind. Das Maximum bei ¢* ist
konzentrations- und temperaturunabhéngig. Der Einfluss der
Ionenstiarke wurde ebenfalls getestet: Steigende Salzkon-
zentrationen erhohen die Abschirmung und stdrken daher die
Anziehung.®®

2.6. Bildung von Fibrillen aus Peptiden und Proteinen

Die Bildung von Fibrillen ist symptomatisch fiir viele
Amyloid-Erkrankungen wie die Alzheimer- und die Creutz-
feldt-JTacob-Krankheit.”®! Man geht inzwischen davon aus,
dass Protofilamente, die zu Beginn des Selbstorganisations-
vorgangs gebildet werden, die toxischen Komponenten
sind.””1% Wegen ihrer Relevanz fiir verschiedene verbreitete
Stoffwechselerkrankungen wurde die Fibrillenbildung durch
das Amyloidpeptid vielfach untersucht. Beim Menschen gibt
es zwei Varianten des Amyloidpeptids — AB(1-40) und AP(1-
42), die wahrscheinlich stirker zur Fibrillenbildung neigt.'!

Die Bildung von Proteinfibrillen kann nach zwei Poly-
merisationsmechanismen verlaufen."® Die isodesmische
Polymerisation,'” die z. B. bei Tubulin beobachtet wird, liuft
iiber die sequenzielle Addition von Monomeren in einem
ungebremsten Selbstorganisationsprozess ab, bei dem sich
Monomere, Dimere, Trimere usw. im Gleichgewicht befin-
den. Der Prozess ist nichtkooperativ und jede Anlagerung
eines Monomers fiihrt zu einer konstanten Abnahme der
freien Energie.'™ Dagegen wird unter anderem bei Actin
eine Polymerisation beobachtet, die von einem thermodyna-
misch instabilen Polymerisationskeim ausgeht. In der Lite-
ratur iiber die Selbstorganisation von Detergentien ist die
isodesmische Selbstorganisation auch als offene Assoziation
bekannt.'"1%! Sie wird von der geschlossenen Assoziati-
on!'%>1% abgegrenzt, bei der sich die Micellenbildung durch
einen scharfen Ubergang zu einem Gleichgewicht bemerkbar
macht, in dem Micellen und nichtassoziierte Molekiile co-
existieren. Die thermisch oder chemisch ausgeloste Polyme-
risation verlduft auch iiber einen nichtisodesmischen Prozess,
also iiber einen aktivierten Zwischenzustand. Dies fiihrt zu
einem Sprung der Wiarmekapazitdt bei einer kritischen
Temperatur.['07-108]

Die Selbstorganisation chiraler Peptide in helicale Ag-
gregate ist ein nichtisodesmischer Prozess, der sich durch
markante (Konzentrations-)Schwellenwerte fiir die Bildung
von Aggregaten (Biander oder Fibrillen aus de novo gebil-
deten Peptiden) zu erkennen gibt."” Dies wurde in einem
detaillierten theoretischen Modell beschrieben, in dem der
Energieaufwand fiir die elastische Verdrillung der Bénder
gegen den Energiegewinn durch die Fibrillenbildung abge-
wogen wird.'” Die wichtigsten Parameter sind die relative
Helixsteigung isolierter Bander und die relative laterale An-
ziehung zwischen einzelnen Bidndern. Ein Schema der hier-
archischen Selbstorganisation und ein berechnetes Phasen-
diagramm sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13. Selbstorganisation bei der Bildung chiraler Peptidbin-
der.'™ a) Aufeinanderfolgende Stadien des Selbstorganisationsprozes-
ses und die zugehérigen Wechselwirkungsenergien e. b) Berechnetes
Phasendiagramm in Abhéngigkeit von der relativen lateralen Anzie-
hungsenergie zwischen den Bindern ex /ex . und der relativen Helix-
steigung der Binder hg,,¢/a. Die dicken Linien trennen Regionen, in
denen verschiedene Aggregatzustinde stabil sind. Die gestrichelten
Linien zeigen an, wo Fibrillen mit p Bandern stabil sind. Das Verhilt-
nis der Elastistizitdtskonstanten kgexumme/Keerariie betrug in der Rechnung
0.1.n%

Aktuelle Forschungen iiber die Selbstorganisation von p-
Phenylenvinylen-Oligomeren, die je Molekiil eine Donor-
gruppe fiir mehrere Wasserstoffbriicken und eine Akzeptor-
gruppe fiir mehrere Wasserstoffbriicken trugen, ergaben, dass
die Bildung helicaler Aggregate auch iiber einen dhnlichen
nichtisodesmischen Prozess verlaufen kann."” Ein scharfer
Ubergang bei der AssoziationsgroBe als Funktion der Tem-
peratur ist sichtbar, was auf eine Keimbildung mit hoher
Aktivierungsbarriere hindeutet. Der nichtisodesmische
Selbstorganisationsprozess wurde mit einem Ansatz model-
liert, der dem Oosawa-Kasai-Modell fiir die Helixaggregation
von Proteinen in Losung dhnelt.""!! Dieses Modell sagt eine
kritische Konzentration fiir die Bildung helicaler Aggregate
voraus.

Actin ist eines der wichtigsten Proteine des Zytoskeletts.
Es ist Bestandteil verschiedener Zelltypen und an vielen
zelluldaren Prozessen beteiligt, darunter die Fortbewegung,
Sekretion, Zytoplasmastromungen, Phagozytose und Zyto-
kinese. Bei der Polymerisation von Actin wird das globulire
G-Actin in F-Actin-Fibrillen umgewandelt. Nach der Unter-
suchung der spontanen Selbstorganisation von G-Actin und
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der auf eine Ultraschallbehandlung folgenden Polymerisation
von F- und G-Actin wurde der Schluss gezogen, dass die
Polymerisation von Keimen ausgeht.""? Die Zugabe von F-
Actin als Keim beschleunigt die Polymerisation von G-Actin.
Actin spielt auch eine wichtige Rolle in der Muskelstruktur.
Im Sarkomer der Muskeln iiberlappen dicke und diinne Fi-
lamente. Die dicken Filamente enthalten das Protein Myosin,
die diinnen bestehen aus mehreren Proteinen, und in ihrem
Zentrum befinden sich polymerisierte F-Actin-Fibrillen.!'"!

Netzwerke aus vernetztem und gebiindeltem F-Actin
weisen ein auBlergewohnlich elastisches rheologisches Ver-
halten auf, was die mechanischen Eigenschaften der einzel-
nen Filamente widerspiegelt. Die lokale Viskoelastizitét
wurde mit mikrorheologischen Techniken untersucht, wobei
eingebettete Kolloidpartikel als Sonden fiir die optische In-
terferometrie''“1"% oder magnetische Pinzetten dienten.''
Der Elastizitdtsmodul hingt stark von der Actinkonzentrati-
on und damit vom AusmaB der Vernetzung ab.l''"1"8 Actin
kann auch zu einem Netzwerk verkniipft werden, um die
Oberfliche von Vesikeln zu beschichten."**! Das Actin
wird dabei in Gegenwart von Streptavidin an der Oberfldche
biotinylierter Vesikel polymerisiert. Die viskoelastischen und
Verformungseigenschaften derartiger Vesikel, die ein Modell
fiir ein zellulires Membransystem darstellen, wurden unter-
sucht.[119.122]

Mikrotubuli sind eine weitere Hauptkomponente des
Zytoskeletts. Die mechanischen FEigenschaften einzelner
Mikrotubuli wurden durch laterale Auslenkung mit einer
AFM-Spitze getestet, die jedoch die Mikrotubuliwidnde er-
heblich beschidigen kann."*'*1 Welche Kompressionskrifte
von den Mikrotubuli des Zytoskeletts ausgehalten werden,
wurden auch in vitro untersucht.'® Dabei zeigte sich, dass
die maximale Belastung fiir Mikrotubuli unter physiologi-
schen Bedingungen in der Zelle hoher ist, weil sie mechanisch
mit dem umgebenden Zytoskelett gekoppelt sind.

Die Fehlfaltung mancher Polypeptide kann zur Bildung
von f-Strangstrukturen fithren, die zunichst zu langen Fi-
brillen und dann zu groBeren Plaques aggregieren.!'™! Solche
Plaques sind fiir einige Krankheiten typisch, so auch fiir
Amyloid-Erkrankungen wie Alzheimer, Typ-1I-Diabetes und
BSE. Besonders bilden viele globuldre Proteine Amyloidfi-
brillen, wenn sie partiell denaturiert sind, z.B. -Lactoglo-
bulin (B-Lg),"* a-Lactalbumin,™”, Rinderserumalbumin
(BSA)!'®! yund Lysozym.'”! B-Lg bildet beim Erhitzen bei
pH 2 und bei niedriger Ionenstdrke feinstrangige, transpa-
rente Gele. Bei diesem pH-Wert tragt 3-Lg eine positive
Oberflachenladung, und die Monomere unterliegen einer
elektrostatischen Abstoung; dadurch entstehen transparen-
te Gele mit einer relativ offenen Netzwerkstruktur aus
Amyloidfasern.'”! Auch das Milchprotein o-Lactalbumin
bildet bei niedrigem pH-Wert Amyloidfasern. Die Um-
wandlung des Proteins in eine im Wesentlichen ungefaltete
und hoch flexible Konformation ist fiir die Bildung der Fi-
brillen erforderlich."” BSA kann bei erhchter Temperatur
fibrillaire Gele bilden. Der Gelierungsprozess wird durch die
Entfaltung des BSA-Monomers beim Erhitzen ausgelost. Die
BSA-Fibrillen lagern sich dann spontan zu Amyloidfasern
zusammen, deren Dicke von der Konzentration der Losung
abhingt.'”®! Aus Lysozym lassen sich Amyloidfibrillen er-
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zeugen, indem man das Protein bei pH2 auflost und die
Probe eine geraume Zeit erhitzt. Die so erhaltenen Fibrillen
bestehen aus Proteinfilamenten, die sich entlang der Fibril-
lenachse wickeln.['*”)

Die zahlreichen Versuche zur Herstellung von Nano-
strukturen, darunter auch Nanofibrillen aus Blockcopolyme-
ren, die Peptidsequenzen enthalten, wurden in verschiedenen
Aufsitzen zusammengetragen.[213 31 Die Fibrillen entste-
hen durch die Bildung intermolekularer Wasserstoffbriicken
in B-Faltblatt-Strukturen. Durch Konjugation von Peptiden
mit (-Faltblatt-Konformation an PEG lasst sich die Loslich-
keit verbessern, was interessant fiir die klinische Anwendung
von Peptidtherapeutika ist, da auf diese Weise ein Peptid-
wirkstoff mit PEG sterisch stabilisiert werden kann. Wie un-
langst fiir Hybrid-Blockcopolymere mit kurzen, de novo er-
zeugten Peptidsequenzen nachgewiesen wurde,**1% erhoht
PEG die Bestindigkeit der Sekundirstruktur gegen Ande-
rungen von Konzentration, pH-Wert und Temperatur.

Blockcopolymere, in denen ein Block ein a-helicales
Peptid ist, konnen zu Knéuelstrukturen aggregieren, wenn ein
geeignetes Heptapeptid in die Polypeptidkette eingebaut
wird."®* 1% Der eindimensionale Selbstorganisationsprozess
kann durch den amorphen Block (z.B. PEG) verhindert
werden, sodass die Assoziation begrenzte Aggregate wie
Dimere oder Tetramere ergibt (Abbildung 14). Der Einbau

Abbildung 14. Modell fiir die Selbstorganisation von PEG-b-Peptid-Di-
blockpolymeren mit der Heptapeptidsequenz LAETEAK.[*184

von PEG-Ketten in Hybrid-Diblockpolymere erhohte die
Stabilitdt von Kné&uelstrukturen gegen Denaturierung er-
heblich, was der Bildung einer hydrophilen Schutzhiille aus
PEG um das hydrophobe Innere zugeschrieben wurde.
Peptide mit Schalterfunktion enthalten eine Aminoséu-
resequenz, deren Konformation bei einer pH-Anderung aus
der B-Faltblatt- in eine a-Helix-Struktur wechselt."*”! Wiih-
rend man die Bildung von Fibrillen bei -Faltblatt-Peptiden
allgemein erwartete, tiberraschte die Fibrillenbildung von a-
Helices in Schalterpeptid-Homopolymeren und verwandten
PEG-Peptid-Diblockpolymeren bei niedrigem pH-Wert.['*?
Die a-Helix-Knduel haben hydrophile und hydrophobe
Oberflachen und konnen in Losung durch eine eindimensio-
nale Selbstorganisation einzelne Fibrillen bilden, die zu di-
ckeren Fibrillen aggregieren, wenn die Losung eintrocknet
(z.B. um Préparate fiir TEM herzustellen, Abbildung 15).
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Abbildung 15. Zwei Modelle fiir die Fibrillenbildung durch a-Helices
mit unterschiedlichen Seiten."*”! Das linke Modell wird bevorzugt, weil
die gemessene Breite der Biander in Lésung der Liange der a-helicalen
Peptidketten entspricht.

2.7. Zelladhdsion und Krdfte zwischen Biomolekiilen

Die Zellwand besteht aus Lipid-Protein-Doppelschich-
ten, die an ein mehrere hundert Nanometer dickes Netzwerk
gebunden ist. Dieses Netzwerk wird aus dem Protein Spektrin
durch Vernetzen mit Actin aufgebaut. Durch die Entwicklung
kiinstlicher verankerter Membranen*'* lieBe sich der
Einfluss des festen Substrats umgehen.

Trotz ihrer komplexen Zusammensetzung verhalten sich
Zellwinde wie elastische Hiillen mit linearen viskoelastischen
Eigenschaften.'*!l Die Biegemoduln betragen ungefihr
1000k 7, und die Hiille zeigt deutliche Fluktuationen mit
Amplituden um 100 nm (,,flickering*). Diese Brownsche
Bewegung verhindert die Adhésion, wie mit Interferenz-
Kontrastmikroskopie fiir die Zellwdnde weifler Blutkdrper-
chen auf Glas nachgewiesen wurde.'"!! Die Analyse der
quadratisch gemittelten Fluktuationsamplituden ermdoglicht
die Berechnung des Biegemoduls. Aus x und dem Teil der
Zelloberfliache, der in Kontakt ist, ldsst sich die Adhisions-
energie abschétzen.

Eine Reihe von Methoden liefert Informationen iiber die
Bindungsstirke zwischen Biomolekiilen,'* was unter ande-
rem wichtig fiir die Zelladhésion ist, und die Stirke von
Bindungen innerhalb von Molekiilen, was fiir Faltung und
Denaturierung von Proteinen relevant ist. Bei einem kom-
plexen Biomolekiil werden unter Spannung in Abhéngigkeit
von der wirkenden Kraft zahlreiche Bindungen gebrochen.
Mit Rasterkraftmikroskopie ldsst sich die durchschnittliche
Kraft als Funktion der Ausdehnung eines Molekiils bestim-
men, das zwischen Oberfliche und Mikroskopspitze fixiert
ist.l'>1%] Da schwer zu entscheiden ist, ob nur ein einzelnes
Molekiil angeheftet ist, kann die Analyse der Kraft-Ab-
stands-Profile kompliziert werden. Mit optischen Pinzetten
kann man Krifte an (Bio-)Molekiil-beschichteten Kiigelchen
messen, die in einem eng fokussierten Laserstrahl gefangen
sind.'! SchlieBlich haben Evans und Mitarbeiter eine Tech-
nik entwickelt, um die Kraft aus der axialen Ablenkung zu
bestimmen, wenn ein beschichtetes Glaskiigelchen in Rich-
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tung einer Zielzelle (oder eines mit Biomolekiilen beschich-
teten Kiigelchens) bewegt wird (biomembrane force probe,
BFP).*>146.147 Fin rotes Blutkorperchen wirkt als linearer
Kraftiibertrager mit einer definierten Federkonstante. Das
Auslenken des Glaskiigelchens, das (mit Biotin-Streptavidin)
an die Blutzelle fixiert ist, ermdglicht es, mit einem piezoge-
steuerten Motor die Kraft zu bestimmen, mit der die BFP-
Spitze gezogen oder geschoben wird, wenn das Zielobjekt auf
den Kontakt zu- oder von ihm wegbewegt wird.!*1#l Die
BFP-Technik fithrte auch zur dynamischen Kraftspektrosko-
pie, durch die die Kréfte fiir einen Bindungsbruch als Funk-
tion der Beladung gemessen werden konnen. Der Bruch der
schwachen Bindungen in Biomolekiilen kann als Uberwin-
dung einer Kaskade von Aktivierungsbarrieren beschrieben
werden.™! Wann sich Bindungsbriiche ereignen, wenn eine
stetig wachsende Kraft angelegt wird, dariiber entscheidet
zumeist die Beladungsrate. Die Uberwindung der Aktivie-
rungsbarriere ist in erster Ndherung mit einer Kramers-
Gleichung zu beschreiben. #2143

2.8. Blut — eine Fliissigkeit mit komplexen
Strémungseigenschaften

Blut ist eine konzentrierte Suspension aus einzelnen
Partikeln, die unter anderem rote und weile Blutkorperchen
und Blutpléttchen enthilt. Die Erythrocyten — flexible, bi-
konkave Scheiben —nehmen etwa 45 % des Blutvolumens ein.
Zirkulierende Leukocyten sind anndhernd kugelférmig und
1000mal seltener als Erythrocyten. Die scheibenformigen
Blutpliattchen machen etwa 1/800 des gesamten Zellvolumens
aus. Alle diese Zellen sind im Plasma suspendiert, weshalb
Blut allgemein als Zweiphasensuspension klassifiziert wird.

Da Blut sich stidndig im Fluss befindet, haben sich viele
Arbeiten mit der Rheologie des Blutes (Himorheologie) und
der Verformung der Erythrocyten befasst. Die FlieBeigen-
schaften des Blutes sind in vielerlei Hinsicht mit denjenigen
von Kolloidsuspensionen oder Polymerlosungen vergleich-
bar."**13 Bej starker Stromung werden die Blutzellen au-
Berdem auf dhnliche Art verformt wie Vesikel unter Flie$3-
bedingungen.'!!

Plasma ist eine wéssrige Losung mit dem FlieBverhalten
einer Newtonschen Losung. Dagegen verhélt sich Blut,
obwohl Plasma ein Hauptbestandteil ist, als nicht-Newton-
sche Fliissigkeit. Darin zeigt sich, dass Blut ein Zweiphasen-
system ist. Als weitere Ursache sind Wechselwirkungen zwi-
schen den Blutzellen zu nennen, die vor allem unter den
Bedingungen der Mikrozirkulation — wenn Gefd3weite und
Zelldurchmesser vergleichbar werden —ins Gewicht fallen.['?

Viele theoretische Studien haben sich mit der Vorhersage
der FlieBeigenschaften von Blut fiir bestimmte Gefdf3geo-
metrien und Blutzusammensetzungen befasst. So wurden die
Wechselwirkungen zwischen weilen und roten Blutkorper-
chen in den Kapillaren mit einem Lattice-Boltzmann-Modell
simuliert, um die Grofenordnung der Kréfte bei diesen
Wechselwirkungen abzuschitzen.'”* Das Lattice-Boltz-
mann-Modell wurde auch verwendet, um den Fluss konzen-
trierter Erythrocyten-Suspensionen in Blutgefdf3en zu analy-
sieren.' Der FlieBwiderstand wurde fiir verschiedene Ery-
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throcyten und GefaBradien berechnet. Auerdem wurden
Leukozyten in dem Modell einbezogen, sodass die Zunahme
des Widerstandes durch das Rollen und die Adhésion der
Zellen ebenfalls modelliert werden konnte.['!

Drei mechanische Eigenschaften der Erythrocyten wirken
sich besonders auf den Blutfluss aus: Sie konnen unter
FlieBbedingungen beschidigt werden (Hamolyse), sie konnen
reversibel aggregieren, und sie konnen sehr stark verformt
werden (Abbildung 16).

Abbildung 16. Erythrocyten nehmen beim Passieren einer Glaskapillare
die Fallschirmform an.'

Experimentelle Untersuchungen belegten die Bedeutung
von turbulenten Stromungen fiir die mechanische Zerstérung
von Blutzellen; die Ergebnisse wurden durch fliissigkeits-
dynamische Computersimulationen bestitigt.!'*!

Die reversible Aggregation von Erythrocyten trigt stark
zur scheinbaren Viskositét bei, denn die Grée der Erythro-
cytenaggregate ist umgekehrt proportional zur Stdrke der
Scherkrifte; die Aggregate werden mit steigenden Scher-
kréften dispergiert und bilden sich bei langsamem Fluss oder
Stillstand zuriick. Die Aggregation der Erythrocyten senkt
auch die Fluiditét von Blut in vivo, vor allem in Regionen des
Blutkreislaufs, in denen geringe Scherkrifte wirken.!'*”

Die starke Deformierbarkeit der Erythrocyten — ihre
Fihigkeit, als Reaktion auf eine verformende Kraft die Form
zu verindern™® — ist ein entscheidender Vorteil fiir den
Blutfluss und Sauerstofftransport in der Mikrozirkulation.!'
Unter normalen physiologischen Bedingungen haben Ery-
throcyten die Form einer bikonkaven Scheibe von ca. 8§ um
Durchmesser."® Gut bekannt ist ihre Forminderung hin zu
einer bikonkaven fallschirmdhnlichen Gestalt, beim Passie-
ren von Kanilen, die einen vergleichbaren oder etwas ge-
ringeren Durchmesser haben als die Blutzellen (Abbil-
dung 16).1%1¢7184 Die Fallschirmform spielt eine wichtige

Angew. Chem. 2007, 119, 4524 — 4538


http://www.angewandte.de

Biologische weiche Materialien

Rolle fiir die Dynamik der Erythrocyten in Mikrokapillaren.
Der Einfluss dieser Form auf die Elastizitit des Zytoskeletts
wurde mithilfe einer dreidimensionalen mesoskopischen Si-
mulation untersucht.['”

Die Verformung von Erythrocyten und Vesikeln unter
den Bedingungen der Mikrozirkulation wurde mit Theorien
iiber Gleitfilme!'™!* und Randintegralverfahren (boundary
integral methods) untersucht.'®:!! Der Einfluss der ur-
spriinglichen Form auf die Dynamik der Fallschirmform
wurde theoretisch erforscht.'”) In diesen Rechnungen wurde
von Erythrocyten mit einer konvexen elliptischen Vorderseite
und einer exzentrischen elliptischen Einbuchtung an der
Riickseite ausgegangen (die experimentell beobachtete Pan-
toffelform),'*"1%) aber auch die Annahme einer nicht ach-
sensymmetrischen Ausgangsform beeinflusste die Dynamik
der Fallschirmform nicht merklich.*”) Die Verformung elas-
tischer Kapseln aus bikonkaven Scheiben mit koaxialer oder
nichtkoaxialer Orientierung beim Fluss durch Kapillaren
wurde mit Randintegralverfahren berechnet.'®! Es zeigte
sich, dass derartige bikonkave Scheiben fallschirm- oder
pantoffelihnliche Formen einnehmen.*

Uber diese theoretischen Untersuchungen hinaus liegen
experimentelle Studien zur Erythrocytenverformung in un-
terschiedlichen FlussgefiBen vor, z.B. im Rheoskop,['*!7! in
einer Mikropipette,'"1?! einer Glaskapillare'®®! oder in Po-
lycarbonatsieben.'™ Die Ergebnisse dieser Versuche konnen
jedoch vom Filtermaterial oder durch die Erythrocytenag-
gregation beeinflusst werden. Als Alternative zur Untersu-
chung der Erythrocytenverformung und zur Charakterisie-
rung der Himorheologie wurden Kapillarmodelle entwickelt,
die auf Mikrokanilen beruhen. Mikrovaskulédre Fluss-Syste-
me wurden hergestellt, indem Glasplatten mit Abbildern des
Gefifmusters gedtzt wurden,'’¥ indem Mikrokanile auf
einem Siliciumsubstrat gebildet wurden!” ! oder indem
transparente Mikrokanal-Kapillaren als Modelle hergestellt
wurden.™ Mit der zuletzt genannten Methode konnte die
Verformung von Erythrocyten zur Fallschirmform beobachtet
werden, dhnlich wie dies in vivo mit einer Hochgeschwin-
digkeitsvideokamera moglich ist.!™)

3. Schlussfolgerungen

Die Anwendung von Konzepten der Physik und Chemie
weicher Materie auf die Selbstorganisation von Biomateria-
lien hat zu neuen FEinsichten gefiihrt. Wir haben Beispiele
diskutiert, bei denen die Proteinkristallisation, die Knospung
und der Vesikeltransport in der Zelle und die Fibrillenbildung
durch Proteine mit den Prinzipien der Selbstorganisation
kolloidaler Suspensionen, mit Modellen der Membranver-
formung oder Modellen fiir eine eindimensionale Selbstor-
ganisation verkniipft wurden. Wir haben auch die DNA-
Kondensation diskutiert und Blut als komplexe Fliissigkeit
betrachtet, die Zellen enthilt, die im Fluss wie Vesikeln ihre
Form 4ndern, und beziiglich der rheologischen Eigenschaften
kolloidalen Suspensionen oder Polymerlosungen gleicht.

Dynamische und kinetische Aspekte der Selbstorganisa-
tion haben wir kaum angesprochen. Wir haben uns auch nicht
mit der Struktur weicher Materialien pflanzlicher Herkunft
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befasst (z.B. Pflanzenzellen, Cellulose oder Polysaccharide).
Es sind auBerdem noch wichtige Fragen zum Entwurf von
weicher Materie mit komplexem hierarchischem Aufbau und
eingebauten Funktionen offen: Als Beispiele seien hier mit
DNA, Proteinen oder Polyelektrolyten funktionalisierte
Membranen/Vesikel, Vesikel mit inneren Kompartimenten
oder Polyelektrolytkomplexe mit inneren Strukturen ange-
fihrt.

Kiinftige Arbeiten werden sich ohne Zweifel auf die
Schnittstelle zwischen synthetischem und biologischem Ma-
terial konzentrieren, z. B. in Wachstumsmedien fiir Zellen, in
stiitzenden Geriisten fiir Gewebe oder in DNA-Kondensaten.
Die grofSten Herausforderungen liegen in der Anwendung
solcher Materialien in neuen Therapien, um die Bildung von
Amyloidfibrillen zu verhindern, Genfreisetzungssysteme zu
verbessern und den Vesikeltransport sowie andere Transport-
und Signaltransduktionsprozesse innerhalb und zwischen
Zellen zu steuern.

Die Abbildungen der B-DNA und des menschlichen CO-Hi-
moglobins (Proteindatenbank Ref. 1IRD) auf dem Vortitelbild
stammen von Dr. A. Brogden (Universitit Reading). Wir
danken unseren Kooperationspartnern auf dem Gebiet biolo-
gischer weicher Materialien, insbesondere Professor Harm-
Anton Klok (EPFL, Schweiz), fiir die gemeinsame Arbeit an
Peptid-Blockcopolymeren und fiir die Abbildungen 14 und 15.

Eingegangen am 25. September 2006

Ubersetzt von Dr. Burkard Neu8, Jiilich
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