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Amyloidfasern gehoren zu den wichtigsten selbstorganisierten
Strukturen in der Natur. Zahlreiche Proteine und Peptide mit unter-
schiedlichen Aminosduresequenzen bilden unter verschiedenen Be-
dingungen solche sehr stabilen und hochgradig organisierten Asso-
ziate, die man in Phasenzustinden von Fliissigkristallen bis hin zu
starren Nanorohren findet. Fiir diese supramolekularen Aggregate
sind weit mehr Anwendungen denkbar als fiir synthetische Polymere,
da ihre Bausteine biologische Funktionen und mechanische Eigen-

schaften in sich vereinen. Hier beschreiben wir die Strukturen supra-
molekularer Amyloidaggregate sowie die Anwendungen von natiir-
lichen oder kiinstlichen Sequenzen und deren Perspektiven.

1. Einleitung
1.1. Biophysikalische Eigenschaften

Die Bildung von Amyloidfibrillen stellt fiir viele Proteine
und Polypeptide eine energetisch giinstige Alternative zur
Bildung gefalteter Monomere dar. Die Proteine und Peptide
durchlaufen dabei meist eine Strukturumwandlung von der
nativen loslichen Monomerkonformation iiber eine native
ungefaltete Zwischenstufe!' zu faserformigen Aggregaten mit
tiberwiegend (-Faltblattstruktur. Grundsitzlich sind Amy-
loidfasern Biindel hoch geordneter Filamente aus leiterédhn-
lich angeordneten B-Striangen; diese verlaufen senkrecht zur
Faserachse und werden durch Wasserstoffbriicken zusam-
mengehalten®? (Abbildung 1). Amyloidfasern sind elektro-
nenmikroskopisch an ihrer typischen Morphologie mit etwa
7-10 nm Durchmesser und Lingen bis zu einigen Mikrome-
tern erkennbar.! Im Querschnitt erscheinen Amyloide als
Hohlzylinder oder Bénder. Bei physikalischen Messungen
erwiesen sie sich als dhnlich stark wie Stahl und dhnlich steif
wie Seidel! (Tabelle 1).
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Typische Amyloidfasern bestehen
aus mindestens zwei verdrillten Pro-
tofilament-Untereinheiten. Diese
nehmen im Allgemeinen eine Cross-f3-
Faltblatt- oder eine p-Helixstruktur
ein, deren innere Architektur von dem
speziellen Protein und den Versuchsbedingungen abhingt.**
Protofibrillen aus Protofilamenten, den kleinsten in vitro
gefundenen Fibrillen, tauchen in den frithen Stadien der

Aggregate mit
p-Faltblatt-
Riickgrat
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Abbildung 1. Amyloidfibrillen-Bildung: Ein nativ gefaltetes Monomer
durchliuft eine Konformationsinderung zu einem [3-Faltblatt-reichen
Zustand, meist tiber eine partiell ungefaltete Zwischenstufe. Die
Selbstorganisation dieser Zwischenstufen zu Leitern aus 3-Stringen
fihrt zu geordneten Filamenten, die sich zu den bekannten Amyloid-
fibrillen zusammenlagern.

nativer
Zustand

ungefaltete

Amyloidfasern
Zwischenzusténde

Tabelle 1: Vergleich zwischen den gemessenen mechanischen Eigen-
schaften von Amyloidfibrillen, Peptidnanoréhren und Spinnenseide.

Amyloid- Phe-Phe- Spinnen-

fibrillen®*% Nanorshren®  seide®
Steifigkeit [GPa] - 160x10-9 <30
Bruchfestigkeit [GPa] 0.6+0.4 - 0.9-1
Biegesteifigkeit [Pa] (9.1£1)x107%  — -
Schermodul [GPa] 0.28+0.2 - 238
Thermische Stabilitat [°C] >130 >150 230
Torsionssteifigkeit [Pa] (1.6£1.1)x107% — -
Elastizititsmodul [GPa] ~ 3.3+£0.4 ca. 19 11-13
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Amyloidbildung auf.*? In vivo entstehen Amyloide extra-
und intrazelluldr, ein Vorgang, der in vitro leicht reproduziert
werden kann.'”! AuBerdem ist die Aggregation zu Amyloid-
fasern nicht auf Peptide mit bestimmten Kettenldngen, Pri-
mar- oder Sekundirstrukturelementen beschrinkt, sodass die
Bildung (-Faltblatt-reicher Konformationen vermutlich
energetisch begiinstigt ist.[!1?

1.2. Die Rolle von Amyloiden bei Erkrankungen

Die Ablagerung von Amyloidfasern in verschiedenen
Geweben und Organen ist ein Kennzeichen fiir eine Reihe
von Erkrankungen,/** beispielsweise der Alzheimer- und der
Parkinson-Krankheit, Chorea Huntington, Typ-II-Diabetes
und Prionkrankheiten. Es ist inzwischen allgemein aner-
kannt, dass unlosliche Proteinablagerungen in Form von
Amyloiden in bestimmten Geweben und Organen mit den
jeweiligen Krankheiten korrelieren. Allerdings entdeckte
man erst in den vergangenen zehn Jahren, dass die prifibril-
laren Assoziate fiir den Zelltod in den infizierten Geweben
verantwortlich sein konnten."?? Diese toxischen Oligomere
haben ring-, tunnel- oder torusformige Strukturen. Ihre
Konformation und der Oligomerisierungsgrad werden aller-
dings, ebenso wie der exakte Mechanismus der Zellschidi-
gung, noch diskutiert.

1.3. Amyloide als selbstorganisierte Nanostrukturen

Der Bildungsmechanismus von Amyloidfibrillen ist zwar
noch nicht vollstandig verstanden, er dhnelt aber den Pro-
zessen der Kristallisation und Gelbildung (Abbildung 1).0'%!
Zunichst entstehen kleine Oligomere, die als Keime fiir die
Fibrillenbildung wirken.'"?! Die Amyloidfasern #hneln viel
mehr synthetischen Polymeren als globuldren Proteinen:
Viele amyloidbildende Sequenzen behalten ihre Neigung zur
Selbstorganisation auch, wenn Aminosduren ersetzt werden
oder die Sequenz verkiirzt, verldngert oder modifiziert wird.
Manchmal resultieren diese Eingriffe in einer veridnderten [3-
Faltblattstruktur oder Fasermorphologie.”*?!

In vielen Studien wurde versucht, die Sequenzen der
amyloidbildenden Motive aufzukldren, um Einblicke in den
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Selbstorganisationsmechanismus und die wesentlichen Fi-
genschaften der Amyloide zu gewinnen.”*?”! Daher kann man
inzwischen Nanostrukturen nach dem Vorbild natiirlicher
Amyloid-Erkennungsmotive fiir verschiedene Anwendungen
de novo entwickeln. Die Stabilitdt von Amyloidstrukturen
beruht im Allgemeinen auf nichtkovalenten Bindungen — vor
allem Wasserstoffbriicken, hydrophoben Wechselwirkungen
und nt-rt-Stapelwechselwirkungen —, die sowohl zwischen den
Seitenketten als auch innerhalb des Peptidriickgrats gebildet
werden. Die Bedeutung hydrophober Wechselwirkungen bei
der Bildung der Amyloidfibrillen ist ziemlich offensichtlich,
da vorrangig ein intermolekularer Prozess zu den unloslichen
Proteinaggregaten fiihrt. Die geordnete Ultrastruktur der
Amyloide weist jedoch darauf hin, dass nicht etwa unspezi-
fische hydrophobe Wechselwirkungen, sondern spezifische
Muster molekularer Wechselwirkungen die entscheidende
Rolle bei der Aggregation spielen. Das gehdufte Auftreten
aromatischer Reste in kurzen amyloiddhnlichen Peptiden
deutet an, dass m-Stapelwechselwirkungen die Selbstorgani-
sation zu Amyloidfibrillen beschleunigen.®* Wahrschein-
lich entstehen durch diese Stapelwechselwirkungen geome-
trische Einschriankungen, die die wachsenden Fibrillen aus-
richten. Dazu kommt der Energiegewinn durch die Stapel-
wechselwirkungen. So konnten Kim und Hecht®™ nachwei-
sen, dass die Substitution der Phenylalaninreste im C-
Terminus von Af(1-42) durch hydrophobe Reste die Ag-
gregation etwas verlangsamt. Umgekehrt zeigte eine Mutante
mit vier Phenylalaninresten im gleichen Sequenzabschnitt
eine schnellere Amyloidbildung. Mithilfe von hochauflosen-
den Festkorper-NMR-spektroskopischen und Rontgenstruk-
tur-Analysen der Amyloidfasern lie3 sich der Beitrag aro-
matischer Aminosiuren bei der Fibrillenbildung zeigen "%
Die Befunde sprechen fiir eine Stapelung der aromatischen
Ringe benachbarter B-Faltblatt-Bereiche. Ein entscheidender
Hinweis auf die Beteiligung solcher Wechselwirkungen bei
der Fibrillenbildung ist die spontane Selbstorganisation des
Phenylalanin-Dipeptids, eines wichtigen Strukturmotivs des

AB-Peptids (Phe 19-Phe 20), zu langen und starren Nanoroh-
ren. 3

Die Bedeutung von Wasserstoffbriicken ldsst sich am
besten anhand der Fahigkeit glutamin- und asparaginreicher
Proteine zur Amyloidbildung zeigen. Ausgedehnte Glutamin-
(oder

Asparagin-)Wiederholungssequenzen wurden mit
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Amyloiderkrankungen wie Chorea Huntington und spinoce-
rebraler Ataxie sowie mit der Aggregation von Hefeprotei-
nen in Prionen (z. B. Sup35 und Ure2) in Verbindung ge-
bracht. Vermutlich wirken diese Glutaminbereiche als polare
»Reifverschliisse”, die die Molekiile wahrend der Bildung
von Amyloidfibrillen aneinanderbinden.B Interessanterwei-
se sind die Rontgenbeugungsmuster von Fasern des Poly-
glutaminpeptids D,Q,sK, und des Exon-1-Peptids von Hun-
tingtin, das 51 Glutaminwiederholungen enthélt, identisch;
wahrscheinlich bilden die Wasserstoffbriicken-,,Rei3ver-
schliisse* eine dicht gepackte, starre B-Faltblattstruktur.”!
AuBlerdem vermuteten Perutz et al., dass polyglutamin- oder
glutamin-/asparaginreiche Peptide eher wassergefiillte 3-he-
licale Nanorohren als Cross-B-Strukturen einnehmen ¥ Si-
korski und Atkins®” stellten diesem Modell die Vermutung
entgegen, dass die D,Q;;K,-Molekiile stabile p-Faltblattbe-
reiche mit Haarnadelkonformation bilden, die sich senkrecht
zu den Wasserstoffbriicken anordnen. Sharma et al.®! pos-
tulierten, dass Glutamin-Homopolymere bevorzugt antipar-
allele Plattenstrukturen bilden, wobei die Zahl der Umkeh-
rungen von der Linge der Polyglutamin-Sequenz abhéngt.

Zahlreiche amyloidbildende Motive sind durch ihre
Selbstorganisationseigenschaften und ihre Polymorphie
(,,Plastizitit“, siche z.B. Lit. [8,9,40]) als natiirliche Baustei-
ne fiir die Entwicklung von Nanostrukturen und -materialien
interessant. In einer aktuellen Ubersicht weisen Wetzel
et al.*" ausdriicklich auf die Parallelen zwischen Amyloiden
und synthetischen Polymeren und Kunststoffen hin. Die
wichtigsten Ahnlichkeiten sind: 1) Amyloid- und Polymer-
untereinheiten behalten ihre Fahigkeit zur Selbstorganisation
auch nach groBeren chemischen Modifizierungen; 2) beide
Formen haben #hnliche Isomorphien bei unterschiedlichen
Monomeren; 3) beide Monomere zeigen Polymorphien —
sowohl in der nativen als auch in der Polymerstruktur; 4) in
beiden Fillen sind die Untereinheiten im kondensierten Zu-
stand iiber nichtkovalente Wechselwirkungen verbunden;
5) beide konnen unter bestimmten Bedingungen als Gele und
Fliissigkristalle vorliegen. Der wichtigste Unterschied ist, dass
Amyloidproteine ungewohnlich spezifische und komplexe
Sequenzen aufweisen, die die Einfiihrung zusétzlicher Funk-
tionen wie katalytisch aktiver Zentren oder Bindungsstellen
ermoglicht, wihrend die Kupplung hochmolekularer funk-
tioneller Elemente an synthetische Monomere die Polymeri-
sation verhindern oder die Kristallinitdt im kondensierten
Zustand verringern kann. AuBlerdem verlduft die erneute
Selbstorganisation zu Amyloidstrukturen nach der Depoly-
merisation (z. B. durch Ultraschallbehandlung) spontan und
ohne erneute Zugabe von Katalysatoren wie bei syntheti-
schen Polymeren.

2. Amyloide als Bionanomaterialien
2.1. Natiirliche Amyloide

Im Amyloidzustand verfiigen viele Proteine iiber eine
aullergewOhnliche Stabilitdt, mechanische Stdrke und er-
hohte Widerstandsfahigkeit; ihre Schmelztemperaturen sind

hoch, und sie sind besténdiger gegen Natriumdodecylsulfat
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(SDS). Stark amyloidbildende Proteine und vor allem Pep-
tide sind auBlerdem zur schnellen Selbstorganisation fahig.
Vermutlich wegen dieser Eigenschaften nutzen verschiedene
Mikroorganismen die Sequenzmotive der Amyloidstrukturen
fiir extrazelluldre Biomaterialien mit wichtigen physiologi-
schen Funktionen. Die folgenden Beispiele demonstrieren,
wie vollig verschiedene Proteinsysteme, die in Bakterien,
Pilzen und Sdugern entwickelt wurden, im Verlauf der Evo-
lution zu Materialien gleicher Ultrastruktur konvergierten,
die nun verschiedene — manchmal aber auch identische —
Funktionen ausfiihren.

2.1.1. Amyloide und Biofilme

Finen ersten Hinweis auf die physiologische Funktion
natiirlicher Amyloide lieferte die Entdeckung der Curli-
Fimbrien (Abbildung2). Curli-Fimbrien sind die Protein-
komponente der extrazelluldiren Matrix, die die Biofilmbil-
dung bei vielen Enterobakterien erleichtert. Sie haben die

U E.-coli-Bakterium

S Curli-Fimbrien

® CsgA-Untereinheit
L CsgB-Untereinheit
& extrazellulare Matrix

Abbildung 2. Die amyloidale Curli-Komponente der bakteriellen extra-
zelluldren Matrix (schematisch): Die Bildung eines Bakterienfilms
(links) wird durch ein Geflecht aus Curli-Fasern erleichtert (Mitte).
CsgA, die groflen Curli-Untereinheiten, werden von den Bakterien
sezerniert und lagern sich extrazelluldr zu Amyloidfasern zusammen
(rechts). Grundsitzlich wird die Zusammenlagerung der Fasern von
einem ,Nucleatorprotein“ CgsB ausgelost, das in der Bakterienmem-
bran verankert ist.

physikalischen und Férbeeigenschaften von eukaryotischen
Amyloiden.**! Die zentrale Amyloiddomine von Curli-
Proteinen umfasst fiinf wiederholte Einheiten aus je 19-23
Aminosduren, die vermutlich eine Strang-Schleife-Strang-
Konformation einnehmen und ein kompaktes Kniuel paral-
leler B-Helixstrukturen bilden.***! Jede Einheit enthilt
konservierte Glutamin-, Asparagin-, Serin- und aromatische
Reste, die vermutlich die p-Helixstruktur stabilisieren.[*>*!
Das wichtigste Curli-Protein, CsgA, 16st nach der Sekretion
durch das membrangebundene ,,Nucleatorprotein® CsgB den
extrazelluldren Selbstorganisationsprozess aus. Dadurch bil-
den die Curli-Fimbrien eine Schutzschicht auf der Oberfldche
von Bakterien, verleihen diesen biotische oder abiotische
Oberfldchenadhidsions- oder Invasionsfihigkeiten, Resistenz
gegen antimikrobielle Substanzen sowie pathogene Eigen-
schaften.*”*! AuBerdem sind Curli-Fimbrien resistent gegen
Proteaseverdau, Harnstoff, Erhitzen und Behandlung mit 1 %
SDS.®! Es wurde auch nachgewiesen, dass die Bildung der
Curli-Fimbrien entscheidend fiir den Aufbau des Biofilms
ist.l?%
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Curli-Fimbrien sind ein faszinierendes Biomaterial. Ab-
gesehen von der Schutzfunktion fiir Bakterien konnen sie
eine Reihe weiterer Aufgaben erfiillen, die sich aus der
Aminosduresequenz ergeben. Dazu gehoren die Bindung an
abiotische und biotische Oberfldchen, die Zellinternalisie-
rung und die gerichtete Assoziation ausgehend von einem
spezifischen Nucleatorprotein. Solche Eigenschaften konnen
fiir nanotechnologische Anwendungen interessant sein.

2.1.2. Amyloide und Hyphen

Eine Klasse funktioneller amyloidbildender Proteine
wurde auf der Oberfldche von Fadenpilzen (Hyphomyceten)
und Bakterien identifiziert: Hydrophobine der Klasse I bei
Pilzen und Chapline bei Gram-positiven Streptomyceten.*
Obwohl keine evolutiondre Verwandtschaftsbeziehung be-
steht, haben diese Proteine die gleiche Funktion — sie unter-
stiitzen sich verzweigende Hyphen (die Fdden, aus denen der
Korper oder das Mycel eines Pilzes besteht und die sich ge-
wohnlich zu Fruchtkorpern weiterentwickeln) beim Uber-
winden der Hydrophob-hydrophil-Grenzfliche zwischen
Wasser und Luft. Die ca. 100 bzw. 50 Aminosédurereste langen
Proteine werden an der Luft-Wasser-Grenzfliche sezerniert
und bilden dort eine amphipathische Membranmono-
schicht.”*2 Als Folge wird die Oberflichenspannung des
Wassers spiirbar verringert, und die Hyphen konnen in die
Luft vordringen. Die Oberfliche der Sporen ist mit einer
dhnlichen amphipathischen Schicht bedeckt, sodass diese
leichter durch den Wind verbreitet werden konnen®™! und
besser an abiotischen und biotischen Oberflichen haften.'>?
Hydrophobine lagern sich an Ol-Wasser-Grenzflichen oder
festen Oberflichen (wie Teflon) an und verdndern so deren
physikalische Eigenschaften. Auflerdem sind die Fasern re-
sistent gegen eine Behandlung mit 2% SDS, Erhitzen und
Proteolyse.!

Die Aminosdurezusammensetzung verschiedener Hy-
drophobine unterscheidet sich betrichtlich: Nur acht kon-
servierte Cysteinreste, die eine schachtféormig gefaltete [3-
Fass-Struktur stabilisieren, bleiben unverindert.* Anders als
Hydrophobine polymerisieren Chapline in wéssrigen Losun-
gen in Gegenwart von Amyloidkeimen, ohne dass es einer
Hydrophob-hydrophil-Grenzfliche bedarf."!! Alle Chapline
enthalten eine hydrophobe Region und drei konservierte
Glycin-Asparagin-Wiederholungen %!

Hydrophobine und Chapline sind aussichtsreich fiir bio-
technologische Anwendungen. Als amphipathische Molekiile
eignen sie sich sehr gut fiir die Beschichtung fester und fliis-
siger Oberflichen und zur Verénderung der physikalischen
Eigenschaften der Oberfliche (hydrophil/hydrophob). Au-
Berdem lassen sich die Oberfldchen so biovertrédglich modi-
fizieren und mit einem selbstorganisierten Gertist fiir Zell-
kultur und Gewebezucht versehen. Die grofe Variations-
breite natiirlicher Hydrophobine bietet ein reiches Angebot
an Biomaterialien mit spezifischen Eigenschaften.

2.1.3. Amyloide und Melaninbiosynthese

Melaninpigmente werden in den Melanosomen von Séu-
ger-Melanocyten und den Epithelzellen der Retina syntheti-
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siert und gespeichert. Melanin entsteht durch die Polymeri-
sation von reaktiven Indolchinonen, die aus Tyrosin erzeugt
werden. Die Reifung von Melanosomen erfordert die Syn-
these des Transmembranglycoproteins Pme117. Nach seiner
Abspaltung lagert sich das dem Lumen zugewandte Fragment
von Pme117 (ca. 80 kDa) schnell zu Amyloidfasern innerhalb
des Melanosoms zusammen.”*¥ Diese Fibrillenbildung von
Pme117 beschleunigt die Biosynthese von Melanin, da die
Fibrillen als Matrize fiir die Polymerisation der reaktiven
Melaninvorstufen dienen.””* Interessanterweise sind auch
die Amyloidstrukturen anderer Proteine in der Lage, die
Melaninpolymerisation in vitro zu beschleunigen; dies ldsst
darauf schlieBen, dass die Funktion des Pmel17-Geriists in
der Ultrastruktur selbst codiert ist, moglicherweise, indem sie
die effektive Indolchinon-Konzentration erhoht und die
Verbindungen entlang der Faser orientiert.”*>! Die Polyme-
risation von rekombinantem Pmel17, diec um vier GroBen-
ordnungen schneller ablauft als bei AP oder a-Synuclein,
wurde wihrend der Evolution moglicherweise optimiert, um
die Bildung toxischer Intermediate zu vermeiden.®®

Pmell7-Fasern haben mehrere besondere Vorteile in
Hinblick auf die Herstellung neuer Bionanomaterialien:
1) Die Molekiile bleiben in Losung, bis ein externer Ausloser
(eine Protease) den Aggregationsvorgang startet; 2) die Po-
lymerisation verlduft hoch effizient; 3) die Funktion wird erst
nach der Polymerisation ausgeiibt. Aufgrund dieser bemer-
kenswerten Eigenschaften konnte Pmel17 fiir verschiedene
technische Anwendungen als Geriist dienen.

2.1.4. Amyloide und Eihiillen

Amyloidfasern kommen als Schutzmaterial in den Ei-
hiillen von Insekten und Fischen vor."®! Die Hiille schiitzt
die Eier vor Temperaturdnderungen, mechanischem Druck,
Proteasen, dem Eindringen von Bakterien und Viren und vor
Dehydration. Hauptbestandteil der Eihiille ist Chorion, das
sezerniert wird und sich zur extrazelluldiren Chorionschicht
zusammenlagert. Den zahlreichen bekannten Chorionpro-
teinen ist offenbar eine konservierte zentrale amyloidbil-
dende Doméne aus ca. 50 Aminosiduren gemeinsam, die aus
repetitiven Hexapeptiden aus Glycin und hydrophoben
Aminosiuren (meist Valin) besteht.l. Vermutlich handelt
es sich bei diesem wiederkehrenden Tandem-Hexapeptid um
das amyloidbildende Motiv der Chorionproteine.[” Chorion
ist ein typisches Beispiel fiir die Kombination von Selbstor-
ganisation und Kapselbildung in einem Biopolymer. Die In-
tegration von Choriondoménen in Biopolymere kdnnte deren
physikalische Widerstandsfahigkeit erhohen.

2.2. Amyloide und Seide im Vergleich

Seide, eines der am meisten untersuchten Biomaterialien,
wird fiir viele Zwecke verwendet: von Textilwaren bis hin zu
medizinischen Anwendungen.” Die auBergewdhnlichen
mechanischen Eigenschaften von Spinnen- und Insektenseide
werden von synthetischen Fasern nicht erreicht (Tabelle 1).
Seidenproteine sind als hoch konzentrierte Losungen in den
Spinndriisen gespeichert und wandeln sich bei der Sekretion
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in Seide um. Jede Seidenart hat eine andere Aminosdurezu-
sammensetzung und weist mechanische Eigenschaften auf,
die an die jeweilige Funktion angepasst sind.™! Typisch fiir
Spinnenseidenproteine ist ein hochrepetitives Primirse-
quenzmotiv mit einem grofen Anteil an Glycin, Alanin und
Prolin. Die hydrophoben Stellen bilden wahrscheinlich (3-
Faltblattstrukturen und kristallahnliche Partikel, die die Faser
verstarken, wihrend die Glycinreste 3,,-Helices und f-
Schleifen bilden, die Elastizitidt verleihen; insgesamt erhalt
man eine fliissigkristalline Phase./**®! Interessanterweise hat
Spinnenseide einige Strukturmerkmale mit Amyloidfibrillen
gemeinsam:[*%! 1) Repetitive Primirsequenzen kommen oft
bei amyloidbildenden Proteinen vor; sie legen deren Struk-
turen fest, ohne spezifische Erkennungs- oder Katalyseei-
genschaften zu vermitteln; 2) ein (irreversibler) Ubergang
von einem teilweise (oder liberwiegend) nichtstrukturierten
Zustand in ein stabiles B-Faltblatt findet in beiden Féllen
statt; 3) der f-Faltblatt-reiche Zustand von Seide entspricht
demjenigen vieler anderer Amyloidfibrillen mit Durchmes-
sern von 10 nm; 4) rekombinante Spinnenseidenproteine or-
ganisieren sich in Loésung zu morphologisch &dhnlichen Fi-
brillenstrukturen, aber — wie bei amyloidbildenden Sequen-
zen — wurde unter bestimmten Bedingungen auch die Bildung
von Kiigelchen beobachtet; 5) Spinnenseidenfibrillen binden
Kongorot und ThT-Amyloid-spezifische Farbstoffe; 6) ein
Vergleich der Sekundérstrukturen von Spinnenseide und
Prionenfibrillen spricht fiir einen sehr dhnlichen B-Struktur-
gehalt; die Amyloidfibrillen enthalten aber nicht immer 3;y-
Helix- oder Zufallskniduel-Konformationen; 7) die Rontgen-
beugungsmuster von Spinnenseide und Amyloidfibrillen las-
sen ein vergleichbares Cross-pB-Muster erwarten, in dem die [3-
Faltblattelemente parallel zur Faserachse durch Wasserstoff-
briicken gebunden sind, aber die Packungsdichte zwischen
den Faltblattbereichen (5.3 A) ist deutlich groBer. Alles in
allem konnten Amyloide und Seidenfdden zu Unterklassen
mit einer gemeinsamen Grundstruktur gehoren.

Die beschriebenen Beispiele zeigen anschaulich, wie die
Natur die bemerkenswerten physikalischen Eigenschaften
der Amyloide fiir ihre Zwecke nutzt. Aktuelle technische
Anwendungen von Amyloidfibrillen schopfen nur einen
Bruchteil des groen Potenzial dieses Biomaterials aus.

3. Amyloide in den Materialwissenschaften

FEine Reihe technologischer Anwendungen soll mithilfe
von Amyloidfasern als Materialien erschlossen werden.
Amyloide sind aussichtsreiche Kandidaten fiir die Herstel-
lung molekularer Nanobiomaterialien (z. B. Dréhte, Schich-
ten, Gele, Gerliste, Matrizen und Fliissigkristalle) nach einer
,Bottom-up“-Strategie. Dies liegt an ihrer GroBe und der
effizienten Organisation zu einer definierten Ultrastruktur,
der einfachen Produktion und den niedrigen Kosten. Die
Bausteine lassen sich mit einfachen molekularbiologischen
Techniken in weiten Grenzen variieren.
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3.1. Amyloidproteine als funktionelle Matrizen

In verschiedenen Untersuchungen wurden Amyloide als
funktionelle Matrizen eingesetzt (Abbildung 3). Lindquist
et al.®”! gelang die Herstellung von leitfihigen Nanodrihten
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Abbildung 3. Amyloide als funktionelle Matrizen. a) Die Konjugation
funktioneller Proteine an amyloidbildende Motive kann zur Bildung
funktioneller Fasern fiihren, in denen die Aktivitit des konjugierten
Proteins erhalten bleibt. b) Die Modifikation der amyloidbildenden
Sequenz mit einer Bindestelle, die an der Oberfliche der gebildeten
Faser présentiert wird, kann diese mit neuen Funktionen ausstatten.
(Im Beispiel: Nach auflen gerichtete Cysteinreste binden Goldpartikel
und bilden so leitende Amyloidfibrillen.) c) Amyloidbildende Motive,
die Nanorshren bilden, kénnen als ,,Gussformen* fiir die Herstellung
von Drihten im Faserinneren dienen. Nach dem (proteolytischen) Ab-
bau der Faser bleibt ein Nanodraht zuriick, wihrend das Abscheiden
eines Metalls auf der aktivierten Oberfliche der Faser ein Nano-Koaxi-
alkabel ergibt.

mit Amyloidfibrillen als Matrizen (Abbildung3b). Das
amyloidbildende Protein NM Sup35 (die N-terminale und
mittlere Region des Hefeprions Sup35), das fiir seine che-
mische, thermische und Proteolysestabilitdt im fibrillaren
Zustand bekannt ist, wurde genetisch mit einem Cysteinrest
an der Oberfliache versehen. Nach der Amyloidbildung wur-
den kolloidale Goldpartikel iiber diese Cysteinreste hoch
spezifisch und kovalent an die Fibrillen gebunden und an-
schlieBend durch Metallisierung mit Silberionen verstérkt.
Die Leitfdahigkeit der beschichteten Fibrillen mit einem
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Durchmesser von 80-200 nm war mit derjenigen durchgin-
giger Drihte vergleichbar.

Perutz et al. hatten vermutet, dass Amyloide wasserge-
fiillte Nanorohren bilden,” die zur Herstellung von Nano-
drihten genutzt werden konnten (Abbildung 3¢). Lu et al.[*®
zeigten, dass das Heptapeptidfragment KLVFFAE des (-
Amyloid-Polypeptids sich unter bestimmten Bedingungen zu
solchen Rohrenstrukturen zusammenlagert. Nanorohren
konnen auch von einem kleineren Fragment des zentralen
Erkennungsmotivs des [3-Amyloids gebildet werden. Nano-
rohren aus Di(phenylalanin) (FF) wurden zuerst als Matrizen
fiir eine Metallbeschichtung verwendet.’¥ Indem man Sil-
berionen ins Lumen der Nanordhren diffundieren lie3 und
das Proteingeriist anschlieBend enzymatisch abbaute, erhielt
man Silberdrahte von 20 nm Durchmesser. In einer anderen
Studie wurden solche Dipeptid-Nanorohren eingesetzt, um
Platinnanopartikel zusammenzulagern.” Die Beschichtung
von silbergefiillten Peptidnanorohren mit Gold ergab ein
Nano-Koaxialkabel mit drei Schichten (Metall-Peptid-Me-
tall)." Vor kurzem wurden die FF-Nanorohren auch che-
misch mit Biotinresten konjugiert und fiir weitere Anwen-
dungen selektiv mit avidinmarkierten Molekiilen beladen.!

Amyloidfibrillen haben auch das Potenzial zur Biofunk-
tionalisierung (Abbildung 3a). Da Amyloidsequenzen che-
misch modifiziert werden konnen, lassen sich funktionelle
Proteine gut an amyloidbildende Sequenzen kuppeln, um
diese mit einer gewiinschten Funktion zu versehen. So ver-
kniipften Baxa et al.’” das bakterielle Barnase-Protein und
Enzyme wie Carboanhydrase und Glutathion-S-Transferase
mit dem C-Terminus der Ure2-Prionmonomere aus Hefe und
zeigten, dass sie ihre native Struktur auch nach der Amy-
loidbildung durch Ure2 behielten. Baldwin et al.™® kuppelten
ein funktionelles Cytochrom b effizient an eine Amyloidfi-
brille. Sie erhielten hochdichte Netze von Himmolekiilen auf
der Oberflache der Amyloidfibrillen. Mit diesen Systemen
versuchten sie, die natiirliche Elektroneniibertragung iiber
weite Strecken nachzuahmen.

3.2. Gele und Fliissigkristalle auf Amyloidbasis

Viele synthetische und natiirliche Polymere konnen Gele
und/oder Fliissigkristallphasen bilden. Fliissigkristallphasen
wurden auch bei amyloidbildenden Proteinen nachgewiesen
(Abbildung 4). Corrigan et al.l’!l zeigten, dass Hiihnerlyso-
zym, das bei niedrigem pH und erhohter Temperatur effizient
Amyloidfibrillen bildet, in Fliissigkristallphasen aus einem
Netzwerk von Lysozymfibrillen iibergehen kann. Das Gel
bestand aus einer groen Zahl von Fliissigkristalldoménen.
Diese bildeten eine glasige Fliissigkristallphase, weil sich die
zahlreichen Fibrillen nicht iiber eine groBe Entfernung par-
allel anordnen konnen. Insgesamt nahm die Bildung von
Flussigkristallphasen aus Hiihnerlysozym mit steigender
Konzentration, Linge und Ladung (pH-Abhingigkeit) der
Fibrillen zu, die Ionenstéirke hatte dagegen kaum einen Ein-
fluss. Aggeli et al.”™! charakterisierten die Geliereigenschaf-
ten des Lysp-21-Peptids (d. h. des Fragments 41-61, das die {3-
Domine des Hiihnerlysozyms umfasst). Sie fanden heraus,
dass man Lysf-21-Gele durch Anheben des pH-Werts in eine

Angew. Chem. 2008, 120, 4128 — 4136

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Abbildung 4. Ultrastruktur von Phasen, die von amyloidbildenden
Sequenzen gebildet werden kénnen: Das Schema zeigt die allgemeine
Anordnung von 6slichen Monomeren (oben links) und ausgerichteten
Fasern oder Fibrillen in méglichen Phasen. Beschriebene Phaseniiber-
ginge sind durch Pfeile angedeutet.

Newtonsche Fliissigkeit umwandeln kann. Sie versuchten
auBerdem, mithilfe des pH-Werts die Selbstorganisation (und
Auflosung) von Peptid-p-Faltblattbereichen zu Béndern, Fi-
brillen und Fasern auszul6sen,” und zeigten so die kontrol-
lierte Polymerisation von monomeren Peptiden, die von iso-
tropen Fliissigkeiten bis zu nematischen Gelphasen fiihrt.
Diese Eigenschaft lédsst sich nutzen, um selbstorganisierende
Polymere mit bestimmbaren mechanischen Eigenschaften
und diverse, nanostrukturierte und biokompatible Materiali-
en mit den Charakteristika harter und weicher Materie zu
entwerfen.

Vor einigen Jahren wurde auch Hydrogele aus sehr kurzen
Peptidkonjugat-Bausteinen beschrieben. Die Arbeitsgruppe
um Xu berichtete iiber die Polymerisation verschiedener 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Dipeptide und Naphtha-
lin(Nap)-Phe-Phe-Konjugate zu biokompatiblen Hydroge-
len.””7® Die Peptidkonjugate bauten Nanofasern auf, die sich
zu Hydrogelen mit einem Netz von m-n-Wechselwirkungen
und Wasserstoffbriicken zusammenlagerten. Auch das Fmoc-
Derivat des Diphenylalanin-Kernmotivs des f-Amyloids bil-
det ein starres Hydrogel aus einem Fasernetzwerk; die Fi-
brillen haben einen Durchmesser zwischen 10 und 100 nm.™
Dieses Hydrogel erwies sich iiber einen weiten Temperatur-
und pH-Bereich (auch unter extrem sauren Bedingungen)
sowie in Gegenwart von Harnstoff und Guanidiniumhydro-
chlorid als bemerkenswert stabil. Im Vergleich zu anderen
Peptidhydrogelen ist das Fmoc-Diphenylalanin-Hydrogel
auffillig stark und starr, sodass es sich fiir verschiedene An-
wendungen nutzen lassen sollte. Beispielsweise war die so
hergestellte feste biokompatible Masse ebenso zur Verkap-
selung und kontrollierten Freisetzung von Wirkstoffen ge-
eignet wie als Unterlage fiir Zellkulturen. Daneben wurden
auch die Gelierungseigenschaften einiger weiterer Fmoc-Di-
peptide aus Kombinationen von Glycin, Alanin, Leucin und
Phenylalanin untersucht.® Fast alle Fmoc-Dipeptide bilde-
ten spontan faserige Hydrogele, einige davon (darunter auch
Fmoc-Diphenylalanin) bei physiologischem pH-Wert. Die
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Aminosdurezusammensetzung bestimmte dabei die physika-
lischen Eigenschaften des Gels. Manche Gele unterstiitzten
dariiber hinaus ein zwei- und dreidimensionales Zellkultur-
wachstum.

3.3. De-novo-Entwicklung amphiphiler p-Faltblatt-reicher
Sequenzen

Der Einsatz gezielt entwickelter p-Faltblattpeptide mit
amyloiddhnlichen Eigenschaften eroffnet viele Moglichkei-
ten fiir die Biomaterialwissenschaften. Die Gesamtheit aller
Daten iiber den Einfluss der Aminosduren auf die Amyloid-
bildung von Proteinen ermoglicht es, amyloiddhnliche Se-
quenzen de novo zu entwerfen. Aus einem einfachen alter-
nierenden Muster von polaren und unpolaren Aminosdure-
resten entwickelten und isolierten Hecht et al.®'! Sequenzen
mit amphiphiler §-Struktur, die sich spontan zu amyloid4dhn-
lichen Fibrillen zusammenlagern. Sie wendeten diese Bio-
materialien in selbstorganisierten Monoschichten und fiir die
matrizengesteuerte Beschichtung an. Die Proteine organi-
sierten sich an der Luft-Wasser-Grenzfliche zu f-Faltblatt-
Monoschichten, und bei der Abscheidung auf der Oberfldache
von hochgeordnetem pyrolytischem Graphit bildeten sie Fa-
sern, die sich am Gitter der Graphitoberfliche ausrichteten.

In einer anderen Untersuchung wurden kurze amphiphile
B-Faltblattpeptide entworfen (7-17 Aminosiduren, abwech-
selnd mit hydrophilen und hydrophoben Resten), die sich
effizient an der Luft-Wasser-Grenzfldche zu einer kristallinen
zweidimensionalen B-Faltblattschicht anordnen.™ Als un-
polare Reste wurden hauptsichlich Phenylalaninreste einge-
setzt, und an den Enden sorgten Prolinreste dafiir, dass sich
keine lateralen Wasserstoffbriicken ausbilden konnten. Da-
durch waren regelmifige intermolekulare Wechselwirkungen
nur zwischen benachbarten B-Faltblattbiandern moglich. Als
Folge zeigte die so gebildete Schicht eine au3ergewohnliche
Elastizitit in einer Raumrichtung.®™ Eine der vielen An-
wendungsmoglichkeiten solcher nanometergroler Geriiste
wurde kiirzlich von Cavalli et al. anhand der Bildung einer
geordneten  [(-Faltblatt-Lipopeptidmonoschicht ~ demon-
striert,®™ die als Matrize fiir die Biomineralisation von Cal-
ciumcarbonat diente.[®!

Schneider et al.® entwickelten amphiphile Sequenzen
aus 20 Aminosdureresten, die sich in wissriger Losung zu 3-
Haarnadelschleifen falten und sich weiter in ein Fasernetz-
werk anordnen, sodass ein Hydrogel entsteht. Nach einer
leichten Modifizierung der Peptidprimérsequenzen konnte
der Prozess durch Anderungen von pH-Wert, Ionenstiarke
oder Temperatur sowie durch UV-Bestrahlung eingeleitet
und reversibel gesteuert werden.®”! Ein solches Design lisst
sich wahrscheinlich fiir die Herstellung vorhersagbar reagie-
render Materialien verwenden.

Zhang und Mitarbeiter entwarfen auch kiinstliche am-
phiphile Peptide aus Modulen mit abwechselnd polaren und
unpolaren Segmenten als Geriiste fiir Zellkulturen.® Die
Peptide, die chemisch fiir die verschiedenen Zwecke synthe-
tisiert worden waren, bilden in wéssriger Losung ca. 10 nm
dicke geordnete Fibrillen und dann ein poroses Hydrogel-
material mit extrem hohem Wassergehalt iiber 99%. Aus
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diesem Grund waren die Peptidgeriiste eine geeignete
Wachstumsunterlage fiir neue Zellen in dreidimensionaler
Zellkultur, kontrollierter Zelldifferenzierung, ,, Tissue-Engi-
neering“ und regenerativer Medizin.[***’

4. Zusammenfassung und Ausblick

Die biologische Bedeutung von Amyloiden wird in naher
Zukunft wahrscheinlich durch die Entdeckung weiterer na-
tiirlicher Amyloidstrukturen unterstrichen werden. Amy-
loidfibrillen haben dariiber hinaus auch zahlreiche Eigen-
schaften, die fiir die Konstruktion funktioneller Materialien
sehr vielversprechend sind.

FEines der Hauptziele der Nanomaterialforschung ist die
Entwicklung industriell produzierbarer Polymere, die tiber
vorteilhafte makroskopische Struktureigenschaften verfiigen
und dabei aus Nanopartikeln mit den gewiinschten Funktio-
nen bestehen. Protein- und Peptidamyloide erfiillen diese
Voraussetzungen auf einzigartige Weise. Sie konnen einer-
seits biologische Funktionen durch kovalente Verkniipfung
oder direkte Aufprdagung integrieren, und andererseits auch
verschiedenartige Strukturen einnehmen: angefangen von
isotropen Fliissigkeiten iiber Fliissigkristall- und Gelphasen
bis hin zu festen Geriiststrukturen.

In den kommenden Jahren werden sicherlich weitere
Anwendungen mit natiirlichen oder gezielt entworfenen
amyloidbildenden Biomolekiilen intensiv untersucht werden.
Dabei werden wohl vor allem die Bereiche Nanobiomedizin
und Nanoelektronik Pprofitieren: von ausgefeilten dreidi-
mensionalen Geriisten fiir ,, Tissue-Engineering” und Gewe-
beregeneration, von Matrices fiir den kontrollierte Wirk-
stofftransport, von Biosensoren und -schaltern, Mikroflui-
diksystemen, Beschichtungen von medizinischen oder analy-
tischen Durchflusselementen, biomimetischen katalytischen
Geriisten und der Selbstorganisation amyloidbasierter leit-
fahiger Nanodréhte.
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