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U nter Verwendung der zwanzig natiirlichen Aminosduren als

Angewandte

Aus dem Inhalt

Grundbausteine haben biologische Systeme wihrend der Jahrmillio-

nen unter evolutiondrem und umweltbedingtem Druck stabile und
leichte Peptid-basierte Materialien entwickelt. Diese Materialien

iibertreffen ihre synthetischen Gegenstiicke in mehrfacher Hinsicht:

1) Multifunktionalitit/Abstimmbarkeit, 2) Anpassungsfihigkeit/Reiz-

empfindlichkeit, 3) Synthese und Weiterverarbeitung bei Umge-

bungsbedingungen in wissrigem Medium und 4) Wiederverwertung
und biologische Abbaubarkeit. Diese besonderen Eigenschaften

konnen durch eine ,, Bottom-up “-Synthese und die hierarchische

Organisation auf verschiedenen Lingenskalen erreicht werden. Das
Arbeitsgebiet der ,, Biomimikry“ beschiiftigt sich damit, die Gestal-
tungsprinzipien natiirlicher Materialien und deren molekulare Bau-
steine aufzukliren und zu kopieren. Hier beschreiben wir, was bereits
tiber Struktur und molekulare Mechanismen natiirlicher polymerer

1. Einfiihrung in die Biomimikry ~ 9191
2. §-Schleife/Spirale 9192
3. f-Faltblatt-Fibrillen 9198
4. p-Faltblatt-Nanoverbundstoffe 9203
5. a-Helix-basierte Fasern 9206
6. PPlI-Helix-basierte Fasern 9209
7. Domdnen mit Tertidrstruktur 9212
8. Zusammenfassung und

Ausblick 9215

Materialien erforscht wurde, sowie den Fortschritt in Richtung syn-
thetischer ,, Nachbildungen dieser bemerkenswerten Systeme.

1. Einfiihrung in die Biomimikry

Biomimikry oder Biomimetik bezeichnet ,,das Studium
der Bildung, Struktur oder Funktion biologisch synthetisier-
ter Substanzen und Materialien (wie Enzyme oder Seide)
sowie biologischer Mechanismen und Prozesse (wie Protein-
synthese oder Photosynthese), um durch kiinstliche Mecha-
nismen, die natiirliche nachahmen, dhnliche Produkte her-
zustellen.“l" Angefangen mit frilhen Beispielen wie den
durch Vogel inspirierten Entwiirfen von Fluggeriten bei
Da Vinci, hat sich biomimetisches Design zu einem grundle-
genden Konzept fiir die wissenschaftliche Forschung und
viele technische Anwendungen entwickelt.*™”)

Biomimikry auf molekularer Ebene ermoglicht Wissen-
schaftlern, biologische Systeme mit einem Satz leistungsfa-
higer und priziser Synthesemethoden zu erforschen, zu ma-
nipulieren, zu vermehren und zu imitieren. Einige aktuelle
molekulare biomimetische Forschungsziele umfassen syn-
thetische Enzyme,®” Membranen!"” und Ionenkanile,!!
kiinstliche Photosynthesel'” und seit kurzem kiinstliche le-
bende zellulidre Systeme.['”! Teilgebiete der Materialwissen-
schaft, die in den Bereich des molekularen Biomimikry
passen, sind in den letzten Jahrzehnten drastisch expandiert;
dazu gehoren biotechnologische™ und Hybrid-Polymer-Ma-
terialien,!>' Biomineralisation,'®?* Klebstoffe® 2! sowie
morphologische,”” Oberflichen-®! und funktionale Nach-
bildungen der extrazelluliren Matrix.?*>

Eine friihe Anwendung des biomimetischen Konzepts in
der organischen Materialwissenschaft waren die von Rings-
dorf in den 80er Jahren entworfenen kiinstlichen Liposo-
men."*! Wenngleich schon mehrere Biicher die Fortschritte
auf diesem Gebiet behandelt haben, verfiigt die biomimeti-
sche Materialwissenschaft auch weiterhin iiber enorme Ent-
wicklungsmoglichkeiten. Zurzeit besteht enormes Interesse
an diesem Forschungsgebiet, bedingt durch das Zusammen-
treffen dreier Triebkrifte der physikalisch-biologischen For-
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schung: 1) die verbreitete Erkenntnis,

dass ein fachiibergreifender For-
schungsansatz rasche Fortschritte liefern kann, 2) das expo-
nentielle Wachstum bei der Leistungsfahigkeit analytischer
Methoden und der Rechenleistung von Computern, welche
die Aufklidrung der strukturellen und molekularen Organi-
sation natiirlicher Materialien bis in die kleinste Dimension
gestatten, und 3) die Verbesserung chemischer und biologi-
scher Synthesemethoden, die einen miihelosen Aufbau na-
turnaher Modellsysteme sowie hochleistungsfihiger biolo-
gisch inspirierter Polymere ermoglichen. Die zunehmende
Verbreitung dieser fachiibergreifenden Denkweise sowie die
jingsten Entwicklungen der Analyse- und Synthesemethoden
bieten den Materialwissenschaftlern die beispiellose Mog-
lichkeit, die molekularen und strukturellen Mechanismen, auf
denen Multifunktionalitit,®® Anpassungsfihigkeit, Stabilitit,
Stirke, Belastbarkeit® und Elastizitit® biologischer Mate-
rialien beruhen, zu verstehen und diese Konzepte zur Ver-
besserung synthetischer Materialien zu nutzen.

Die biomimetische Materialwissenschaft umfasst drei
Hauptkomponenten: 1) Die Aufkldrung von Struktur-Funk-
tions-Beziehungen durch das Studium biomimetischer Mo-
dellsysteme, 2) Extraktion, Anwendung und Anpassung der
zugrundeliegenden physikalisch-chemischen Gestaltungs-
prinzipien und 3) die Erweiterung des Anwendungsbereichs
des natiirlichen Systems, um neue Materialien zu finden und
in einem Malstab zu produzieren, der den Bediirfnissen der
Gesellschaft geniigt."**”! Dieser Aufsatz konzentriert sich
hauptsédchlich auf Biomaterialien mit Peptid/Protein-Struk-
tur, das Verstindnis der molekularen Mechanismen, die zu
deren aufBlerordentlichen mechanischen Eigenschaften bei-
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Tabelle 1: Bespiele fuir fortgeschrittene biologischer Polypeptid-Materialien.

Sekundér- und Tertidr-  Natiirliches Natiirliche Funktion Mechanische Charakteristika
struktur System
B-Schleife/Spirale Elastin Ideales Elastomer fiir Verbindungsstellen, mechanischer  Riickstellelastizit4t, Deformations-

Energiespeicher

[B-Faltblatt Amyloid-ghnliche ~ Adhision, Verkapselung
Fibrillen
{-Faltblatt-Nano- Spinnen-Abseil- Makroskopischer Strukturaufbau
verbunde fadenseide
a-helikale Doppel- Vimentin Strukturelle Integritdt von Zellen
wendel
Polyprolin-Typ-II-Drei-  Kollagen Mikroskopische Geriiste, Extrazellularmatrix
fachhelix
tertidr gefaltete Titin Dissipative konnektive Schnittstelle, Schadensabwehr,
Tandemdominen Federung in Skelettmuskeln

toleranz, Dauerhaftigkeit

Steifheit, Stabilitat gegentiber Umwelt-
einfliissen

Steifheit, Dehnbarkeit, Zihigkeit

Zihigkeit, enthalpische Elastizitat
Elastizitit, Zihigkeit, Festigkeit

Wiederherstellbare Festigkeit, passive
Elastizitat

tragen, und auf die Anwendung dieser Einsichten zur Ent-
wicklung biomimetischer synthetischer Materialien. Wir
werden fiir jede Unterklasse proteinbasierter Materialien
zuerst zusammenfassen, was iiber den natiirlichen molekula-
ren Aufbau bekannt ist, und dann die Planung und Synthese
moderner Materialien beschreiben, die von den natiirlichen
Modellsystemen abgeleitet sind.

Der Umfang dieses Aufsatzes wird in Tabelle 1 zusam-
mengefasst. Die Natur verwendet die 20 natiirlichen Ami-
nosduren, um hochleistungsfihige Polypeptide mit einem
breiten Spektrum an mechanischen FEigenschaften aufzu-
bauen. Ein weit verbreitetes Strukturmerkmal bei natiirlichen
strukturbildenden Biomaterialien ist der repetitive, modulare
Aufbau. Solche Motive findet man in vielen Strukturprotei-
nen, unter anderem in Elastinen, Kollagenen, Fibronekti-
nen, Cadherinen und dem Skelettmuskelprotein Titin.

Modularitét ist — beginnend bei den Aminosdure-Mono-
meren — ubiquitdr in natiirlichen proteinbasierten Struktur-
materialien;® sie fordert die ., kontrollierte Komplexitzt* "
der ,,Bottom-up“-Synthese!*!! und der hierarchischen Selbst-
organisation” iiber viele Lingenskalen hinweg, die letztlich
die hoch entwickelten mechanischen Eigenschaften liefern.
Diese kollektiven Eigenschaften (,,collective emergent pro-
perties“)*! iibersteigen die summierten mechanischen Ei-
genschaften der einzelnen Bestandteile bei weitem. Struk-
turproteine bilden wichtige Komponenten in vielen weichen
Gewebearten, und sie erfiillen essenzielle Funktionen. Sie
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sind hoch elastisch, sodass sie kréftige Deformationen ohne
Bruch iiberstehen konnen, indem sie die Deformationsener-
gie speichern oder umwandeln, um nach Riickgang der Be-
lastung in den Ursprungszustand zuriickzukehren. Fortwih-
rend starker Belastung ausgesetzt, zeigen viele Strukturpro-
teine ein bemerkenswertes Anpassungs- und dynamisches
mechanisches Verhalten.

Hier klassifizieren wir die natiirlichen Proteinmaterialien
nach Art ihrer modularen Wiederholungseinheiten, sekun-
ddren Faltstrukturen wie [-Schleife/Spirale, p-Faltblatt, o-
Helix, Polyprolin-II(PP-II)-Helix sowie tertidr gefalteten
Dominen (Tabelle 1). Durch Nachahmung dieser Gestal-
tungsprinzipien hat man enorme Maoglichkeiten, einigen
groBen Herausforderungen der Materialwissenschaft — bei-
spielsweise Materialversagen, umweltvertrédgliche Synthese
und Wiederverwertbarkeit, Sperreffekte sowie mehrskalige
Synthese und Fabrikation — zu begegnen.*!

2. B-Schleife/Spirale
2.1. Elastin

Das FElastin der Sdugetiere ist ein vernetzter Gummi, der
in der Natur eine ,verlustfreie“ Verbindung zwischen den
weicheren, viskoseren und den hirteren, hoher modularen
anatomischen Elementen bildet. Elastin ist ein ideales, lang-
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lebiges mechanisches Energiespeichermaterial, das bei-
spielsweise in oszillierenden Motorsystemen wie Herz, Ar-
terien und Lunge eingesetzt wird. Die stark riickfedernde
Elastizitdt des Elastins, in zyklischen Spannungs-Dehnungs-
Messungen beinahe hysteresefrei, bedeutet, dass nur sehr
wenig Energie thermisch abgefiihrt wird und der GroBteil der
mechanischen Energie wihrend der Deformation gespeichert
wird. Daher zeichnen sich Elastin-basierte biologische Elas-
tomer-Komponenten durch extreme Haltbarkeit aus.*! Zu-
satzlich weist das Sdugetier-Elastin — genau wie kiinstliche
Gummisysteme — eine hohe Bruchdehnung auf.

Die Vorstufe des Elastins ist das losliche Protein Tro-
poelastin, das aus langen (ca. 72 kDa), hoch konservierten,
modularen Wiederholungsdominen der Formel (VPGXG),
besteht, wobei X eine variable Position ausdriickt, die im
Elastin von einer beliebigen Aminosédure auf3er Prolin besetzt
werden kann. (Wir werden in diesem Manuskript den Ein-
Buchstaben-Code fiir Aminosiuren verwenden.) Diese aus-
gedehnten Wiederholungsdoménen sind durch kurze, weni-
ger repetitive Alanin- und Lysin-reiche Regionen verbunden,
in denen die Lysine rdumlich in Tetraden gruppiert sind.*!
Diese Abschnitte aus Lysin und Alanin stellen Aminfunk-
tionalitdten bereit fiir die oxidative Vernetzung, die zu einer
permanenten Fixierung fithrt. Die wiederholten Lysin-
Alanin-Einheiten dienen vermutlich dazu, eine o-helikale
Konformation einzufiihren, um die fiir die kovalente Ver-
netzung benotigte cofaciale Stellung der Amine zu errei-
chen.”*1 Neben der geordneten Selbstorganisation der ver-
netzenden Doménen ist die Gleichgewichtsquellung des
Proteinpolymer-Gummis nach vollstdndigem Eintauchen in
Wasser essenziell fiir seine Wirkung als hochleistungsfiahiger
mechanischer Energiespeicher.

Als dauerhaft fixiertes Elastomer ist natiirliches Elastin
unloslich und daher schwer zu charakterisieren. Zusitzlich
deuten neuere Experimente auf eine sehr dynamische Se-
kundérstruktur der einzelnen Polypeptidketten hin. Eine
damit im FEinklang stehende Struktur-Eigenschafts-Bezie-
hung ist schwer feststellbar. Im folgenden Abschnitt werden
fir das Elastin entwickelte Strukturmodelle zusammenge-
fasst.

Basierend auf kalorimetrischen und thermodynamischen
Argumenten schlugen Hoeve et al.’” ein Modell fiir die
Elastizitiat des Elastins vor, das klassischen Gumminetzwer-
ken sehr dhnelt: lange, zufillig zu einem Netzwerk verkniipfte
Polymerketten, die entweder intrinsisch oder, wie im Fall von
Elastin, nach Gleichgewichtsquellung und Plastifizierung
durch Wasser mobil und amorph (d.h. nicht glasartig) blei-
ben. Dieses Elastizititsmodell des Gummis, das die Riick-
stellkraft der Verringerung der konformativen Entropie unter
Kettenverldngerung zuschreibt, ist in Einklang mit der im
natiirlichen System beobachteten, nahezu idealen Speiche-
rung mechanischer Energie. Das Modell stimmt ebenso
iiberein mit NMR-Experimenten, die das hochdynamische
und im Riickschluss ungeordnete und zufillige Polymer-
Riickgrat zeigen.”!

Wihrend das Zufallsnetzwerk-Modell (,,Random-Net-
work“-Modell) den durchschnittlichen mechanischen und
thermodynamischen Eigenschaften von Elastin gut ent-
spricht, lassen mikrokalorimetrische Studien vermuten, dass
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die konformative Unordnung des Elastins bis zu einer Stre-
ckung um 70% ansteigt. Dies zeigt deutlich, dass dieses
Modell auf mikroskopischer Ebene kein prizises Abbild der
angenommenen Molekiilkonformationen des leistungsstar-
ken funktionalen Bioelastomers liefert.">>!

Das klassische Modell berticksichtigt auch nicht die streng
geordnete, modulare, amphiphile Beschaffenheit der Sequenz
des Proteinriickgrats zwischen kovalenten Vernetzungen. Es
ist unwahrscheinlich, dass die Natur den Energieaufwand fiir
diese Ordnung aufbringt ohne einen durch die Faltung be-
dingten Effekt auf die Leistung. Das , Fliissigkeitstropfen®-
Modell (,,Liquid-Drop“-Modell) postuliert einen durch diese
Sequenz programmierten hydrophoben Kollaps der polyme-
ren Seitenketten, der zu einem ,zweiphasigen“ Netzwerk
sphirischer Globuli fiihrt, die iiber kovalente Bindungen
zwischen den hydrophilen Resten auf der Auflenseite der
kugelférmigen Partikel miteinander verbunden sind.” Diese
Globuli wiirden sich dann unter Belastung zu abgeplatteten
Sphéroiden verformen. Dieses Modell der miteinander ver-
bundenen, komprimierten Proteinpartikel widerspricht
jedoch der oben erwidhnten hochdynamischen Beschaffenheit
des Polypeptid-Riickgrats.

Um ohne Widerspruch zu den gemessenen spektrosko-
pischen Daten die inhdrente Komplexitit besser zu beriick-
sichtigen, haben Gray et al. ein zweiphasiges ,,Oiled-coil“-
Modell vorgeschlagen. Bei dessen Erforschung griffen sie auf
transgene Kupfer-defiziente Schweine zuriick, um nichtver-
netztes Elastin fiir eine hochaufgeloste Sequenzierung des
Riickgrats zu erhalten.*®! Durch eine erzwungene Ausrich-
tung der starker hydrophoben V- und P-Reste nach innen
entstehen diesem Modell zufolge -Schleifen, die das hydro-
phile Polyamid-Riickgrat darstellen, als sei es durch umge-
bende Wassermolekiile ,,geolt”. Eine Reihe dieser Schleifen
bildet ein ,,Knduel“, das keine auBlenliegenden inter- oder
intramolekularen Wasserstoffbriicken aufweist, lediglich
welche innerhalb des Schleifensystems. Diese Struktur ist mit
dem beobachteten Fehlen einer viskosen, enthalpischen
Komponente beim Dehnungsverhalten vereinbar, da die in-
neren Wasserstoffbriicken vorrausichtlich erst bei hohen
Belastungen gespalten werden. Der primdre Mechanismus
der Elastizitédt im ,,Oiled-coil“-Modell ist demzufolge entro-
pisch, da beim Aufrollen des -Schleifen-reichen Zustands
unter Dehnung versteckte hydrophobe Seitenketten zum
Vorschein kommen, was ein Ordnen vorher freier Wasser-
molekiile erfordert. Diese sequenzielle Schleifenstruktur
fithrt im Einklang mit elektronenmikroskopischen Studien an
natiirlichem Elastin zu einer hydratisierten stabdhnlichen
Fibrillenstruktur, die durch Einbau und permanente kova-
lente Fixierung der a-helikalen Lysin-Tetraden zusammen-
gehalten wird.

Obwohl eine in diesem Ausmal stabile Sekundirstruktur
einer schnellen Bewegung der Kette zu widersprechen
scheint, ist es moglich, dass hochfrequente thermische Oszil-
lation und Flexion der Sprungfeder-dhnlichen ,,gedlten Spi-
ralen“ auch die beobachtete Riickgratdynamik erkldren
konnen. Die neuere ,libratorische“ Entropie-Theorie zur
Elastizitit des Elastins von Urry et al.”** folgt einer #hnli-
chen Logik. In diesem Modell nehmen die aneinanderge-
reihten Typ-II-B-Schleifen des Pentapeptids eine langge-
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streckte ,,3-Spiral“-Konformation ein. (Abbildung 1). Weiter
reichende ,,schwingende®“ oder ,,schaukelnde* Oszillationen
dieser Sprungfeder-artigen Strukturen wiirden theoretisch bei

Abbildung 1. Die vorgeschlagene ,,3-Spiralen“-Konformation der
VPGVG-Tandem-Wiederholungseinheiten in Elastin. Pymol-Darstellung
unter Verwendung aus einer Proteindatenbank mit freundlicher Geneh-
migung der Daggett-Forschungsgruppe.

Dehnung des Makromolekiils gedampft, wodurch sich ihre
Frequenz erhoht, was wiederum eine Abnahme der librato-
rischen Entropie und damit einen Anstieg der Riickstellkraft
zur Folge hitte.

Auch wenn der libratorische Mechanismus wahrscheinlich
zur lokalen elastischen Reaktion beitrégt, lassen jlingste Si-
mulationen hydratisierter Polypentapeptide vermuten, dass
das idealisierte lineare PB-Spiralmodell die weitreichende
Ordnung des Polymernetzwerkes im Wesentlichen tiiber-
schitzt. Obwohl wahrscheinlich eine geordnete dynamische
Sekundirstruktur entlang des Polypeptid-Riickgrats existiert,
wird vorgeschlagen, dass Wasser eine Schliisselfunktion bei
der Elastizitit des Elastins zukommt — und zwar iiber hy-
drophobe Hydratation, die die entropische Triebkraft fiir das
bei vielen amphipathischen Polymeren beobachtete Verhal-
ten bei der unteren kritischen Losungstemperatur (lower
critical solution temperatur, LCST) erzeugt.’” Dieses Phi-
nomen konnte die primére Triebkraft hinter der entropischen
Riickstellkraft des Elastins sein. Das gut charakterisierte
LCST-Verhalten Elastin-dhnlicher amphiphiler Polymere!®!
stiitzt diese Hypothese. Die physiologische Temperatur, bei
der Elastin funktioniert, liegt oberhalb des kritischen LCST-
Wertes fiir den hydrophoben Kollaps, es wird jedoch wahr-
scheinlich durch die Existenz permanenter Vernetzungen in
einem frustrierten Zwischenzustand gehalten. Diese mole-
kulare mechanische Frustration, die bekannterweise durch
wesentlich weniger Hauptketten-verbindende Wasserstoff-
briicken bedingt wird, als in typisch globuldren Proteinen
vorhanden sind,®! liefert einen plausiblen Mechanismus
sowohl fiir die Leichtigkeit der Dehnung als auch fiir den
verlustfreien Widerstand gegeniiber weiterer Deformation
und daher auch fiir die dauerhafte makroskopische Elastizitét
des Elastins.““**%] Die hochdynamische Beschaffenheit der
Elastinketten stiitzt ebenso ein mechanisches Modell des
»frustrierten Kollaps®.
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2.2. Elastin-Mimetika

Die besondere Elastizitat, Haltbarkeit und die Reaktion
auf Stimuli (z.B. LCST-Verhalten) lassen Elastin als ein
vielversprechendes Ziel der Biomimetik erscheinen. Zahl-
reiche Elastin-dhnliche Polypeptide (ELPs) wurden bereits
synthetisiert, sowohl durch rekombinante DNA-Expressi-
on'® als auch durch chemische Synthese,® und als Modell-
systeme fiir mechanistische Studien sowie als Materialien fiir
verschiedene biomedizinische Anwendungen genutzt (z.B.
Proteinreinigung, =~ Wirkstofftransport, = Gewebeentwick-
lung).[7? Diese Polymere werden dann in unterschiedlichem
Ausmal3 aneinandergefiigt und/oder vernetzt, um das end-
giiltige biomimetische Material zu erhalten.

2.2.1. Lineare Elastin-imitierende Modellsysteme

Sobald die primédre iterative Aminosduresequenz von
Tropoelastin bekannt war, konnten einfache Polypeptid-Mi-
metika synthetisiert werden. Urry et al. stellten zuerst kurze
Oligomere (VPGVG),; her, die 'H-NMR-spektroskopisch
untersucht wurden. Dies erbrachte stichhaltige Beweise fiir
die Existenz einer bevorzugten (3-Schleifen-Konformation der
VP-GV-Tetrade, sodass die Autoren weiter angenommen
haben, dass ein ,,Aufeinanderschichten“ dieser Schleifen zu
einer B-Spiral-Struktur fiihren wiirde.””! Nachdem eine Kris-
tallstrukturanalyse von cyclo-(VPGVG)," bestitigte, dass
die vorgeschlagene f-Schleife energetisch giinstig ist, nutzten
Urry et al. erneut NMR-Messungen zur Charakterisierung
von cyclo-(VPGVG),™ woraus Abstand und Helizitit der
angenommenen erweiterten Spirale abgeleitet werden
konnten. Daraufhin wurden mathematische Methoden auf
die Torsionen, Diederwinkel und Abstidnde dieser einfachen
Analoga angewendet, um die idealisierte 3-Spiral-Struktur zu
extrapolieren."® Yao etal. verwendeten isotopenangerei-
chertes (VPGVG);, um die Auflgsung der Riickgratsignale
im Festphasen-NMR-Spektrum zu verbessern, und sie stell-
ten fest, dass innerhalb der Hauptketten Wasserstoffbriicken
nur in den B-Schleifen-Einheiten zu finden sind.”! Die Au-
toren weisen in Ubereinstimmung mit mikrokalorimetrischen
Studien darauf hin, dass bei Streckung eines solchen Polymers
die (-Spiral-Strukturen auseinandergezogen wiirden, wo-
durch die konformativ eingeschriankten Wasserstoffbriicken
innerhalb der Schleife brechen und somit durch Deformation
tatsichlich die Konformationsentropie erhoht wiirde.”>

Mit der Entwicklung der rekombinanten DNA-Techno-
logie wurden verschiedene Poly(pentapeptid)-Polymere ho-
heren Molekulargewichts verfiigbar. Diese wurden von Urry
et al. verwendet, um den LCST-Ubergang bei CD-, NMR-
und dielektrischen Relaxationsmessungen zu verstirken.[™
Letztere zeigten beim temperaturinduzierten Ubergang ein
erhohtes Resonanzverhalten um ein Maximum bei ungefahr
25 MHz, das die Autoren der vorgeschlagenen libratorischen
Form der B-Spiral-Sekundirstruktur zuschreiben. Nach
vernetzender Bestrahlung von Zwischenstufen-Koazervaten
zeigten thermoelastische Studien einen drastischen Anstieg
der elastischen Riickstellkraft, wenn die Temperatur wihrend
des LCST-Ubergangs erhoht wurde.
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Auf isolierte, chemisch synthetisierte Tropoelastin-Do-
minen angewendete CD- und 'H-NMR-,exon-by-exon“-
Studien bestitigen den hochdynamischen, labilen und von der
Mikroumgebung abhingigen Konformationszustand jeder
einzelnen lokalen Peptidregion, wobei sowohl Polyprolin II
(PPII; eine helikale Sekundirstruktur, vorhanden in Protei-
nen und Protein-Materialien, die keine Stabilisierung durch
intrahelikale Wasserstoffbriicken benétigen) als auch (-
Schleifen-Strukturen im Konformationsgleichgewicht vorlie-
gen, und veranlassten die Autoren, anstelle einer verldnger-
ten B-Spirale eine ,gleitende (-Schleife“ (Abbildung 2) vor-

Schleife

Gleiten Schleife

Abbildung 2. Das Modell ,gleitender B-Schleifen* fiir die konformative
Dynamik des Elastin-Riickgrats. Die im Gleichgewicht vorhandene
Wasserstoffbriicke innerhalb der Schleife bricht und erméglicht, dass
die VG-Schleife nach rechts ,gleiten“ und eine GG-Schleife bilden
kann. Auf diese Weise breiten sich metastabile Schleifen in beide Rich-
tungen der Elastinkette aus.

zuschlagen.®™ Arad und Goodman synthetisierten und stu-
dierten Depsipeptid-Analoga, in denen die Wasserstoffbrii-
cke des Amids an der variablen Position in der Schleife der
Pentapeptid-Wiederholungseinheit durch eine Esterfunktion
ersetzt ist.®!) NMR- und CD-Studien zeigten, dass viel der
mittleren Sekundirstruktur erhalten blieb, weil das hoch
flexible Polypeptid in der Lage war, alternative, energiearme
v- und pB-Schleifen-Konformationen anzunehmen.*” Die
Autoren betonen, dass sich die strenge konformative Préfe-
renz und die hohe Flexibilitit nicht gegenseitig ausschlieBen,
wenn ein rasches Gleichgewicht mit niedriger Barriere zwi-
schen mehreren Sekundérstrukturen des Riickgrats auf-
rechterhalten wird. Allerdings zeigten 2D-NMR-Studien zu
rekombinanten modularen Wiederholungs-ELPs mit hoher
Masse sowie den kiirzeren Hexa(pentapeptiden), dass sogar
dieses dynamische Gleichgewichtsmodell die weitreichende
Ordnung des Systems iiberschitzt, indem es davon ausgeht,
dass die konformative Entropie zur Elastizitdt beitragen
muss.®**! Yamaoka und Mitarbeiter quantifizierten die
thermodynamischen Effekte verschiedener externer Bedin-
gungen wie Salzkonzentration und Tensidzugabe bei der
LCST und kamen zu der Schlussfolgerung, dass der Kon-
formationsspielraum mit mehrstufigen Wechselbeziehungen
zwischen intramolekularen Riickgratkonformationen und
intermolekularen Assoziations-/Aggregationszustinden
zweifellos komplex ist.[®

Nachdem sie weder eine zeitaufgeloste exakte Sekun-
dérstruktur von Elastin noch die relevantesten Strukturpa-
rameter erhalten konnten, konzentrierten sich Meyer und
Chilkoti stattdessen auf den mittleren Zustand, wie er sich in
der sequenz- und umgebungsspezifischen Metrik der LCST,
somit auch einstellbar und auf Stimuli reagierend, darstellt.
Um die weitere Gestaltung modellartiger und funktionaler
ELPs zu fordern, leiteten die Autoren eine empirische Glei-
chung mit drei Parametern her, die auf Konzentration, Se-
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quenz und Kettenldnge beruht und die LCST fiir ein ELP mit
gegebener Linge, Konzentration und Zusammensetzung
quantitativ vorhersagt.®!

Hochauflosende Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie
(Single-Molecule Force Spectroscopy, SMFS) und Raster-
kraftmikroskopie (AFM) ermoglichten die weitere mikro-
skopische Charakterisierung rekombinanter ELPs mit hohe-
rem Molekulargewicht. Urry etal. fanden heraus, dass
(GPGVP),s; und (GVGIP), mit zwei Cystein-Endgruppen
unterhalb der kritischen Temperatur eine nahezu perfekte
Speicherung der Dehnungsenergie zeigten, wenn sie mithilfe
der Sondenspitze des Mikroskops gedehnt und entspannt
wurden. Diese Kurven stimmten gut mit dem wurmartigen
Kettenmodell (WLC-Modell) der molekularen Elastizitit
iiberein.®”! Oberhalb der LCST zeigt die Extensionskurve
einen abrupten Wechsel von einem anfédnglich niedrigen zu
einem hoheren Modul, die im restlichen Zugvorgang einen
anndhernd konstanten Wert beibehilt. Dieses Verhalten im-
pliziert, dass die hydrophob-kollabierte Struktur zumindest
auf der Ebene einzelner Molekiile eine gewisse Ordnung
aufweist: Diese entfalten sich unter Spannung in gleicher
Weise, wie man es von einer gedehnten (3-Spirale oder einem
B-Schleifen-reichen statistischen Knduel erwarten wiirde.
Weitere SMFS-Studien von Valiaev und Mitarbeitern zeigen,
dass fiir die mechanische Entfaltung in einem unpolaren
Losungsmittel ein geringerer Entropiebetrag erforderlich ist,
was die Signifikanz des Modells der ,,hydrophoben Hydra-
tation® fiir verlustfreien elastischen Widerstand gegeniiber
Deformation™! unterstreicht.

2.2.2. Vernetzte ELP-Materialien aus rekombinanten und
synthetischen Polypeptiden

Aufgrund der repetitiven, modularen Sequenz ist das
elastische Kernproteinpolymer einfach nachzubilden; die
komplizierten Prozesse der kontrollierten Deposition, An-
ordnung und Vernetzung sind dies hingegen nicht. Um die
mechanischen Eigenschaften der frithesten, direkt an den
Hauptketten verbundenen!® und strahlungsvernetzten®™
Elastin imitierenden Modelle zu verbessern, haben sich etli-
che Arbeitsgruppen herkommlichen Methoden zur chemi-
schen Vernetzung®™ und sequenzgerichteter Anordnung zu-
gewandt.

McMillan et al. fiihrten in [(VPGVG),(VPGKG)], mit
regelmiBigem Abstand in jeder fiinften Wiederholungsein-
heit eine Lysin-Vernetzungsfunktionalitit ein.”” Die Lysin-
Substitution am vierten flexiblen Rest des wiederholten
elastischen Motivs wurde mit einem Bis-N-hydroxysuccin-
imid(NHS)-Ester umgesetzt, um Gele mit bis zu 17 % inter-
molekularer Vernetzung der Aminfunktionalitdt zu errei-
chen. Die Einfithrung der vernetzenden Komponente im
Riickgrat beeintrachtigte die LCST-Eigenschaften nicht, was
darauf hinweist, dass das elastische Verhalten des natiirlichen
Systems bewahrt sein sollte. Hingegen trat eine durch Ver-
netzung ausgeloste Koazervation auf, im Gegensatz zur bio-
logischen Elastin-Synthese, bei der das besténdige Netzwerk
erst nach, nicht jedoch vor oder wiahrend der Koazervation
und Anordnung gebildet wird. Martino et al. steigerten das
Ausmal} der Vernetzung, indem sie zwei reaktive Amine in
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jede Wiederholungseinheit einfiihrten.’!! Trotz Elastin-ihn-
licher ,,physikalisch-chemischer Eigenschaften (charakte-
ristische CD-Spektren, Morphologie einer verbundenen
Faser) wurden wegen der unkontrollierten Vernetzung klei-
ner (<3 kDa), in Losung synthetisierter Tandem-Wiederho-
lungseinheiten, diesmal mit Glutaraldehyd (GTA), keine El-
astin-dhnlichen mechanischen Eigenschaften erhalten.

Welsh et al. verwendeten (VPGIG),-Wiederholungsein-
heiten. Anstelle diese regelméBig innerhalb des Riickgrats zu
verteilen, platzierten sie die Lysine dieses Mal in der Néhe der
Termini des rekombinanten Proteinpolymers.”” Erneut
wurde GTA verwendet, doch in Abwesenheit eines zusétzli-
chen Vermittlers zur Selbstorganisation wurde aufgrund des
komplexen Profils des Amin-Aldehyd-Reaktionsprodukts
keine kontrolliertere Vernetzung erwartet. Wurden die Hy-
drogele jedoch in einer speziellen Testkammer unter physio-
logisch relevanten Bedingungen gedehnt, zeigten die Muster
eine respektable Bruchdehnung von etwa 250-400 %, obwohl
sowohl Zugfestigkeit als auch Dehngrenze eine GroBenord-
nung geringer waren als bei Elastin. Die beiden ersten Para-
meter sind stark abhéngig von geringfiigigen Fehlern und
weisen damit auf eine der Kernaufgaben der biomimetischen
Materialwissenschaft: eine schliissige Verbindung zwischen
mikroskopischem Aufbau und makroskopischen Eigenschaf-
ten aufzuzeigen. Dennoch scheint die strategische Anord-
nung von Aminen an den Polymerenden die Dehnungsei-
genschaften des Materials im Vergleich zum zufilligen oder
vollstdandigen Einbau zu verbessern.

Fine radikalere Anordnungs-/Verarbeitungsstrategie
nutzten Huang et al., indem sie konzentrierte Losungen von
synthetischen Poly-Pentaden durch eine Elektrospinn-Ap-
parat trieben, was feine, faserige Netzwerke mit einstellbaren
Dimensionen ergab.””! Interessanterweise wurden auf diesen
Fasern 10 nm hohe Oberflichenfalten beobachtet, die in ihrer
GroBe diinnen Filamenten dhneln, die nach Aggregation auch
bei natiirlichem Tropoelastin auftraten, was darauf hinweist,
dass die durch Scherstromung und das elektrische Feld in-
duzierten Dehnungsbedingungen des Spinnprozesses die ge-
richtete Selbstorganisation von Polymeren unterstiitzen
konnten. In diesem Fall zeigt das resultierende Vlies eine
betrédchtliche Stiarke und Dehngrenze von 35 MPa bezie-
hungsweise 1.8 GPa, aber auf Kosten der gewiinschten
Energiespeicherung und Riickverformung, wie sie in leis-
tungsfiahigen Elastin-basierenden Strukturen, z.B. Blutgefi-
Ben, vorliegt. In weiteren Studien fiihrten die Autoren einen
photochemischen Festphasen-Acrylat-Vernetzungsschritt
nach dem Spinnen ein, der die mechanische Charakterisie-
rung von mit Wasser plastifizierten Proben ermoglichte.
Diese Materialien verhielten sich in Bezug auf die anféngli-
che Dehngrenze (0.45MPa) und Bruchdehnung (105%)
vergleichbar mit natiirlichem Elastin. Wichtig ist, dass das
iiber Festphasen-NMR-Spektroskopie ermittelte Ausmaf der
Vernetzung einigermaflen gut mit dem vorhergesagten
Ausmal3 der Vernetzung fiir ein ideales Gummi-Elastomer
mit dhnlichem mechanischem Profil tibereinstimmt.

In weiteren Studien konstruierte dieselbe Gruppe ABA-
Triblock-Proteincopolymere, um in einem Prozess, dhnlich
der Selbstorganisation harter und weicher Doménen in ther-
moplastischen Triblockelastomeren wie Polystyrol-b-polybu-

www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Z. Guan und A. M. Kushner

tadien-b-polystyrol, einen geordneten Aufbau zu erzielen.
Zusitzlich zu der verbesserten Kontrolle tiber den physika-
lischen Vernetzungsprozess und die endgiiltige Morphologie
des Netzwerks, ermoglichte dieser Ansatz die Feineinstellung
der Gro3e und Sequenz des Mittelblocks und somit auch der
viskoelastischen und mechanischen Eigenschaften. Die Au-
toren stellten fest, dass durch den einfachen Austausch der
Pro-Gly-Typ-II-p-Schleife im formgebenden Motiv gegen
eine Pro-Ala-Typ-I-Schleife ein Ubergang vom elastischen
zum plastischen Zug-Dehn-Verhalten resultiert.” In einem
verfeinerten Ansatz wurde das modulare Proteinpolymer
LysB10 entwickelt, das hydrophobe, kunststoffartige End-
blocke enthilt, die jeweils von Lysinpaaren flankiert werden
(Abbildung 3a).” Um die Hydrophilie und somit vermutlich

HoN NH, NH, NH, HoN  NH, NH, NH,

a)

b) NH2 NH, HoN - NH, NH2 NH,

"

Abbildung 3. Aufbau biotechnologisch synthetisierter, vernetzbarer
Elastin-imitierender Proteine. a) thermoplastisches Elastomer vom
A-B-A-Typ (schwarz: vernetzende Lysindomine, weif: elastisches
(VPGXG),, grau: plastische Domine (IPAVG),). b) elastische Domi-
nen, getrennt durch vernetzende Lysindoménen.

die wasserinduzierte Plastifizierung zu steigern, wurde Glut-
aminsdure in den weichen, elastischen Mittelblock einge-
bunden. Nach der Bearbeitung im Anschluss an die LCST-
und GTA-Gasphasen-Behandlung, um eine bleibende Fixie-
rung zu induzieren, wurde nichtvernetztes Material heraus-
gelost. Die verbliebenen 88 Gew.-% des urspriinglichen Ma-
terials lassen darauf schliefen, dass sich ein permanentes
Netzwerk in hohem Ausmaf3 gebildet hat. Lim et al. erreich-
ten dhnliche Resultate mit rekombinanten Blockcopolymer-
ELPs (A, ABA und BABA), die iiber Tris(hydroxyme-
thyl)phosphane vernetzt sind."” Vernetzung von Multiblock-
ELPs iiber Lysindiisocyanat (LDI) fiihrte zu Elastin-dhnli-
chen mechanischen Eigenschaften (Abbildung 3b).b"

Um den natiirlichen sequenziellen Ansatz beziiglich An-
ordnung und Vernetzung genauer nachzuahmen, entwickel-
ten Keeley et al. ein Elastin-imitierendes Proteinpolymer mit
gesonderten Alanin-reichen, Lysin-enthaltenden Anord-
nungs-/Vernetzungsdoméinen, die die elastischen (VPGVG),-
RiickstoB-Module voneinander trennen.”*! Die Autoren
nahmen an, dass eine temperaturausgeloste Phasentrennung
der hydrophoben elastischen Abschnitte bei Temperaturen
oberhalb der LCST zu einer vorteilhaften Ausrichtung der
vernetzenden Doménen fithren konnte. Diese Anordnung
konnte die oxidative Bildung von Desmosinen ermdoglichen,
die — anders als bei den bereits genannten Vernetzungsstra-
tegien — eine enge Nachbarschaft mehrerer Lysinreste wih-
rend dem nachfolgenden Pyrrolochinolinchinon(PQQ)-
Oxidationsschritt erfordert. In der Tat wurden Lysine unter
milden oxidierenden Bedingungen nach der Aggregation
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permanent vernetzt. Die beeindruckende Elastizitit dieser
Materialien in makroskopischen mechanischen Priifverfahren
sowie die Elastin-dhnlichen Aggregate, die mit dem FElek-
tronenmikroskop zu beobachten sind, beweisen die Effekti-
vitédt dieser Herangehensweise.

2.2.3. Hybride Elastin-Mimetika

Obwohl monodisperse ELPs mit hohem Molekular-
gewicht durch rekombinante DNA-Techniken hergestellt
werden konnen, ist dieser Prozess arbeitsintensiv und liefert
normalerweise geringe Ausbeuten. Um die Effektivitdt und
Variabilitdt der ELP-Synthese zu steigern, haben mehrere
Arbeitsgruppen lineare Elastin-nachahmende Hybridpoly-
mere (EMHPs) synthetisiert, wobei sie einige nichtpeptidi-
sche Elemente zum Polymeraufbau verwendeten.

2.2.3.1. Hybrid-Polymere mit Elastin-Motiven in der Hauptkette

Grieshaber et al. nutzten die vielseitige Cu-katalysierte
Huisgen-Cyclisierung von Triazolen (,,Klick“-Reaktion),1*"
um hochmolekulare EMHPs zu erhalten.'®" In diesen Mo-
dellsystemen wurde der Hauptstrang tiber eine AA-BB-Po-
lymerisation durch Azid-Alkin-Cycloadditionen von vernet-
zenden  Alanin-Lysin-Bis(alkin)-Pentaden-Modulen  mit
PEG-Bis(aziden) aufgebaut, um die entropische Federdo-
méne nachzubilden. Dieses Polymerisationsverfahren er-
moglicht die systematische Einstellung der Peptidsequenz,
der Wechselwirkungen mit Wasser und der kovalenten Ver-
netzung, um die resultierenden mechanischen Materialei-
genschaften abzustimmen. Wihrend resiliente Materialien
erhalten wurden, konnte kein groer Unterschied zwischen
hydratisierten und dehydratisierten Proben festgestellt
werden, was auf einen anderen Mechanismus beziiglich der
entropischen Elastizitdt hinweist als bei Elastin; dies ver-
wundert jedoch nicht, da in diesem Modellsystem die am-
phiphilen entropischen VPGXG-Feder-Kassetten-Doménen
durch monophile PEG-Doménen ersetzt wurden.

Kiirzlich entwickelten Guan et al. eine neue Klasse li-
nearer Mimetika der ,entropischen Federdoméne“. Dabei
nutzten sie die effiziente und mit funktionellen Gruppen
vertrigliche Kupfer-katalysierte ,Klick“-Reaktion, um
VPGXG-Pentaden zu Polymeren mit hohem Molekularge-
wicht zu verbinden (Abbildung 4).1% Abweichend von frii-
heren ,,Klick“-EMHP-Beispielen verwendeten sie einen AB-
Monomertyp, womit sich die Synthese vereinfachte, weil das

Klick™-
Polymerisation

BRI

elastisches Motiv

W Y U

Elastin-artiges Polymer

o N % \L/H o o N 1Y wo
] YNx/\ AN CuAAC 0o AN NI
P N e PN N
NN 5 NN NN o NPt
Ng P/ s N+,
0 o o Ao N,

Monomer mit VPGVG-Pentade Poly (VPGVG),

Abbildung 4. Synthese modularer Elastin-imitierender Polymere nach
biologischem Vorbild mithilfe von , Klick“-Chemie. Wiedergabe mit
freundlicher Genehmigung nach Lit. [102]. Copyright 2010 American
Chemical Society.
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stochiometrische Verhiltnis nicht ldnger beachtet werden
musste. Die Autoren stellten drei Azid-Alkin-Pentaden als
Monomere her: 1) VPGVG, zur Einfiihrung der (3-Schleifen-
Konformation, 2) GVGVP, mit dem Prolinrest neben dem
Abstandshalter, um die VPG-Kernsequenz der 3-Schleife zu
unterbrechen und eine ,, Random-coil“-Struktur zu erzwin-
gen, und 3) VPPGVG, basierend auf der bekannten Neigung
der p-Prolin-Glycin-Diade, eine p-Schleife vom Typ II' zu
bilden, als alternatives Schleifenmotif. Nach der Polymerisa-
tion wurde das Vorliegen dieser Konformationen durch CD-
Spektroskopie bestitigt. Obwohl alle drei Polymere das
klassische LCST-Verhalten zeigten und die beiden ersten
Polymere sehr dhnliche mechanische Eigenschaften aufwie-
sen, lasst diese Studie weiterhin vermuten, dass eher die hy-
drophobe Hydratation fiir die FElastizitdt von Elastin aus-
schlaggebend ist als eine streng definierte Sekundérstruktur.
Die einfache ,Klick“-Reaktion bietet einen effizienten
Zugang zu vielfdltigen Elastin-imitierenden Polymeren fiir
viele mogliche Biomaterial-Anwendungen.

2.2.3.2. Hybrid-Materialien mit Elastin-Motiven in Seitenketten

Ein radikalerer biomimetischer Ansatz ist die Verwen-
dung von Pentaden-Seitenketten, womit jegliches beobach-
tete LCST-Verhalten vom direkten hydrophoben Kollaps des
Riickgrats entkoppelt wird. Folglich ist die Dynamik der
Kettenkonformation grundsétzlich verschieden von der des
FElastins. Van Hest et al. synthetisierten EMPHs mit VPG VG-
Seitenketten durch radikalische Atomtransferpolymerisation
(ATRP). Trotz des geringen Polymerisationsgrades (DP < 10)
lieferte das schwere Monomer akzeptable Molekulargewichte
fiir dieses Ausgangssystem.['™! Durch Kettenverldngerung an
beiden Enden eines PEG-Blocks wurden ABA-Polymere
gewonnen, die das charakteristische konzentrationsabhingi-
ge LCST-Verhalten aufwiesen, das mit Elastin-dhnlichen und
aus nichtnatiirlichen Monomeren bestehenden amphiphilen
Polymeren verbunden ist.'™ Die Seitenketten-Elastin-Mi-
metika zeigten analog zu Peptid-EMPs eine lineare Abhin-
gigkeit der LCST vom Molekulargewicht. Nach der Feststel-
lung, dass die klassische Polymer-Thermodynamik die Un-
abhingigkeit der LCST von der Polydispersitit vorhersagt,[1%!
gelang es Fernandez-Trillo et al., durch einfaches Mischen
unterschiedlicher Polymere in bestimmten Verhéltnissen den
Ubergang in einem Bereich von 10°C problemlos einzustel-
len.[%!

Roberts etal. synthetisierten Norbonen mit einer
VPGVG-Seitenkette fiir eine Ringoffnungsmetathesepoly-
merisation mit dem Grubbs-Katalysator.'"! Trotz der be-
kannten Empfindlichkeit des Katalysators gegeniiber polaren
Funktionalititen!'® gelang es den Autoren, Seitenketten-
EMHPs zu erhalten (wenn auch mit DP < 10), wenn sie die
Polymerisation bei 0°C durchfiihrten. Studien der resultie-
renden Polymere zeigten, dass deren LCST-Verhalten und die
GroBe der kollabierten Globuli dhnlich sind wie bei masser-
eichen, gentechnisch hergestellten ELPs. Durch Anpassung
des fliissigen Gemischs, um Aggregation zu vermeiden,
konnten Conrad und Grubbs VPGVG/PEG,-Seitenketten-
Copolymere mit hohem Molekulargewicht herstellen.!'*”!
Durch zufillige Einlagerung der beiden Seitenketten-Mono-
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mere in unterschiedlichen Verhiltnissen konnten die Autoren
die Losungsmittel/Selbstwechselwirkungs-Parameter linear
einstellen und damit auch die LCST.

Zusammenfassend ist das Sdugetier-Elastin auf makro-
skopischer Ebene ein ziemlich einfaches System, dessen me-
chanische Eigenschaften durch die klassische Theorie der
idealen Gummi-Elastizitdt exakt beschrieben werden
konnen. Auf mikroskopischer Ebene jedoch erscheint das
Bild zunehmend dynamischer und komplexer. Wie auch
immer bildet die scheinbar wichtige Antriebskraft fiir die
Funktion und Leistung des Elastins, die von hydrophober
Hydratation angetriebene Proteinfaltung, die sich in der be-
obachteten LCST manifestiert, eines der grundlegenden In-
strumente des Lebens, beteiligt an jedem Aspekt mechani-
scher Energieumwandlung und -weiterleitung in biologischen
Systemen.[''! Daher ist die Imitation dieses Materialverhal-
tens nicht nur niitzlich fiir Strukturmaterialien, sondern sie
kann auBerdem wertvolle Lehren hinsichtlich Energieeffizi-
enz erteilen.'!!

3. p-Faltblatt-Fibrillen

[B-Faltblatt-Peptid/Protein-Anordnung in natiirlichen,
synthetischen und Hybrid-Systemen wurden vor kurzem be-
sprochen.">!3! In diesem Abschnitt werden wir uns auf die
Strukturen und materialbedingten Eigenschaften von An-
ordnungen natiirlicher f-Faltblatt-Fibrillen konzentrieren,
gefolgt von einer Erhebung der jiingsten Fortschritte in
Aufbau und Herstellung ihrer biomimetischen Analoga. Der
Begriff ,,Amyloid“ bezeichnet mehrskalige Anordnungen
von (3-Faltblatt-Fibrillen aus natiirlichen faserbildenden Pro-
teinen oder deren synthetischen Sequenzanaloga.

3.1. Amyloid-Fibrillen

»~Amyloid“ ist der gingigste Begriff fiir Beldge aus langen
steifen Fasern, wie man sie bei Alzheimer und anderen
Krankheitsbildern findet. Es gibt allerdings Anzeichen dafiir,
dass die verldngerten Fasern das Endstadium der Krankheit
darstellen, wihrend der grofite physiologische Schaden von
kiirzeren Oligomeren, den Vorstufen der Faserbildung, ver-
ursacht wird.""*"3 Kiirzlich ist der Gebrauch weitreichender
funktionaler Amyloid-Fasern in der Biologie beschrieben
worden. Unter den Amyloid-basierten biologischen Mate-
rialien finden sich Super-Klebstoffe,[''*!"" robuste Verkapse-
lungsstoffe,'™®! Pigment-Stabilisatoren,” steife neuronale
Zwischenverbindungen;""! diese und weitere Funktionen
haben Smith et al. neulich zusammengefasst."”) Somit ist die
Natur in der Lage, Nutzen aus der ausgezeichneten mecha-
nischen Stdrke, dem hohen Streckungsgrad und der Wider-
standsfahigkeit gegeniiber chemischem Abbau der spontan
angeordneten [-Faltblatt-Fasern zu ziehen. Von weiterem
Vorteil fiir die Nanotechnologie ist, dass Amyloidfasern,
anders als andere steife biologische Fasern wie Aktinfila-
mentel™?! oder Mikrotubuli,"® keine komplexe Signaliiber-
tragung oder konstante Energiezufuhr bendtigen, um ihre
mechanische Funktion zu erhalten.!!
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Die hoch aufgeloste Mikrostruktur amyloider Protofi-
brillen wurde vor kurzem mithilfe von Rontgenstrahlbeu-
gung 121! Elektronenmikroskopie,*®! Atomkraftmikrosko-
pie"” und 2D-NMR-Spektroskopie!'® sowie durch Ver-
gleich mit bekannten Strukturen!® und Molekiildynamik-
Simulationen weiter untersucht.'*! Dennoch bleibt eine
Korrelation zwischen Sequenz und Mikrostruktur aufgrund
der Vielzahl der beobachteten amyloiden -Kreuz-Isoformen
weiterhin unklar. Diese komplexe Mischung kinetisch ein-
geschlossener Gleichgewichtsmorphologien lésst eine starke
nichtlineare Abhéngigkeit der Endstruktur von der spezifi-
schen Sequenz und der Umgebung wéhrend der Anordnung
vermuten. Sogar zwischen Protofibrillen mit identischen
Aminosduresequenzen konnen vielfiltige Helixdrehungen
und -perioden sowie Kreuzungsabstinde beobachtet
werden.*!

Der Biophysiker William Astbury schlug 1935 als erster
vor, dass Proteine sowohl in einem ,,Faser-Zustand* als auch
in der anerkannten ,,globuliren Form existieren konnten.*
Eanes und Glenner fuhren fort, die Rontgensignatur des ,,[3-
Kreuzes“ zu identifizieren,* das nun als sicheres Kennzei-
chen fiir den ,,amyloiden® Proteinzustand angenommen wird,
in dem gestreckte Fasern, die aus wiederholten p-Faltblittern
bestehen, senkrecht zur Faserachse orientiert sind.

Ein iiberzeugender molekularer Mechanismus der Fi-
brillenanordnung wurde kiirzlich von Eisenberg et al. ent-
hiillt.3*1% Sie identifizierten die kleinsten ,,aktiven“ Seg-
mente bekannter Amyloid-Proteine. Nach Synthese dieser
Peptide stellte man fest, dass sie abhéngig von der Konzen-
tration das Fibrillenwachstum ganzer Proteine nukleieren
oder inhibieren. Die Arbeitsgruppe erhielt dann Mikrokris-
talle dieser Peptide, deren Untersuchung die Struktur eines
Kreuzabschnitts des -Kreuz-Riickgrats in atomarer Auflo-
sung lieferte. Die resultierenden Strukturen zeigen, dass die
weitreichende Anordnung der Fibrillen iiber axiale Wasser-
stoffbriicken (Haupt- und Nebenkette) zwischen lateral ge-
stapelten Faltbldttern in der Art eines ,sterischen Reif3ver-
schlusses* (steric zipper) erfolgt. Weiterhin identifizierten die
Autoren in Berechnungen das ,,Amylom*, d. h. alle Segmente
der drei grof3ten Genome, die eine geeignete Sequenz fiir den
sterischen ReiBBverschluss aufweisen und somit die intrinsi-
sche Fihigkeit, Fibrillen zu nukleieren.’”” Die Zahl der
Proteine mit passenden Sequenzen ist, aus der Perspektive
einer Protein-basierten Lebensform, verstorend hoch. Indes
merken die Autoren an, dass mit der eingeschrénkten kon-
formativen Beweglichkeit einer kurzen, in einem stabilen,
gefalteten globulidren Protein verborgenen Sequenz, die Nu-
kleierung der Fibillen schwierig ist und sich die meisten
Proteine mit einer ,,Zipper“-geeigneten Sequenz scheinbar
mit strategisch angeordneten, konformativen Restriktionen
entwickelt haben, um unerwiinschte Amyloid-Nukleierungen
zu vermeiden. Vom nanotechnologischen Standpunkt aus legt
die beobachtete Sequenz-Promiskuitdt amyloidogener Pro-
teine natiirlich nahe, dass die Feineinstellung fibrillirer Ma-
terialien fiir spezifische mechanische Eigenschaften und bio-
logische Wechselwirkungen erreichbar sein sollte.

Smith et al. studierten die mechanischen Eigenschaften
Insulin-abgeleiteter faseriger (3-Faltblatt- Anordnungen durch
AFM, wobei sie eine iiberraschend hohe Stiarke und Steifig-
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keit verglichen mit anderen hervorragenden Strukturmate-
rialien wie Seide und Stahl feststellten.* Weitere Studien
deuteten darauf hin, dass die gemessenen Werte nahe dem fiir
defektfreie ~ Strukturen  vorgeschlagenen  Hochstwert
liegen."! Dies ist schwer vorstellbar fiir eine Struktur, die
sich, obwohl grundsitzlich dynamisch, irreversibel mit hoher
kinetischer Neigung anordnet. Die Autoren stellen heraus,
dass beliebige Strukturdefekte bevorzugte Bruchstellen
bilden, an denen das geordnete Wachstum wieder beginnen
kann. Dieses selbstkorrigierende Verhalten, zusammen mit
dem einzigartigen, ziemlich linearen Verhéltnis von Steifig-
keit zur Querschnittsform, spricht dafiir, dass diese Struktu-
ren eine eigene Materialklasse darstellen.!"*!

Trotz der Schwierigkeit, eine Struktur-Eigenschafts-Be-
ziehung in grolem Maf3stab in einem unloslichen System mit
einem hohen Grad an struktureller Vielfalt zu finden, wurden
iiber Molecular Modeling und AFM-Verfahren weitere Ein-
blicke in die mikroskopischen Mechanismen hinter den be-
sonderen mechanischen Eigenschaften amyloider und amy-
loiddhnlicher Fasern ermoglicht. Eine Kernbeobachtung be-
zieht sich auf die kritische Linge der Wasserstoffbriicken-
Anordnungen, die fiir einen kooperativen Bruch und hohe
Starke notig ist. Atomistische Computerstudien mechani-
scher Proteinmodule durch Keten et al. haben gezeigt, dass
unter einheitlicher Schubkraft der gleichzeitige Bruch von
Wasserstoffbriicken lediglich bis zu einer maximalen Clus-
tergroBe von vier Bindungen erfolgt.'*!! Diese Grenze der
maximalen Festigkeitserhohung ist wahrscheinlich ein Er-
gebnis des ,,Energiegleichgewichts“-Konzepts der Bruchme-
chanik. Dieses Modell beschreibt die hochste mechanische
Festigkeit als Funktion der Konkurrenz zwischen dem maB-
geblichen dissoziativen Effekt der auf den Proteinhaupt-
strang wirkenden entropischen Zwénge durch die geordnete
Struktur und der assoziativen Energie der kooperativen
Wasserstoffbriickenbildung.['* Die f-Kreuz-Struktur besteht
aus kurzen gestapelten B-Faltblatt-Wiederholungen, die ein
dichtes Feld aus kleinen Wasserstoffbriicken-Clustern bilden,
um so das mikroskopische kooperative Verhalten und die
makroskopische mechanische Festigkeit bei groeren Lén-
genskalen zu maximieren, ohne zu viel Entropie fiir jedes
Strukturelement zu verlieren.®™ Kooperative Briiche der
kurzen f-Faltblatt-Wiederholungen wurden in adhésiven
Amyloiden von Algen auch auf Einzelmolekiilebene beob-
achtet.143-14]

Molekiildynamik-Studien des Kompressionsverhaltens
einzelner Amyloid-Protofibrillen zeigten, dass die Anord-
nung eines Proteinpolymers in einer amyloiden oder amy-
loiddhnlichen Form zu einer mehrfachen Erhohung der Per-
sistenzlinge fiihrt."*! Auch wenn dieses MaB an Steifigkeit
eine GroBenordnung kleiner ist als bei den ausschlieflich
kovalenten Kohlenstoff-Nanorohren (CNT), sind -Faltblatt-
Fibrillen einfacher und umweltvertriglicher herzustellen, und
ihre einstellbare chemische Funktionalitét bietet einen viel-
versprechenden Ansatz dafiir, sich mit einer langjihrigen
Herausforderung in der Polymerchemie zu befassen: der ge-
zielten Erzeugung einer makromolekularen Architektur
durch Anderung von Linge, Sequenz, stereochemischer
Konfiguration und Ladungsausgleich.”! Durch weitere For-
schung sollten biomimetische P-Kreuz-Anordnungen iiber
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mehrere Grofenordnungen zuginglich sein fiir rdumlich-
zeitliche sowie fiir mechanische Eigenschaften spezifische
,Bottom-up“-Mikrosynthesen.

3.2. f-Faltblatt-Fibrillen-Mimetika
3.2.1. Funktionale Materialien aus amyloidogenen Proteinen/
Peptiden

FEin einfacher Zugang zu niitzlichen Materialien unter
hierarchischer Anordnung von p-Faltblittern ist es, die kon-
trollierte Anordnung eines rasch verfiigbaren Wildtyp-Pro-
teins mit amyloidogener Sequenz iiber externe thermische
und chemische Signale zu erhalten. Obwohl solche Proteine
die Tendenz haben, rasch unl6sliche, nicht verwertbare
Beldge und Aggregate zu bilden, gelang es Knowles et al.
durch behutsame zeitliche Einstellung des pH-Werts und eine
Plastifizierung nach dem Anordnungsschritt, in einem nano-
skopisch kontrollieren Fibrillationsprozess hochleistungsfa-
hige Filme zu erhalten (Abbildung 5a)."* Sie inkubierten
zuerst nichtmodifiziertes Hennen-Lysozym in verdiinnter
Salzsdure (3 Gew.-%) bei 65°C. Diese Kombination aus
schonender Denaturierung und erhohter Temperatur hemmte
wesentlich die unkontrollierte (kinetische) Aggregation und
begiinstigte die langsame (thermodynamische) Selbstorgani-
sation iber einen Zeitraum von zwei Wochen. Von der
Losung getrennt und nach Zugabe von PEG400 als Plastifi-
kator (0.8 Vol.-%) zeigten die Filme bei der polarisations-
mikroskopischen Untersuchung eine fliissigkristalline nema-
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Abbildung 5. a) Proteinmonomere (Hennenlysozym) sind zuerst in
Amyloid-ghnlichen Fibrillen angeordnet, die dann zu Filmen geschich-
tet werden. b) Ein Vergleich der Young-Moduln verschiedener Materia-
lien zeigt, dass kiinstliche nanostrukturierte Proteinfilme hohe Moduln
aufweisen. Der Modul-Abfall durch Assemblierung in Filmen ist bei
proteinésen Nanofibrillen sehr viel geringer als bei anderen steifen
Nanofibrillen wie Kohlenstoff-Nanorshren. Wiedergabe mit freundli-
cher Genehmigung nach Lit. [148]. Copyright 2010 Nature Publishing
Group.
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tische Ordnung. Rontgenbeugungsanalysen bestétigten die
gesuchte Ordnung iiber mehrere Léngenskalen: im Nano-
meterbereich als Ordnung der 3-Kreuz-Strukturen innerhalb
der Fibrillen und im Mikrometerbereich durch Stapelung der
Fibrillen. Die Filme zeigten ein Young-Modul (E-Modul) in
der GroBenordnung von 6 GPa, das mit Werten fiir die
stiarksten biologischen Materialien wie Keratin, Kollagen und
Seide vergleichbar ist. Zusétzlich fithrte die Verarbeitung zu
Filmen mit individuellen (-Kreuz-Fibrillen zu makroskopi-
schen Materialien mit nur wenig schlechteren mechanischen
Eigenschaften als die individuellen mikroskopischen Struk-
turen (E-Modul 2-12 GPa). Dies bildet einen Kontrast zu
Filmen aus hochleistungsfahigen Kohlenstoffmaterialien
(z.B. ,,Bucky Paper“), bei denen E-Modul und Festigkeit
gegeniiber den einzelnen molekularen Komponenten dras-
tisch reduziert sind (Abbildung 5b). Die Autoren schreiben
dieses vorteilhafte Verhalten der hoch funktionalisierten
Oberfliche der Proteinfibrillen zu, die robuste und effiziente
Kontakte zwischen den Fibrillen begiinstigt.

In einem anderen Ansatz wurde ein kleineres Fibrillen-
formendes Segment eines groBeren nativen Proteins ver-
wendet. Scheibel et al. wihlten die N-terminale und Mittel-
region von Hefe-Sup35p, das -Kreuz-Fibrillen mit 9-11 nm
Durchmesser bildet, die sich in Grofe und Gestalt fiir Nano-
Schaltungen eignen.'*) Das bidirektionale Fibrillenwachstum
konnte durch mechanisches Bewegen wihrend der Anord-
nung kontrolliert werden. Die Fasern wurden in einem drei-
stufigen Prozess mit Gold metalliert, angefangen mit Cystein/
Au-NP-Konjugation, gefolgt von zwei Anreicherungsschrit-
ten, wodurch bestdndige metallische Verkniipfungen zwi-
schen den Elektroden entstehen, wie die beobachteten
Ohm’schen [-V-Charakteristiken belegen. Die Autoren
merken an, dass die hohe Stabilitdt der Fasern gegeniiber
Einfliissen wie Temperatur, Salzgehalt, Denaturierungsmit-
teln, Sduren und Basen eine vielversprechende Vorausset-
zung fiir zukiinftige Prozesse im industriellen Maf3stab ist.
Zusatzlich erméglicht die proteindse Natur des Fibrillenge-
riists eine hohe chemische Diversitit fiir zukiinftige bionische
und sensorische Anwendungen.['™"!

Gazit et al. konnten die Fibrillensequenz weiter verein-
fachen. Mit der Vermutung, dass die m-m-Stapelung eine
Schliisselrolle bei der Fibrillenanordnung spielt, sammelten
sie Sequenzen bekannter krankheitserregender Amyloide
und stellten fest, dass die meisten mindestens zwei Phenyl-
alanin- oder Tyrosinreste innerhalb des kiirzesten aktiven
Segments mit 5-10 Aminosduren enthielten, obwohl diese
aromatischen Reste zu den seltensten gehoren und nur in 3.9
bzw. 3.3 % der verfiigbaren Positionen in natiirlichen Protei-
nen vorkommen.[") Des Weiteren ziihlen diese Reste zu den
am besten konservierten, was auf spezifische und selektive
Funktionen hindeutet. Also dispergierte die Arbeitsgruppe
konzentrierte Losungen von Di(phenylalanin) in wéssrigem
Medium und beobachtete die spontane Bildung persistenter
langer Nanorohren (Abbildung 6). Diese Rohren wurden
dann verwendet, um Silbernanodréihte zu gieen, die sich
nach enzymatischem Abbau der als Gieform wirkenden
Di(phenylalanin)-Nanoréhren durch groBe Einheitlichkeit
auszeichneten.™ Fiir diese Rohren wurde durch AFM-Na-
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Abbildung 6. Selbstorganisation von Peptid-Nanoréhren iiber ein mo-
lekulares Erkennungsmotiv abgeleitet vom p-amyloiden Polypeptid.

a) Der zentrale aromatische Kern des [3-amyloiden Polypeptids ist in
den molekularen Erkennungsprozess eingebunden, der zur Bildung
von Amyloidfibrillen fiihrt. b) TEM-Aufnahmen von Nanorshren des
Diphenylalanin-Peptids. c) HR-TEM-Aufnahmen der Peptidnanorshren.
Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [152]. Copyright
2003 American Association for the Advancement of Science.

noindentierung ein Young-Modul von etwa 19 GPa ermittelt;
der Vergleichswert fiir Mikrotubuli betrigt 1 GPa.'>!

Die Artzner-Arbeitsgruppe erforschte ein einzigartiges [3-
Faltblatt-basiertes System, das spontan in einer Losung des
Octapeptids Lanreotid entsteht (Abbildung 7a)."* Das
Peptid ist eine kurze (B-Schleifeneinheit mit drei Wasser-
stoffbriicken, kovalent stabilisiert durch eine intramolekulare

alipha-
tisch

o

Q H-Briicken-Donor
] H-Briicken-Akzeptor
b)

Monomer Dimer

Abbildung 7. a) Das Lanreotid-Molekiil in der planaren -Haarnadel-
Konformation, die durch die Disulfidbriicke stabilisiert wird, die f3-
Schleife und intramolekulare Wasserstoffbriicken. b) Zwischenprodukte
und Sequenz der Selbstorganisation zur Nanoréhre. Die Bildung von
Lanreotid-Nanorshren wird durch eine Folge von Gleichgewichten zwi-
schen den verschiedenen intermediiren Spezies (Monomer, Dimer,
offene Stringe, helikale Stringe und kurze Nanoréhren) beschrieben.
Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [154], Copyright
2003 National Academy of Sciences, und Lit. [155], Copyright 2010
American Chemical Society.
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Disulfidbriicke, und bildet ein kooperatives D-A-D- und ein
komplementidres A-D-A-Wasserstoftbriicken-Erkennungs-
motiv am oberen bzw. unteren Rand der Schleifeneinheit.
Systematische Segregation von aromatischen und aliphati-
schen Einheiten treibt die unidirektionale Dimerisierung der
Schleifeneinheit unter Bildung von drei kooperativen Was-
serstoffbriicken an jedem Rand, die zur spontanen (3-Kreuz-
Anordnung in mikrometerlangen hohlen Nanorohren mit fest
vorgegebenem Radius fiihrt. Diese Rohren fiigen sich wei-
terhin zu einem hexagonal gepackten Gitter zusammen. Der
Schliissel zu der bemerkenswerten Ordnung dieses Systems
ist die zweifach positive Gesamtladung pro Peptid, die die
Anziehungskréfte ausgleicht und eine unkontrollierte Ag-
gregation verhindert.

Die Autoren vermuten, dass die entstandenen Nanordh-
ren-Strukturen, wie natiirliche Amyloide, das Ergebnis eines
kinetisch beeinflussten Gleichgewichtsprozesses sind, der
letztlich zu fehlerfreien oder sogar selbstregenerierenden und
selbstkorrigierenden Nanomaterialien fiihren konnte.'> Die
Anordnung der Lanreotid-B-Kreuz-Nanorohre dient als
Modell fiir biomimetische hierarchische Systeme. Wegen der
hohen Loslichkeit, der hochgeordneten und gleichférmigen
Struktur sowie den raschen Nukleierung und Verldngerung ist
die klare Beobachtung geordneter Zwischenzustinde und
Transformationen anders als bei natiirlichen Anordnungen
von Amyloiden einfach (Abbildung 7b). Konzentrations- und
temperaturabhédngige Rontgen- und Mikroskopiestudien
enthiillten einen dreistufigen Reaktionsweg mit aufeinan-
derfolgenden Energiebarrieren: Gleichgewichte zwischen
Monomer und Dimer, Dimer und offenem Band sowie offe-
nem Band und Nanorohre konnen eindeutig unterschieden
werden. Die Autoren beobachteten, dass die ,,spontane Ent-
stehung eines solchen wohldefinierten Komplexes und mul-
tiskaliger supramolekularer Architekturen sehr verstirkt
wird, wenn der Bildungsweg“ durch stabile, wohldefinierte
und langlebige Zwischenzustinde unterbrochen ist, ,von
denen jeder einzelne den néchsten Anordnungsschritt vor-
bereitet. Weiterhin wird der prézise und eindeutige Selbst-
assoziationsprozess durch Ausgleich der Van-der-Waals-An-
ziehung und der elektrostatischen AbstoSung angetrie-
ben. !

Wihrend das nanordhrenédhnliche Aussehen der 3-Kreuz-
Amyloid-Mimetika sie zu vielversprechenden Kandidaten fiir
hochleistungsfiahige strukturelle und nanoelektrische Mate-
rialien sowie fiir niitzliche Modellsysteme der Selbstassozia-
tion machen, stellt die Neigung der (-Faltblitter, sich in
weitrdumigen, stark wechselwirkenden, hydrophilen Struk-
turen anzuordnen, eine wertvolle Eigenschaft zur Gewinnung
neuartiger weicher Materialien wie Hydrogele dar. Dies ist
ein vielversprechender Forschungsweg, da die resultierenden
Materialien eine proteindhnliche Einstellbarkeit in die Na-
nostruktur einbringen, um die Funktionalitdt und mechani-
schen Eigenschaften zu kontrollieren, und die Materialien
génzlich aus reichlich vorhandenen natiirlichen Ressourcen
stammen. ']

Aggeli et al. stellten fest, dass die Peptide K24 und K27,
beide mit zwei Di(phenylalanin)-Kernmotiven, leicht $-Falt-
blatt-Strukturen in Lipiddoppelschichten bilden. Rontgen-
und FT-IR-Analysen zufolge ordneten sich die Peptide bei
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der Extraktion in amphiphile Losungsmittel in -Faltblatt-
Streifen mit einer maximalen Schichtdicke von 0.7 nm (ab-
geleitet aus rheologischen Messungen), was auf eine einmo-
lekulare Schicht hinweist.!"""! Diese Streifen bildeten rasch ein
stabiles Gel, das durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat
(SDS) zu einer einfachen Newton’schen Fliissigkeit denatu-
riert werden konnte. Das SDS verdeckt die Peptidamphi-
philie und induziert die Bildung einer o-Helix. Aufgrund
dieser Experimente und vorausgegangener Berichte emp-
fiehlt die Arbeitsgruppe einige Kriterien fiir das rationale
Design gelbildender Peptide: 1) Anziehungskrifte zwischen
Seitenketten iiber mehrere Fasern, 2) beschrankte Anord-
nung, durch Erkennung lateraler 3-Strange auf eine Dimen-
sion begrenzt, und 3) Funktionalitéit der Streifenoberfléche,
sodass die Loslichkeit wihrend und nach der Anordnung er-
halten bleibt.

Zhang et al. beobachteten auch helikale streifenartige
Zwischenprodukte, die sich mit ihren amphiphilen KFE-8-
Octapeptiden konzentrationsabhéngig in Bindern, Fibrillen
und Fasern anordnen.™ Dieses System, das Fasern mit
identischer Chiralitdt und dhnlichen Dimensionen wie na-
turliche Amyloide ergibt, ist eine vereinfachte Version der
dynamischen Amyloid-Anordnung. In weiteren Studien
wechselten Vauthey et al. von der alternierenden Hydrophi-
lie/Hydrophobie des KFE-8-Peptids zu hydrophil/hydropho-
ben ,Kopf-Schwanz“-Mustern wie in VD, und fanden
heraus, dass sich diese relativ billigen und funktionalisierba-
ren Peptide in langen Nanorchren und Vesikeln aus (3-Falt-
blatt-Doppelschichten anordnen.™! Deming et al. wendeten
solche Kopf-Schwanz-Amphiphile ebenso erfolgreich an, um
einstellbare, sich schnell wiederherstellende Hydrogele fiir
potenzielle biotechnologische Anwendungen zu erhalten.!'

Aulisa et al. entwickelten das rationale Design [3-Faltblatt-
bildender amphiphiler Peptide weiter. Das Peptid K,(QL):K,
zum Beispiel, hat einen Kern aus wechselnden hydrophilen
(Glutamin) und hydrophoben Elementen (Leucin), ein all-
gemeines B-Kreuz-Fibrillenmotiv.'"""! Um die Anordnung auf
eine Dimension zu begrenzen, wurde die Kernsequenz von
sich selbst abstoBenden geladenen Lysin- (positiv) oder
Glutaminsdureresten (negativ) umgeben. In dem sie die An-
ziehung und Abstofung fein abstimmten, konnten die Auto-
ren die Gelbildung durch Einstellung des pH-Werts und der
Ionenkonzentration steuern. Sie erhielten streng gleichfor-
mige doppelseitige 3-Kreuz-Biander mit Langen von einigen
Mikrometern, was die biomimetische Strategie der ,mole-
kularen Frustration“ als Methode zur kontrollierten Anord-
nung von funktionellen Materialien eindrucksvoll demon-
striert.[!] Weitere Faserverlingerung und -vernetzung konnte
durch Zugabe zweiwertiger Kationen, um die flankierenden
Séaurereste zu verbinden, sowie durch kovalente Fixierung des
Gel-Netzwerks durch Oxidation der Cysteinreste auf der
exponierten hydrophilen Seite der Fasern erreicht werden.
Wie in Aggelis amphiphilem Peptidsystem zeigten die Gele
thixotropes Verhalten, d.h. sie verdiinnen sich bei Scherung,
verfestigen sich jedoch nach Entfernen der Scherkraft rasch
wieder. Daher konnen diese Gele leicht injiziert werden und
ihre mechanischen Eigenschaften in situ spontan wieder
herstellen. Eine weitere Verbesserung der kovalenten An-
ordnung und Festigkeit der f-Faltblatt-Gele wurde von Jung
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et al. auf biokompatible Weise durch native chemische Liga-
tion erreicht.!"*?

Obwohl geordnete Ladungen in amphiphilen Peptiden als
Designstrategie fiir biomimetische amyloiddhnliche Mate-
rialien vielversprechend sind, gibt es zweifelsfrei einige An-
wendungen, bei denen die fiir die Loslichkeit notwendige
Dimensionsbeschrinkung der Anordnung unerwiinscht ist.
Um die Dimensionalitit des Anordnungsprozesses zu erwei-
tern, trotz Beibehaltung der Loslichkeit, die fiir die Kontrolle
des Prozesses unerlésslich ist, wurden verschiedene chemisch
ausgeloste Anordnungstrategien entwickelt. So demonstrier-
ten Collier et al. die extern ausgeloste Anordnung amyloid-
imitierender Peptide durch Licht/Temperatur-induzierte
Spaltung salzhaltiger Liposome, was zur Abschirmung der
AbstofBungskrifte der geladenen Peptide und zur rdaumlichen
und zeitlichen Aggregationskontrolle fiihrte.'®! Cao et al.
nutzten ein ,,Schalter“-Peptid, um eine Anordnung auszulo-
sen (Abbildung 8).! Ser20 des IAPP(Amylin)-Amyloid-

HO. HO.
- 0. -H Co. [*] o ]
N [¢] - o H H
"8 )\(”J’\mf APV N N N W"Y"\NLW“‘HK'*
H3N H +H HaN H S H 5 CHCONH,
® O CHCONH, O  CH,CONH, HO'
pH- Acyl-

Sprung  Verschiebung Assoziation

S

Abbildung 8. Durch ein ,Schalter-Peptid“ ausgel6ste Assemblierung.
Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [164]. Copyright
2010 American Chemical Society.

bildenden Peptids wurde tiber eine Esterbindung zwischen
dem benachbarten Rest und der Serin-Hydroxygruppe in die
Sequenz eingebaut, wodurch das Wasserstoffbriickensystem
des p-Faltblatt-Kerns aufgebrochen wird. Wenn die freie
Ammoniumgruppe der Aminosédure durch Erhéhung des pH-
Werts deprotoniert wird, tritt eine rasche Transamidierung
ein, die das Wasserstoffbriickensystem wiederherstellt und
zur spontanen Faserbildung fiihrt."* Kiirzlich entwickelten
Bowerman et al. ein iiber terminale Cysteinreste cyclisiertes
KFE-Derivat.'* Disulfidreduktion &ffnete den Makrocyclus
und 16ste eine amphipatisch vermittelte Filamentbildung aus.

Durch Einbau einer kiinstlichen $-Schleifeneinheit zwi-
schen zwei amyloidimitierenden Peptiden ist es moglich, die
resultierenden (-Kreuz-Strukturen zu stabilisieren. Zu
diesem Zweck verwendeten Kelly et al. ihren zuvor entwi-
ckelten kationischen peptidomimetischen Rezeptor, der auf
einer 2,8-Dibenzofuryl-p-Schleifen-Imitation beruht.'*! Die
Autoren fiihrten anionische Peptide als Gastspezies ein, um
eine weitreichende Anordnung zu katalysieren, unter be-
stimmten Bedingungen kam es aber zur Selbstassoziation des
Rezeptors tiber Intercalation von f-Faltbldttern und stabili-
sierende Wechselwirkungen zwischen kationischen und aro-
matischen Funktionen. Dabei wurden zahlreiche, stark amy-
loiddhnliche  Fibrillenmorphologien beobachtet, deren
Struktur sehr einfach durch wechselnde pH-Werte oder Io-
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nenstdrken der zu mischenden Losungen beeinflusst werden
konnte. In einer dhnlichen Strategie verwendeten Schneider
et al. eine kiinstliche D-Pro-p-Pro-Schleife, um die pH-ab-
hiangige Anordnung von f-Faltblatt-Hydrogelen des MAX1-
Polypeptids zu erzielen.*”

Da die bisher angesprochenen biomimetischen Strategien
zur Anordnung von (3-Faltblatt-Fibrillen auf kurzen einzel-
oder doppelstringigen Aufbausequenzen sowie ganzen Pro-
teinpolymeren beruhen, sind die resultierenden Anordnun-
gen normalerweise entweder extrem hart und sprode, wie im
Fall von Di(phenylalanin), oder sehr weich, wie von MAX1
abgeleitete Hydrogele. Es wire demnach vorteilhaft, ein
amyloidimitierendes System zu entwickeln, das die inhédrente
Hirte der hierarchischen Amyloid-Nanostruktur mit der
giinstigen Einstellbarkeit und chemischen Funktionalitét
kurzer biomimetischer Systeme vereint. Zu diesem Zweck
haben Yu et al. eine konvergente Synthesemethode entwor-
fen, um p-Faltblatt-Fibrillen bildende Peptidpolymere mit
hohem Molekulargewicht herzustellen und gleichzeitig die
inhdrente Komplexitidt der Biotechnologie zu vermeiden.
Schlussfolgernd, dass die kovalente Bindung mehrerer
kurzer, Band-bildender Sequenzen die starken mehrskaligen
hierarchischen Anordnungen entropisch begiinstigen wiirde,
verwendeten die Autoren ihre zuvor entwickelte 1,3-Triazol-
Schleifen-bildende Einheit,'®® um viele kurze, synthetisch
zugéngliche Alanin-Wiederholungsblocke iiber eine Poly-
merisation durch Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddi-
tionen zu verbinden (Abbildung 9).'%! Um eine vorzeitige
Anordnung zu verhindern, wurde eine sdurelabile Dimeth-
oxybenzyl(DMB)-Amidschutzgruppe wihrend der Synthese
benotigt. Nach pH-induzierter Abspaltung ordneten sich die

’ \{2’ .
f\&/ 1 4

Abbildung 9. a) Durch Cycloaddition induzierte Faltung und Selbstas-
soziation: Eine [2+3]-Cycloaddition fuihrt zur Polymerisation eines ge-
schiitzten Peptidmonomers. Nach Entschiitzung falten sich die Poly-
peptide in definierte antiparallele 3-Stringe, und durch Selbstorganisa-
tion mehrerer (3-Faltblitter entstehen hierarchische Nanofibrillen.

b) Eine typische TEM-Aufnahme von Nanofibrillen des (3-Faltblatt-Poly-
mers und eine stark vergroflerte Ansicht einer Nanofibrille. Wiederga-
be mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [169].
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Peptidpolymere in langen, hierarchisch organisierten Fibril-
len an. Von weiteren Sequenzvariationen und besser kon-
trollierter Weiterverarbeitung versprechen sich die Autoren
ein (-Faltblatt-Polymer mit einstellbaren hochentwickelten
funktionalen Eigenschaften.

3.2.2. Funktionale Materialien aus Oligomer/Polymer-Peptid-
Hybriden

Ein anderer Weg zu amphiphilen selbstassoziierenden f3-
Faltblatt-Systemen ist die Einfiihrung eines nichtpeptidischen
Strukturteils als weiterer Einflussparameter der Assoziation.
Dieser Ansatz wurde elegant von Hartgerink et al. demon-
striert.""*1"11 Wird die LadungsabstoBung durch Einstellung
des pH-Werts ausgeglichen, ordnen sich die Peptid-Alkyl-
Konjugate reversibel in gleichméBigen Fasern an, wobei die
B-Faltblétter senkrecht zur Faserachse orientiert und die li-
pophilen Dodecylgruppen ins Innere gerichtet sind. Der
Einbau von Cystein in die Sequenz ermoglichte eine perma-
nente Fixierung dieser Strukturen durch Bildung intermole-
kularer Disulfidbriicken. Paramonov et al. illustrierten wei-
terhin die Bedeutung der (-Kreuz-Wasserstoffbriicken-An-
ordnung nahe des Faserkerns, im Gegensatz zur einfachen
hydrophoben Packung, aufgrund der Beobachtung, dass se-
lektive Methylierung der Amide in Nachbarschaft zum Al-
kylende die Anordnung zu Fibrillen verhinderte. IR-spek-
troskopische Messungen parallel und senkrecht zur Faser-
achse sprechen fiir einen Zustand zwischen gewundener
Helix und p-Schichtstruktur und enthiillten damit die mole-
kulare Basis fiir die Stabilitdt der Nanofasern und die Stre-
ckung entlang der z-Achse.'’? Kiirzlich zeigten Pashuck et al.
die Moglichkeit der Feineinstellung dieser Stabilitdt (Stei-
figkeit) durch Variation der V/A-Sequenz und somit dem
Grad der hierarchischen kooperativen Konnektivitit der 8-
Faltblitter innerhalb der Fibrille."” Zur weiteren Kontrolle
der Anordnungseigenschaften wurde eine photolabile o-Ni-
trobenzyl-Schutzgruppe in nichster Ndhe zum Alkylende
eingebaut.[™

Smeenk et al. nutzten ebenfalls den Hybridansatz, aber
mit entgegengesetzter Polaritdt. Die Arbeitsgruppe expri-
mierte einen Polyalanin-B-Faltblatt-Kern mit strategisch
platzierten Glutaminsduregruppen, um nach der Anordnung
die Aggregation entlang der breiteren Fibrillenachse durch
LadungsabstoBung zu blockieren. PEG-Blocke wurden dann
an terminale Cysteine konjugiert, womit die Anordnung auf
eine Dimension beschrénkt wurde, was zu gleichférmigen,
einige Mikrometer langen Fibrillen fiihrte.']

Moderne kontrollierte Polymerisationstechniken nut-
zend, wurden Hybridstrategien zur Anordnung von Fibrillen
weiterentwickelt. Hentschel etal. verwendeten eine von
einem Schalter-Peptid ausgeldstes Anordnung mit hydro-
phobem Poly(n-butylacrylat)!'"® oder hydrophilem PEG!"" in
Peptid-Polymer-Konjugaten, um geordnete Bandstrukturen
in organischen bzw. wissrigen Medien zu erhalten. Enzyma-
tisch induzierte Anordnung wurde ebenfalls demonstriert"’*!
sowie zerstorungsfreie chemische Modifizierung nach Ag-
gregation.'”” Dieselbe Gruppe fiihrte Oligothiophen-Ein-
heiten ein™” mit dem endgiiltigen Ziel der kontrollierten
Anordnung von Nanostrukturen zu molekularen Drihten.
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Die Arbeitsgruppen von Frauenrath™®"'¥ und van Hest!"**
verfolgten eine dhnliche Strategie, indem sie die Polyacety-
len-Synthese iiber [-Faltblatt-bildende Oligopeptidanord-
nungen erfolgreich kopierten und hochst gleichformige,
amyloidédhnliche helikale molekulare Bandleitungen erhiel-
ten.

Trotz der Schwierigkeiten, die bei der Erforschung solcher
unloslicher Systeme auftreten, wurden wesentliche Fort-
schritte im Verstdndnis und bei der Nachahmung von Mate-
rialien aus (3-Faltblatt-Fibrillen erzielt. Mit weiterem Einsatz
ist zu erwarten, dass sowohl die einstellbare Anordnung als
auch die leistungsfahigen mechanischen Eigenschaften dieser
vergleichbar einfachen Nanostruktur zu tiefgreifenden tech-
nologischen Fortschritten fithren werden.

4. -Faltblatt-Nanoverbundstoffe

Seide ist ein bemerkenswertes Proteinmaterial, das in der
Natur bereits seit 400 Millionen Jahren verwendet wird, vor
ein paar tausend Jahren fiir die Massenproduktion der Sei-
denfasern angepasst, aber erst vor kurzem abgebaut und in
vivo synthetisiert wurde. Die eingeschriankte Verfiigbarkeit
dieses niitzlichen Materials im Verlauf des Zweiten Welt-
kriegs gab den Anstof3 zur Synthese der ,kiinstlichen Seide®
Nylon, womit die Entwicklung von Materialien aus petro-
chemischen Rohstoffen einsetzte.!'™¥ Da die Proteingrund-
bausteine dieser Fasermaterialien fiir bestimmte mechanische
Eigenschaften entworfen wurden und weniger fiir die kata-
lytischen und Erkennungsfunktionen der meisten globulédren
Proteine, bilden sie faszinierende Geriiste fiir fortgeschrittene
Biomaterialien."™ Die variable Designstrategie und um-
weltvertrigliche Synthese macht Seide zu einer fast univer-
sellen Basis fiir ein groBes Spektrum an Materialien.'*! Die
hoch repetitve Primérsequenz und die makroskopischen Fi-
genschaften verschiedener Seidenproteine wurden kiirzlich
behandelt.*”

4.1. Spinnenabseilfadenseide

Mehrere  natiirliche  Strukturproteinpolymer-Fasern
werden als Seide klassifiziert. Die Motte Bombyx Mori pro-
duziert beispielsweise einen steifen, aber sproden Seidenfa-
den zum Schutz ihrer Larvenkokons."®! Spinnen sind andere
bekannte Seideproduzenten. Das entsprechende Organsys-
tem der Spinne hat sich iiber hunderte Millionen Jahre wei-
terentwickelt, und oft kann derselbe Organismus ungewoh-
liche Fasern mit stark variierenden mechanischen Eigen-
schaften spinnen, die jeweils an spezifische Aufgaben ange-
passt sind.'™ Neben der Abseilfadenseide, die Fangnetze
mechanisch unterstiitzt und die Mobilitédt der Spinne erhoht,
synthetisieren viele Spinnen beispielsweise eine Elastin-dhn-
liche Seide, die sich nach dem Spinnen, dem Beschichten mit
einem spezifischen Molekiilcocktail und Anfeuchten mit
Wasser zu einer idealen ballistischen Falle entwickelt.!**1%
In jedem Fall sind die mechanischen Eigenschaften der Seide
eine direkte Folge aus der spezifischen Polypeptid-Sequenz
und den Extrusionsbedingungen (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Synthese einer B-Faltblatt-Superfaser mit Nanoverbund-
struktur: Spinnprozess und Morphologie der selbstorganisierten Spin-
nenabseilfaden-Seide.

Die Abseilfadenseide der Spinne ist eines der wirklich
multifunktionellen Materialien der Natur (Tabelle 2).'*!
Unter Zug oder Druck iibertrifft es die meisten von Men-

Tabelle 2: Vergleich der mechanischen Eigenschaften gebriuchlicher
hochfester Fasern.?

Material Zugfestigkeit ~ Bruchdehnung  Zihigkeit
[MPa] [%] (M) m’]

Kokonseide von 600 18 70

Bombyx mori

Abseilfadenseide von 1100 27 160

Araneus diadematus®

Nylon 900 18 80

Kevlar 49 3600 2.7 50

Hochfester Stahl 1500 0.8 6

[a] Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [193], Copyright
Portland Press Limited. [b] Spinnen-Abseilfadenseide ist das zaheste
bekannte natiirliche und kiinstliche Fasermaterial.

schen gemachten Materialien (Young-Modul: 10-50 GPa;
maximale Streckung bis zum Bruch: 10-30 %; Zugstarke: 1.1-
1.4 GPa)!"* %! und weist zudem andere hochentwickelte Ei-
genschaften, z.B. ein Formgedichtnis, auf.'"”® Das seidene
Abseilfaden-Biopolymer ist lange erforscht worden und friith
als ideales Modell fiir anspruchsvolle biomimetische Mate-
rialien identifiziert worden. Wie bei den anderen beschrie-
benen Materialien haben neuere Fortschritte in hochauflo-
sender Mikroskopie und Spektroskopie sowie in der Com-
putermodellierung signifikante Einblicke in den molekularen
Mechanismus geliefert, der hinter den bemerkenswerten Ei-
genschaften der Seide steht.'"1’)

Obwohl der hohe B-Faltblatt-Anteil in der Abseilfaden-
seide schon frith durch Rontgenbeugungsstudien an Seiden-
Fibroin bekannt war,*” konnte die Aminosiuresequenz der
Proteinvorstufe der starksten und hértesten Seidenfaser, der
der groen Ampullendriise (Major Ampullate Silk), bis 1990
nicht genau bestimmt werden.”® Erst Xu und Lewis gelang
die Sequenzierung eines cDNA-Fragments, das durch reverse
Transkription einer mRNA erhalten wurde, die sie durch er-
zwungene Seidenproduktion in Nephila clavipes, einem Ab-
seilfadenseide-produzierenden Modellorganismus, gewonnen
hatten.”"” Die Forscher stellten fest, dass die Proteinsequenz
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im Allgemeinen nicht starr konserviert war, aber sie identi-
fizierten zwei deutliche repetitive Segmente: eine Reihe sich
wiederholender Module aus 4-6 Alaninresten, flankiert von
3-4 GGX-Wiederholungen. Deshalb #hnelt die Protein-
struktur einem segmentierten Multiblock-Copolymer.

In einem vereinfachten Modell kann man sich die Struk-
tur eine Abseilfadenseide als halbkristallines Material aus
miteinander wechselwirkenden amorphen Proteinketten
vorstellen, die physikalisch vernetzt sind und durch starke
und steife antiparallele (B-Faltblatt-Nanokristalle verstirkt
werden.”?™ Diese Kristallite nehmen 20-35% des Materi-
alvolumens ein.”™ Essenziell fiir die ungewohnlich hohe
Druckfestigkeit der Seidenfaser sind sowohl streng orien-
tierte Kristallite als auch schwach orientierte ,,Protokristal-
le“,?%! moglicherweise um die Vorteile eines ,,gestaffelten
Moduls zu nutzen und die Wahrscheinlichkeit eines vorzeiti-
gen Abreiflens an einer Grenzfldche zu verringern. Ebenso
wichtig ist die GroBe der Kristallite, die durch strategisch
platzierte Glutamin- und andere polare sperrige Reste, die
eine weiter reichende Kristallpackung unterbrechen, auf
<10nm beschrinkt ist. Atomistische Simulationen von
Keten et al. haben gezeigt, dass diese Beschrinkung der
KristallitgroBe die Zahl gleichzeitig bestehender Wasser-
stoffbriicken auf etwa 4 pro Faltblatt begrenzt, was der sta-
bilsten Zahl fiir Interstrang-Wechselwirkungen entspricht.
Durch diese Wachstumsbegrenzung wird die Bildung von
Defekten wihrend des Kristallitaufbaus effizient beschrénkt.
Eine anschlieBende Deformation wird daher gleichméBig
verteilt, und bei einer Maximalbelastung kommt es zu einem
konzertierten Versagen.?"”)

Obwohl die selbstorganisierte Nanopartikelkomponente
fiir die endgiiltigen mechanischen Kompositeigenschaften
ausschlaggebend ist, nimmt sie nur einen Bruchteil des Ma-
terialvolumens ein. Zusétzlich zum Elastin-dhnlichen
GPGXX-Motiv ist das ,weiche“ GGX-Wiederholungsseg-
ment ein wichtiger Bestandteil des hierarchischen Verbund-
materials und seine Sekundérstruktur daher sehr bedeutsam
fiir die mechanische Leistung der Abseilfadenseide. Die Po-
lymerketten dieser Matrix konnen gewissermalf3en als amorph
betrachtet werden, obwohl eine lokale Variabilitdt im Modul
der Matrix essenziell fiir die Modellgenauigkeit ist. Kiirzlich
haben Rontgenstrukturstudien auf einen relativ hohen Grad
an Ausrichtung und sekunddrer Ordnung innerhalb der
»amorphen“ Seidenkomponente hingewiesen, was zu dem
.Zweiphasen“-Matrizenmodell von Jelinski et al. fiihrte.?*
Anhand der Daten schlugen die Autoren eine gestreckte 3;-
Helix-Konformation fiir die GGX-Wiederholungssegmente
vor, im Einklang mit der Dehnstromung der Seide-Gel-
Losung wéhrend des Spinnens. Dieser Aufbau fiihrt zu einer
effizienten, aber nicht kristallinen Packung durch Bildung
von Interstrang-Wasserstoffbriicken, was die mechanischen
Eigenschaften verglichen mit einer rein amorphen Matrix
signifikant verbessern konnte, wihrend die fiir die Elastizitét
benotigte konformative Flexibilitit erhalten bleibt. Um den
Ordnungsgrad dieser Matrixkomponente besser beurteilen zu
konnen, fiitterten van Beek et al. Spinnen mit *C-angerei-
cherten Aminosduren und studierten die resultierenden
Seiden als Festkorper durch NMR-spektroskopische 2D-
Korrelationstechniken.™ Nach Analyse der a-Kohlenstoff-
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Torsionen fanden die Autoren in Ubereinstimmung mit dem
»Zweiphasen“-Matrix-Konzept eine ,,Ordnungskorrelations-
funktion“ von 0.742. Die mechanischen Eigenschaften von
Seide konnen daher als Funktion des Volumenanteils von
streng geordneter Komponente (f-Kristallit) und weniger
geordneter Komponente (Matrix) modelliert werden.”'!

Weil Abseilfadenseide ein modulares selbstorganisiertes
Nanoverbundmaterial ist,*'"! lassen sich KristallitgroBe, Sei-
tenverhéltnis und Grenzflichenenergie genau -einstellen,
wobei die iiblichen Hindernisse auf dem Weg zum idealen
Nanoverbundmaterial vermieden werden, wie hohe Mi-
schungsviskositdt oder Abblittern der Partikelaggregate.
Daher ist die Spinne in der Lage, die gewiinschte Balance
zwischen Anfangsmodul, Zugfestigkeit, Dehnbarkeit und
Belastbarkeit fiir jede spezifische Anwendung herzustellen.

Im Unterschied zu kiinstlichen Hochleistungspolymeren
wie Kevlar, die harsche und umweltschidliche Verarbei-
tungsbedingungen erfordern,?? ordnet sich das Seiden-Pro-
teinpolymer aus einer wissrigen Losung bei Umgebungs-
temperatur hierarchisch zu einer funktionalen Faser. Die Li-
teratur iiber den Spinnprozess von Seide wurde erst kiirzlich
in Ubersichten zusammengefasst.'”®! Anders als die anderen
natiirlichen Materialien, die in hier besprochen werden, wird
Spinnenseide in vivo durch einen komplexen Spinnprozess
ausgestofSen. Daher sind die chemischen, mechanischen und
thermischen Bedingungen, unter denen die stabile vorge-
sponnene Polymerlésung dehydratisiert wird, um eine tro-
ckene Faser zu bilden (die ,,Verarbeitungsbedingungen®)
mindestens genauso wichtig fiir die endgiiltigen mechani-
schen Eigenschaften der Seide wie die Primérsequenz des
polymeren Ausgangsmaterials.*'>?4l Es gibt zwei primire
Modelle fiir das Spinnen der Abseilfadenseide: 1) Die Pro-
teinvorstufen liegen in einem geordneten, fliissigkristallinen
vorgesponnenen Zustand vor, der die Viskositdt der Spinn-
16sung optimiert und die Bildung von Defekten wéhrend der
Kristallisation unterdriickt,'”” und 2) eine lyotrope Auftei-
lung ergibt kolloidale Zwischenzustinde, die eine friihzeitige
Aggregation wihrend des Kristallitaufbaus verhindern."!
Beide beruhen auf der genauen rdumlichen Kontrolle iiber
eine Reihe chaotroper/kosmotroper chemischer Parameter
(wie Ionenkonzentration und pH-Wert), die durch spezielle
Zellen entlang des Spinnkanals vermittelt wird.

Zwei neuere Studien liefern wichtige Erkenntnisse zum
molekularen Mechanismus, der die Anordnung der Seiden-
fasern lenkt.”! Die Untersuchungen konzentrierten sich auf
die Rolle der nichtrepetitiven (NR) N- und C-Termini der
Proteinvorstufe des Seiden-Spinnstoffs, die erwiesenerma3en
eine seltene a-helikale Fass-Tertidrstruktur einnehmen. As-
karieh etal. konstruierten ,Mini-Spidroine® mit nur vier
wiederholten Cosegmenten zwischen den Termini, um die
Hypothese zu testen, dass die N-terminale NR-Region die
pH-abhingige Spidroin-Aggregation auslost.”?’”! Durch Be-
obachtung der thermodynamischen und chemischen Stabilitét
des gefalteten Proteins sowie des LCST-Verhaltens haben
Hagn et al. bewiesen, dass die C-terminale Region als pri-
mirer rdumlicher Regulator der geordneten Faserbildung
dient (Abbildung 11).”"®l Bemerkenswerterweise haben beide
Arbeitsgruppen herausgefunden, dass die terminale Region
des Spidroins nicht nur fiir den geordneten Aufbau der Faser
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Abbildung 11. Die Schliisselrolle der nichtrepetitiven (NR-) Domine
des Seidenfibroins bei der Assoziation von Seidenfasern. Wiedergabe
mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [218]. Copyright 2010 Nature
Publishing Group.
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verantwortlich ist, sondern auch die unerwiinschte Aggrega-
tion und katastrophale Aushdrtung im konzentrierten
Speicherzustand des Seidenspinnstoffs hemmt.

4.2. Spinnenabseilfaden-Mimetika
4.2.1. Rekombinante Seide-Mimetika

Die rekombinante DNA-Proteinexpression von Seide-
imitierenden Proteinen und die anschlieBende Verarbeitung
sind ausfiihrlich beschrieben worden.”" Durch den biotech-
nologischen Ansatz konnten 1) die Kettenkonformation,
2) die Lamellendicke, 3) die Struktur einer Zelleinheit und
4) die lamellare Oberflichenstruktur von Nanokristallen in
einem monodispersen Material systematisch variiert
werden.?”! Krejchi et al. nutzten diesen biosynthetischen
Weg, um gezielte Struktur-Eigenschafts-Studien an isolierten
B-Faltblatt-Nanokristallsegmenten durchzufiithren. Thr Ziel
war es, den hohen Grad an Kontrolle iiber die Kettenarchi-
tektur und die supramolekulare Organisation der Spinnen-
Abseilfadenseide nachzuahmen.*!!

Qu et al. entwickelten dann auf biotechnologischem Weg
ein modulares Proteinpolymer, das sowohl die (-Faltblatt-
Form als auch Elastin-dhnliche Wiederholungen enthielt.[**”!
Die Arbeitsgruppe wihlte das von Zhang et al.””! entwi-
ckelte losliche amphiphile Oligopeptid (AEAKEAKAK),
fiir die harten Blocke, die den pH-induzierten Wechsel von
der a-Helix- zur p-Faltblatt-Konformation eingehen sollten.
Das GPGQQ-Elastin-Mimetikum wurde als Weichblock-
Wiederholungseinheit eingesetzt. Unter Bedingungen, die die
Bildung der a-Helix-Struktur in den Hartblock-Wiederho-
lungen nicht begiinstigten, zeigte das Polymer, wie vorher-
gesagt, eine irreversible Hydrogelierung durch f-Faltblatt-
Aggregation.”?

Ein Hauptproblem bei der Arbeit mit grofSeren biotech-
nologisch hergestellten Seide-Mimetika ist die vorzeitige und
irreversible Aggregation der Alanin-reichen Segmente. Um
diese Komplikation zu vermeiden, entwickelten Valluzzi et al.
ein Seidenprotein mit strategisch platzierten Methioninres-
ten.?"! Diese konnen oxidiert werden, um die Polaritit des
Proteins zu erhohen, sodass anstelle eines sonst hydrophoben
Rests ein polares Sulfoxid reversibel angefiigt wird. Die Au-
toren stellten fest, dass der Methionin-,, Trigger”, sobald er
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reduziert ist, um die Aggregation einzuleiten, nicht in den
Organisationsprozess der Seide eingreift, was eine einfache
Handhabung des ansonsten heiklen Seidenproteins ermog-
licht. Im Unterschied zu natiirlicher Seide und den meisten
Mimetika konnte zudem die Anordnung durch erneute Oxi-
dation des Methionins wieder aufgelost werden.?”! Da die
Bedingungen dieses Auslosungsschritts ziemlich scharf sind,
haben Winkler et al. Serin-Phosphorylierungs/Dephosphory-
lierungs-Stellen eingebaut, um die Aggregation durch ein
milderes enzymatisches Signal zu vermitteln.”!

Nagapudi et al. schlugen einen alternativen Weg ein, der
wesentlich vom natiirlichen Aufbau abwich. Sie entwickelten
ein  ABA(hart-weich-hart)-Polypeptid-Seidenmimetikum,
das analog zu synthetischen Polystyrol-b-polybutadien-b-po-
lystyrol-Systemen ist und drei gro8e Blocke anstelle vieler
kleiner Segmente aufweist. Dieses ,,thermoplastische Prote-
inelastomer* konnte zu mechanisch robusten Filmen verar-
beitet werden, deren Festigkeit, Hirte und Dehnbarkeit
durch Variation von Losungsmittel, Temperatur und pH-Wert
einfach eingestellt werden konnten.?”)

Bei der Herstellung von Abseilfadenseide-Mimetika im
industriellen MafBstab ergeben sich zusétzliche Herausforde-
rungen. Beispielsweise verhindert der repetitive Sequenz-
aufbau die Verwendung von PCR, und die Anordnung der
Codons erschwert eine Expression in Prokaryoten.” In den
1990er Jahren konnten Forscher von DuPont komplette Ab-
seilfadenseiden-Gene in einem bakteriellen Vektor erfolg-
reich klonen und exprimieren,?”! wodurch — unter Einsatz
moderner Mikrofabrikationstechnologie — Spinnprozesse mit
unterschiedlichen Graden an mechanischer und chemischer
Kontrolle moglich wurden.™” Lazaris et al. gelang ein be-
merkenswerter Durchbruch durch Verwendung von Sduge-
tierzellen, die losliche Seidenproteinpolymer-Mimetika mit
hohem Molekulargewicht in der Milch transgener Ziegen
produzieren,®" allerdings verhinderten die geringe Ausbeute
und die Aggregation wihrend der Speicherung den kom-
merziellen Einsatz dieser Technologie. Kiirzlich verwendeten
Huemmerich et al. eine Kombination aus Festphasen-DNA-
Synthese und PCR, um Gene zu erhalten, die sich fiir die
Expression in E. coli eignen, um die inhdrenten Synthese-
probleme zu umgehen.”® Neben Studien zur Struktur-Ei-
genschafts-Beziehung der nichtrepetitiven Doménen haben
die Autoren auch einen biomimetischen Spinnprozess ent-
wickelt, der moglicherweise synthetische Seidenfasern mit
den besten mechanischen Eigenschaften liefern konnte.”!

4.2.2. Seide-Hybrid-Mimetika

Die Entwicklung von Spinnenabseilfaden-Mimetika er-
freut sich eines anhaltenden Interesses, doch die inhdrenten
Probleme, die mit der Steuerung der Kristallisation der (-
Faltblatt-Peptide einhergehen, und die Bedeutung des kom-
plexen Spinnprozesses machen dies zu einer extrem an-
spruchsvollen Aufgabe. Aufgrund der Feststellung, dass sich
thermoplastische Elastomere und Abseilfadenseiden vom
Aufbau her grundsitzlich dhneln, nutzten Rathore et al. eine
Diamin-Diisocyanat-Polymerisation, um kurze (-Faltblitter-
bildende AGAG-Wiederholungseinheiten mit verschiedenen
weichen PEG-Regionen zu verbinden.* Die In-situ-Bildung
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von Isocyanat aus PEG-Disduren mit nachfolgender Kon-
densation ergab Polyharnstoffe mit hohem Molekulargewicht
(8-16 kDa) in guter Ausbeute. Einfaches Gieen konzen-
trierter Trifluorethanol-Losungen lieferte mikrophasenge-
trennte Filme mit einem hohen Anteil an (3-Faltblittern, wie
durch AFM, FTIR- und “C-NMR-Spektroskopie sowie
Rontgenstrahlbeugung belegt wurde. In nachfolgenden Zug-
versuchen beobachtete die Arbeitsgruppe vielversprechende
mechanische Eigenschaften, die (ohne Prozessoptimierung)
eine GroBenordnung kleiner sind als bei Spinnenseide. Shao
et al. folgten einem &dhnlichen Ansatz, sowohl mit einem
kurzen aliphatischen Abstandhalter™ als auch einem lin-
geren weichen Polyisoprenblock, was ebenfalls zu Polymeren
mit hohem B-Faltblatt-Anteil fiihrte.?*

Trotz dieser eleganten Studien bleibt der Aufbau eines
synthetischen Polymers, das sowohl die Struktur als auch die
mechanischen Eigenschaften der Spinnen-Abseilfadenseide
imitieren kann, eine groBe Herausforderung. Ein feiner Ab-
gleich der verschiedenen molekularen Parameter, die die
Sekundarstruktur des Polymers bestimmen, wird benotigt, um
optimale mechanische Eigenschaften zu erreichen.*” Au-
Berdem ist der Spinnprozess der Faser extrem wichtig, um die
gewiinschten mechanischen Charakteristika zu erhal-
ten.**>*! Weitere Fortschritte auf diesem Gebiet werden
wahrscheinlich aus einer engen Zusammenarbeit zwischen
Chemikern, Biologen, Materialwissenschaftlern und Inge-
nieuren hervorgehen.

5. a-Helix-basierte Fasern
5.1. Natiirliche a-Helix-basierte hierarchische Fasern

Die a-Helix ist eine der wichtigsten Sekundédrkonforma-
tionen von Peptid- und Proteinpolymeren. Pauling et al.
haben diese a-Helix-Struktur im Jahr 1951 vorgeschlagen und
damit den Weg fiir die moderne Proteinstrukturaufkldarung
geebnet.”* Vom Standpunkt der Materialwissenschaft ist die
federartige Molekiilstruktur einfach und iiberzeugend. a-
Helikal hierarchisch angeordnete Faserproteine wie Vimentin
und Keratin spielen eine Schliisselrolle als Geriistelemente
der eukaryontischen Zelle, die unter Stress die mechanische
Integritit der Zelle erhalten®!! und die strukturelle Basis fiir
robuste Materialien wie Haare, Horner und Hufe bilden.?*?

Im Kern basiert die a-Helix, wie viele andere hier be-
schriebene Proteinmaterialien, auf O--H—N-Wasserstoffbrii-
cken. Die néchste Stufe, eine vollstandige Helix-Windung mit
3.6 Aminosdureresten, enthilt drei dieser Wasserstoffbrii-
cken, und viele Windungen bilden das a-helikale Filament.**!
Filamente dieses Typs konnen sich weiter in Dimeren oder
Doppelwendeln anordnen. Das intermediére Filament (IF)
Vimentin des Cytoskeletts beispielsweise ist eine homodi-
mere Doppelwendel zweier a-helikaler Proteine. Das Dimer
ist polarisiert mit einem ,,Kopf*“ und einem ,,Schwanz*, und
diese Orientierung kodiert zusammen mit kurzen exohelika-
len Proteinfaltungen die endgiiltige Anordnung weitreichen-
der, mechanisch robuster Fibrillen.[?*2+]

Anders als synthetische Materialien, wo selbst kleinste
Defekte oder Risse typischerweise gewaltige EinbuBien an
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mechanischer Festigkeit nach sich ziehen, zeigen natiirliche
Materialien wie Haare eine bemerkenswerte Fehlertoleranz.
Kiirzlich zeigten Molekiildynamiksimulationen idealisierter
a-Helix-Netzwerke ein dhnliches Verhalten, als die drei
Wasserstoffbriicken der helikalen Windung gezielt reversibel
gebrochen wurden. Dieser Entfaltungsvorgang lduft in Form
einer ,,Elongationswelle“ das Filament entlang, wobei Ener-
gie umgewandelt und verborgene Linge freigelegt wird, bis
die Helix komplett abgewickelt ist und die Belastung an das
nidchste a-Helixmodul in dem Netzwerk weitergegeben
wurde. Die Organisation dieser helikalen Module in hierar-
chische Nanostrukturen liefert Materialien mit hoher Festig-
keit und exzellenter Fehlertoleranz.[*!

Ordnen sich zwei dieser Helices zu einer, zeigen die re-
sultierenden Materialien ,,Superelastizitdt“: Sie konnen
starke Deformationen bei hoher Festigkeit kompensieren.
Dieses Verhalten ist analog zur zunehmenden Festigkeit eines
Seils mit steigender Zahl eingeflochtener Schniire. Auflerdem
zeigen o-helikale Dimere mit ,,Coiled-Coil“-Struktur eine
nichtlineare Spannungs-Dehnungs-Kurve, bekannt als Kalt-
verfestigung, jenseits des von einer entropischen Feder mit
einer ,,Random-Coil“-Struktur oder von einer Einzelhelix
erwarteten Verhaltens. Dieses Phinomen wurde einem o-f3-
Ubergang zugeschrieben,? der bei Roéntgenbeugungsun-
tersuchungen an gespannten Keratinfasern beobachtet
wurde.?*2¥ Im Wesentlichen induziert eine solvophobe
Triebkraft nach Entfaltung der proximalen a-Helices die er-
neute Dimerisierung der beiden Striange, diesmal als steife [3-
Faltblatt-Konformation.

Vor kurzem identifizierten Waite et al. ein neues super-
elastisches ,,Coiled-Coil“-Material im Eierbeutel der Mee-
resschnecke Busycon Canaliculum. Anders als Keratin, das
sich nur langsam wieder herstellt, erlangt dieser biogische
Verkapselungsstoff nach Entlastung spontan seine urspriing-
liche o-helikale Dimerstruktur wieder und kehrt die a-f3-
Umwandlung um (Abbildung 12).*! Durch diesen Mecha-
nismus kombiniert das Material eine hohe Dehngrenze und

nativer Zustand

Zug induzierte Entfaltung
von a-Helices in Zufallsknauel

Streckung von Zufallskndueln

WM:M‘W Bildung von B-Faltblattern

IR NGV 3.~ aus Zufallskndueln

M Streckung und

—— s —— s gl Ausrichtung der
B-Faltblatter

Rickkehr in den nativen Zustand

RS

Abbildung 12. Ubergang einer a-Helix in ein B-Faltblatt unter Zugbelas-
tung. Dieser eher enthalpische als entropische Mechanismus fiihrt zu
hoher Energieumwandlung und rascher Erholung, einer notwendigen
Kombination mechanischer Eigenschaften fiir das Leben in der Gezei-
tenzone. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [249].
Copyright 2009 Nature Publishing Group.
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reversible Dehnbarkeit mit Schlag- und Energiedissipation,
ideal fiir schadensanfillige Isolierstoffe. Die Autoren konnten
zudem zeigen, dass dieses Material der Clausius-Clapeyron-
Gleichung beziiglich der freien Energie der Polymerfasern
unter Belastung gehorcht, was die kiirzlich angenommene
Existenz einer eher enthalpischen als entropischen Elastizi-
tétsform beweist.

5.2. a-Helix-basierte Mimetika
5.2.1. a-Helix-Modellsysteme

Auf dem ,,Coiled-Coil“-a-Helix-Motiv beruht eine leis-
tungsfahige Designstrategie fiir biomimetische hierarchische
Materialien. Die Dimerisierung kurzer a-helikaler Peptid-
segmente ist eine der haufigsten Triebkréfte fiir die Protein-
faltung und somit maf3geblich fiir viele wichtige biologische
Prozesse. Folglich wurden die grundlegenden Struktur-Ei-
genschafts-Beziehungen, die die Kinetik und Thermodyna-
mik beim Aufbau der Doppelwendel-Struktur bestimmen,
ausfiihrlichst untersucht,”*>* wodurch Wissenschaftlern
und Ingenieuren ein definierter Satz an Methoden zum hier-
archischen Materialdesign zur Verfiigung steht.

Die Forschung zur Aufklirung der Parameter fiir die
,,Coiled-Coil“-Anordnung ist gut beschrieben.™ % Crick
hatte eine Struktur angenommen,®! in der zwei rechtsgin-
gige o-Helices mit einer leicht linksgingigen Verdrillung
umeinander geschlungen sind. Die von Hodges!, McLach-
lan und Stewart®" aufgeklirt Sequenz besteht aus periodisch
wiederholten amphipathischen Heptaden, deren Positionen
als (abedefg), definiert sind. Wie von O’Shea et al. beschrie-
ben,”? zeigen die Positionen der ,,Innengruppe® a und d in
den ,,Supercoil“ hinein und bilden die primére Triebkraft fiir
die Dimerisierung (Abbildung 13).”®! Diese Positionen ko-
dieren typischerweise den hydrophoben ,Leucin-Zipper“-
Kern des ,,Coiled-Coil-Peptid-Velcro“,”* obwohl oft auch
verdeckte polare Reste wie Arginin oder Asparagin enthalten
sind, um Spezifitit und Orientierung zu kontrollieren.”®! An
den Positionen e und g stehen normalerweise geladene
Aminosiduren, die intra- und interhelikale elektrostatische
Wechselwirkungen und somit das Gleichgewicht zwischen
Dimeren, Trimeren und hoheren Oligomeren herbeifiih-
ren®®27 und oft so angeordnet sind, dass sie ungewiinschte
Paarbildungen destabilisieren. Die pH-abhidngige Beschaf-
fenheit dieser geladenen Positionen dient als komfortabler
Ausloseimpuls zur externen Kontrolle der Peptiddimerisie-
rung. Die Positionen b, ¢ und f bilden die ,,Auengruppe*; sie
erleichtern den zerstérungsfreien Einbau einer solubilisie-
renden Gruppe fiir Modelldimere und bieten einen giinstigen
Ausgangspunkt fiir die Programmierung weiterer hierarchi-
scher Organisation. Computergestiitzte®®**"!! und biologi-
sche?>?! Studien wurden ausgefiihrt, um mehr iiber das
,Interaktom* zu erfahren;?™ dabei handelt es sich um eine
umfassende Reihe molekularer a-helikaler ,, Tektone“,?”! die
sich mit begrenztem ,,Crosstalk® aus komplexen Mischungen
selbst organisieren und damit die Gestaltung komplexer,
hierarchischer Strukturnetzwerke versprechen.
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Abbildung 13. Eine parallele dimere Doppelwendel. a) Aufsicht: Anord-
nung der Heptaden. b) Seitenansicht: Die Helixriickgrate sind als Zy-
linder dargestellt, die Seitenketten als Noppen. Wahrend Reste an den
Positionen a und d die hydrophobe Grenzfliche bilden, dichten die
Reste an den Positionen e und g gegen den hydrophoben Kern ab. Sie
kénnen an interhelikalen elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
dem Rest i (Position g) einer Helix und dem Rest (i'+5) der anderen
Helix (Position €) teilnehmen, dargestellt durch die schraffierten
Balken. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [263].
Copyright 2000 Elsevier.

5.2.2. Hierarchische a-Helix-basierte Materialien

Petka et al. waren unter den ersten, die das , Leucin-
Zipper-Coiled-Coil“-Motiv zur kontrollierten Synthese
funktioneller biomimetischer Materialien nutzten.”’" Mit
rekombinanten Techniken synthetisierten sie ein Triblock-
Proteinpolymer, das aus einem hydrophoben ,,Coiled-Coil-
Zipper“-Modul besteht, flankiert von hydrophilen ,,Random-
Coil“-Polyelektrolyt-Doménen, was eine unabhingige Ge-
staltung von ketteniibergreifenden und Solvens-Wechselwir-
kungsparametern ermoglicht. Die Dreierblocke wurden dann
durch Oxidation der terminalen Cysteinreste polymerisiert.
Der Grofteil der e- und g-Positionen der helikalen Heptaden
wurde mit Glutaminsidure versehen, um die Doppelwendel-
Struktur in basischer Losung zu destabilisieren und eine pH-
gesteuerte Gelbildung zu erleichtern.

Die Bildung einer hoher geordneten Faser aus mal3ge-
schneiderten ,,Coiled-Coil“-Peptiden beobachteten Kojima
et al.””’1 Anfangs wollte man einfache ,,Coiled-Coil“-Faser-
biindel herstellen, stellte dann aber fest, dass sich das a3-
Peptid in Fasern aus kleinen Fibrillen anordnet, die sich bei
Erhohung der Salzkonzentration entlang der langen Achse
der Faser orientieren. Wahrend man hydrophobe Effekte als
Haupttriebkraft fiir die hohere Organisation vermutete,
schlossen die Autoren, dass die durch Ladungsabschirmung
verminderte elektrostatische AbstofSung zwischen den Fila-
menten ebenfalls eine Rolle spielen muss.

Dieser frithen Arbeit folgend, haben sich einige Arbeits-
gruppen mit dem De-novo-Design hoher geordneter Fibrillen
beschiftigt, die sich aus kurzen a-helikalen ,,Coiled-Coil*“-
Peptiden zusammensetzen. Potekhin et al. entwickelten das
a-Fibrillen bildende Peptid (oFFP)?™® mit dem Argument,
dass die Wiederholung vieler identischer Heptaden die An-
ordnung zu verldngerten Faserbiindeln iiber eine axial ver-
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setzte Assoziation erleichtern konnten. Um die Dicke der
Fibrillen zu steigern, wurde Alanin an Position e platziert, wo
hydrophobe Reste die Bildung vier- und fiinfstrangiger
Doppelwendeln bekanntermaBlen fordern. Glutaminsidure
und Arginin wurden in den Positionen f und g eingebaut, um
Salzbriicken zwischen f und g’ verschiedener Helices zu for-
dern und damit wiederum die Organisation zugunsten di-
ckerer, fiinfstringiger Doppelwendeln zu beeinflussen.
SchlieBlich wurden Glutaminreste an die Positionen b und ¢
gesetzt, um ein Netzwerk aus interhelikalen Wasserstoffbrii-
cken zu bilden. Wie Rontgenbeugungsstudien bestitigten,
ergab dieses neuartige Peptid gleichformige 16sliche Fibrillen
mit Durchmessern von 2.5-3 nm, die mit dem fiinfstringigen
Doppelwendel-Aufbau tibereinstimmen, der von axial orien-
tierten a-Helices gebildet wird. STEM-Studien zur Bestim-
mung der Masse pro Langeneinheit der Fibrillen zeigten, dass
die Querschnitte zehn a-Helices enthielten, was vermuten
lasst, dass die letztlich gebildeten Fibrillen eigentlich Dimere
zweier finfstrangiger Protofilamente sind, eine Struktur, die
zwischen den Biindeln die Bildung eines ausgedehnten Was-
serstoffbriickennetzes zwischen den Glutaminen auf den Po-
sitionen b und ¢ ermoglichen wiirde.? Die Autoren merken
an, dass eine Fibrillogenese bei im neutralen pH-Bereich
geplant war, diese aber erst unterhalb von pH 6 stattfand, was
auf eine Uberbewertung der f-g'-Salzbriicke hindeutet. Nach
Substitution der Glutaminsdure durch Serin wurde eine um-
fassende geordnete Fibrillogenese im neutralen Bereich be-
obachtet.”® Conticello et al. arbeiteten dieses Modell weiter
aus®™! und bauten durch Austausch dreier Isoleucinreste
durch Histidin einen reversiblen pH-empfindlichen Ausloser
der Selbstorganisation innerhalb des hydrophoben Kerns
ein.”™ Diese Konfiguration ermoglichte auch eine selektive
ioneninduzierte Fibrillenassoziation .32

Anstatt sich auf die zufillige Stapelung von Homooligo-
meren zu verlassen, konstruierten Woolfson et al. ein gesta-
peltes Heterodimer, das eine Doppelwendel-Struktur bildet
und dabei Uberhinge (,,sticky ends“) aufweist, um die Bar-
riere zu weiterer ,,Coiled-Coil“-Assoziation beim Vorliegen
glatter Enden (,,blunt ends“) zu iiberwinden (Abbil-
dung 14).”% Diese selbstassoziierenden Faserpeptide, SAF-
pl und SAF-p2, basieren auf einer natiirlichen 42-mer-Se-
quenz aus sechs Heptaden mit ,,Coiled-Coil“-Sequenz. SAF-
pl wurde an einem Ende um zwei Heptaden gekiirzt, SAF-p2
um zwei Heptaden am anderen Ende, sodass die hydrophobe
,,Coiled-Coil“-Funktionalitdt im Zentrum der beiden Peptide
erhalten blieb. Die Autoren stellten fest, dass Gemische
dieser beiden nicht nur zu den gewiinschten longitudinal an-
geordneten Fibrillen aus axial orientierten o-Helices fiihrte,
sondern auch zu betréchtlicher lateraler Anordnung in gro-
Bere Fasern, die durch kovalente Thioester-Ligation fixiert
werden konnten.™ Eine mogliche Erklirung fiir die hohere
Organisation ist, dass sich bei Streckung der Fibrillen einzelne
schwache Anziehungskrifte zu starken kooperativen inter-
fibrilliren Wechselwirkungen verbinden kénnen (Aviditits-
effekt). In der Tat lassen Computerstudien vermuten, dass die
versetzte Anordnung paralleler Coiled-Coil-Dimere mit
Uberhingen alternierende Ladungsstellen ergeben wiirde,
die zu einer weiteren Assoziation fiihren koénnten.” In der
zweiten Generation der SAF-Peptide wurde daher gezielt

Angew. Chem. 2011, 123, 9190 — 9223


http://www.angewandte.de

Biomimetische Materialien

a) S .
EI ENEREX
S+ T =L+ -]
b) 15 20 25

5 10
(D RIAALRQKIASLKQEIDALEYHNDALEQK [ AALKOK

®@:irnneo .EOKIRALKAKNAHLKQEIAALEQEIAALEQ
5 10 15 20 25

===

>
X5 e,

Abbildung 14. Aufbau und Sequenzen der selbstassoziierenden Faser-
peptide (SAF). a) Konzept fiir einen Uberhang-Anordnungsprozess mit
den entwickelten Aminosiuresequenzen. Komplementérladungen in
Begleitpeptiden lenken die Bildung versetzter paralleler Heterodimere;
die resultierenden Uberhange (,sticky ends“) sind ebenso komplemen-
tir und fordern die longitudinale Assoziation in verlingerte Fasern.

b) Resultierende periodisch gestreifte Fibrillen. Wiedergabe mit freund-
licher Genehmigung nach Lit. [285], Copyright 2000 American Chemi-
cal Society, und Lit. [287].

komplementir geladene Reste eingebaut, die sich um die
AuBenseite der beiden ,,Coiled-Coil“-Peptide winden, um
Stabilitdt und Dicke der Fibrillen zu steigern, was zu gleich-
formigen gestreiften Fibrillen, dhnlich Intermediérfilamen-
ten, fiihrte.”® %8 Die Arbeitsgruppe verwendete auch gebo-
gene,® verzweigte™” und hochverzweigte™! Monomere
mit Uberhéingen, um zwei- und dreidimensionale Faser-
strukturen zu erzeugen.

Eine Schwierigkeit bei der Schaffung hoher geordneter
Komponenten aus de novo synthetisierten ,,Coiled-Coil“-
Strukturen ist, dass diese synthetischen Sequenzen meist si-
gnifikant kiirzer sind als natiirliche a-helikale fibrillen- oder
faserbildende Peptide und somit von Natur aus schwéchere
Wechselwirkungen zeigen. Eine Strategie zur Uberwindung
dieses Problem stiitzt sich auf die kovalente Verbindung
zweier Doppelwendel-bildender Motive. Wagner et al. ver-
kniipften zwei GCN4-Diheptaden mit einem Dialanin-Zwi-
schenstiick und erhielten so orientierte o-helikale Fasern
hoher Masse.™ Lazar et al. bauten natiirliche B-Schleifen-
einheiten zwischen den Diheptaden ein, was die intramole-
kulare Doppelwendel-Bildung und weitere Assoziation zu
,»o-Kreuz“-Fibrillen zur Folge hatte, deren Helices senkrecht,
nicht parallel, zur Fibrillenachse stehen.”! Die Autoren
stellten fest, dass nur Prolin-enthaltende Schleifensequenzen
eine fibrilleninduzierte ,,Coiled-Coil“-Bildung ergaben, nicht
aber flexiblere natiirliche Schleifeneinheiten oder ein PEG-
Abstandhalter.

Dong et al. bauten Glutaminsdurereste ein, um doppelte
e-g’-Wasserstoffbriicken zu erhalten und durch Stabilisierung
der kurzen Diheptaden-,Coiled-Coils“ die minimale Se-
quenzlidnge zu ermitteln, die zur Bildung fibrilldrer Doppel-
wendeln notwendig ist.”*! Anfangs wurden instabile Fibrillen

Angew. Chem. 2011, 123, 9190 — 9223

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

gebildet, die sich mit der Zeit in Amyloid-dhnliche -Kreuz-
Strukturen umwandelten. Daher wurde eine zusitzliche
Heptade eingefiihrt, um stabile Fasern zu bilden. Dieselbe
Arbeitsgruppe wies nach, dass die lange, durch Uberhiinge
oder kovalent verbundene ,,Coil-Coil“-Struktur keine Vor-
aussetzung fiir die Bildung von Fibrillen ist, da die Substitu-
tion von Lysin- oder Tyrosinresten an den duf3eren Positionen
b und f ausreichte, um stabile Fasern aus homooligomeren
Triheptaden zu erhalten. Allerdings wurden keine Ront-
genstrukturdaten veroffentlicht, die eine (-Kreuz-Struktur
ausschlossen. Pagel et al. entwickelten eine Tetraheptade, die
zwischen beiden Fibrillenmotiven (f-Faltblatt/a-Helix)
wechseln konnte, was die systematische Erforschung der
Faktoren ermoglichte, die die endgiiltige Sekundar- und Ter-
tisrstruktur beeinflussen.?*!

Auch nach beachtlichen Fortschritten sowohl beim Ver-
stdndnis als auch bei der Anwendung a-helikaler biomime-
tischer hierarchischer Materialien mit Doppelwendel-Struk-
tur sind noch viele Hindernisse zu iiberwinden, bevor hoch-
leistungsfahige Strukturmaterialien unter Verwendung dieser
Bausteine verwirklicht werden konnen. Zu den interessanten
Entwicklungen gehoren nichtheptamere Wiederholungsein-
heiten (z.B. Hendecaden mit 11 Aminosiuren),?”?*®! licht-
gesteuerte ,,Coil-Coil“-Dimerisierung®™! und eine belas-
tungsbedingte o-p-Umwandlung.®™ Eine grofe Herausfor-
derung auf dem Gebiet nicht biotechnologisch synthetisierter
Systeme ist die geringe Stabilitit von Doppelwendeln aus
Sequenzen mit nur wenigen heptameren Wiederholungsein-
heiten. Ein bisher unerforschter Ansatz zur ,,Helixstapelung®
iiber kovalente Wechselwirkungen®*®? oder Chelatisie-
rung®™! konnte die Faltung kiirzerer Peptide stabilisieren und
die Zahl moglicher Angriffspunkte fiir Wechselwirkungen an
der AuBlenseite der Doppelwendel-Strukturen steigern.

6. PPII-Helix-basierte Fasern
6.1. PPIl-Helix-basierte hierarchische Fasern

Kollagen ist der wesentliche Grundbaustein des Bewe-
gungsapparats.’* Es ist die Basis von Sehnen, sorgt fiir die
Mineralisierung des Knochengeriists und ist die mechanische
Schliisselkomponente der extrazelluliren Matrix.?*! Die
mechanischen Eigenschaften von Kollagen werden durch
ausgezeichnete Resilienz bei geringen Dehnungen und un-
gewohnlicher Zihigkeit bei starken Deformationen charak-
terisiert.

Die molekulare Kernstruktur (Abbildung 15) des Kolla-
gens ist die X-Y-G-Wiederholungseinheit (iiblicherweise
Prolin-(Hydroxy)Prolin-Glycin), die eine linksgéngige Poly-
prolin-Typ-II(PPII)-Helix-Konformation bildet. Drei solche
Helices lagern sich zu einem rechtsgéingig helikalen AAB-
oder ABC-Tropokollagen(TC)-Heterotrimer zusam-
men.P31 Derzeit erklirt man sich die im Vergleich mit
anderen Kombinationen unerwartet hohe Stabilitdt der
AAB-Dreifachhelix durch umfangreiche intermolekulare
Wasser-vermittelte Wasserstoffbriicken®"' " der trans/exo-
OH-Gruppen der Hydroxyprolinreste, der Mechanismus ist
aber noch nicht vollstdndig verstanden. Auferdem wurden
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Abbildung 15. Der modulare hierarchische Aufbau von Kollagen von
der nanoskaligen PPII-Struktur bis hin zur Kollagenfasern im Mikrome-
termafistab. Widergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [333].
Copyright 2008 National Academy of Sciences.

auch die elektronenziehenden und sterischen Effekte dieser
Hydroxygruppen mit einbezogen,”>'"! und es wurde ein
Modell vorgeschlagen, das die Bedeutung kinetischer Effekte
betont.F'¥!

Anders als die a-helikalen ,,Coiled-Coil“-Protofibrillen
von Keratin und Vimentin ordnet sich die PPII-Dreifachhelix
zu einer gestreckten, kompakten stabférmigen Einheit mit
einem dichteren Netzwerk interhelikaler Wasserstoffbriicken
an. (Eine sogenannte Rich-Crick-Wasserstoffbriicke verbin-
det Glycin einer PPII-Helix tiber N---H mit der C=O-Gruppe
eines Prolins (X) auf einer benachbarten Kette.) Die resul-
tierende protofibrillire Vorstufe ist demzufolge eher fiir
Elastizitdt im Nahbereich, Festigkeit und Zahigkeit geschaf-
fen, weniger fiir sich wiederherstellende Dehnbarkeit. Der
Mangel an volumindsen Seitenketten bei Glycerinresten
schafft Raum, sodass die Bildung der eng gepackten Drei-
fachhelix moglich wird; schon der Austausch eines einzigen
Glycins gegen Alanin in der zentralen Region des Peptids
verringert die Stabilitit der Dreifachhelix erheblich.’"! Diese
TC-Module organisieren sich selbst iiber strukturelle elek-
trostatische®! und entropische Signale,*'*! beginnend mit
einer parallelen, axial ausgerichteten, gestaffelten Spirale aus
fiinf TC-Einheiten pro vollstdndiger Helixwindung und ver-
ldngert mit einer ausgeprigten ,,spitz zulaufenden“ Morpho-
logie, ergibt sich letztlich eine mikrometergrof3e verldngerte
Fibrille® %! mit einer charakteristischen Mikrostreifen-
Struktur. Bei diesem Vorgang werden permanente ioni-
sche®327:38 ynd/oder kovalente®”! Bindungen zwischen den
TC-Untereinheiten gekniipft. SchlieBlich werden einige
dieser Fibrillen in einer Glycol-Protein-Matrix verkapselt, um
die lasttragenden Fasern zu bilden.

Die Kombination aus extremer Festigkeit und betricht-
licher Dehnbarkeit, die Kollagen-basierte Materialien cha-
rakterisiert, kann auf die semikristalline, aber noch etwas
fliissige®! Beschaffenheit der Kollagenfibrille zuriickgefiihrt
werden.® Drei Deformationsmechanismen, ermoglicht
durch die hierarchische Nanostruktur der Kollagenfasern —
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1) intermolekulare Scherung, wenn gleichformige viskose
Verschiebung der relativen Fibrillenpositionen zu einer Ab-
weichung von der linearen elastischen Reaktion fiihrt,
2) permanente plastische Verformung iiber Gleitimpuls-
Ubertragung und 3) der Bruch einzelner TC-Molekiile — be-
dingen die extreme Zihigkeit und Fehlertoleranz zum Bei-
spiel bei Leder und dem Byssusfaden einiger Muscheln. %33

6.2. PPlI-Helix-basierte Mimetika
6.2.1. PPll-Helix-Modellsysteme

Die Wiederholungssequenz der Tropokollagen-Protohe-
lices ist gut erforscht, weshalb einfache Mimetika wie (Pro-
Pro-Gly), und (Pro-Hyp-Gly), bereits zuginglich sind. Ein
Grofiteil der Forschung an diesen Kollagen-imitierenden
Peptiden hat sich auf die Strukturaufklarung der AAA-Ho-
motrimere konzentriert, mit dem Ziel, den Stabilisierungs-
mechanismus der Dreifachhelix und somit die strukturelle
Basis Kollagen-bezogener Krankheitsbilder zu verste-
hen 234341

Ein gut erforschter Ansatz zur Stabilisierung der Drei-
fachhelix ist, die Peptidvorstufen an ein kovalentes Geriist zu
heften, das die Kettendynamik begrenzt.™ So wird das
Monomer-Oligomer-Gleichgewicht durch Entfernen der
grundsitzlichen entropischen Barriere zur Trimerisierung in
die gewiinschte Richtung gedridngt. Daher konnen in diesen
Modellsystemen kiirzere, synthetisch leichter zugingliche
Peptide verwendet werden. Zu den ersten Beispielen fiir
Gerliste gehoren von Aminohexansidure abgeleitete Lysin-
dimere®!4 und 1,2,3-Propantricarbonsiure.**! Goodman
etal. erweiterten das Instrumentarium der templatunter-
stiitzten Dreifachhelix-Induzierung um vielseitiger verwend-
bare Geriiste wie cis-1,3,5-Trimethylcyclohexan-1,3,5-tricar-
bonsiure-Gly-OH (KTA),”**# Tris-(2-Aminoethyl)amin)-
(suc-OH); (TREN)P*! und B-Ala-TRIS,P*! Jetzteres ab-
geleitet von dem Tris(carboxyethylhydroxymethyl)amino-
methan-Monomer von Newkome und Lin (Abbildung 16).03¢?!
Sie nutzten diese Template, um den Peptoideinbau in Kolla-
gen-Mimetika zu erforschen, wobei sie beobachteten, dass N-

TREN-(suc-OH),

0
Y\ co

KTA-(Gly-OH), Boc-B-Ala-TRIS-(OH),

H O

H rR—~4 O——coH
N/\/N\r(\,COZH HN O~/™CO,H
0 \-COH

C(0)-Gly-OH
C(é)-)ély-)é)H

Abbildung 16. Template fiir Dreifachhelix-induzierende Geriiste. Wie-
dergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [362]. Copyright 2002
American Chemical Society.
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Isobutyllysin (NLeu) seinen sperrigen Rest hauptsichlich
nach auBlen richtete und dass es die Dreifachhelixstruktur
nicht storte, wenn es statt Prolin in die trimeren Wiederho-
lungseinheiten eingebaut wurde; ein solcher Austausch
konnte in Biomaterial-Anwendungen vor dem Abbau durch
Proteasen schiitzen."** Dieselbe Gruppe demonstrierte
die Bildung einer Dreifachhelix durch Metallkomplexierung
von Peptiden mit Catechinsiure-Endgruppen,”” wobei sie
dhnlichen Studien von Koide et al. folgte, die das Bipyridin-
Motiv (bpy) verwendeten.*!

Im Streben nach besserer Ubereinstimmung mit dem
natiirlichen System sowie vielseitigeren Geriisten fiir poten-
zielle weitere Anordnung haben Guaba et al. eine Reihe
dekamerer Tropokollagen-Mimetika entwickelt, die einzig
aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den Ladungen
ihrer Aminosduren spontan in AAB- und ABC-Dreifachhe-
lices assoziieren.’®! In 1:1-Mischungen der Peptide (EOG),,
und (PRG),, bildeten sich ausschlieBlich hochstabile Hete-
rotrimere (7, >54°C), wohingegen die einzelnen Peptide
wegen des Mangels an Konformationsbeschrankungen durch
Prolinreste keine stabilen Dreifachhelices bilden konnen.
Auflerdem entstanden stabile ABC-Dreifachhelices aus 1:1:1-
Mischungen der beiden gegensétzlich geladenen Peptide und
dem gewohnlichen neutralen Wiederholungspeptid (POG),,
wahrscheinlich wegen der Gesamtladungsneutralisation. Die
Autoren fanden ferner heraus, dass, im Unterschied zu an-
deren TC-Imitationen, auch Nicht-Prolin-Substitutionen
sowohl an der X- als auch an der Y-Position der X-Y-G-Triade
toleriert wurden. Die Stabilitit dieser ABC-Heterotrime-
re ist vergleichbar mit der von klassischen homotrimeren
neutralen (POG),,-Tropokollagen-Mimetika. Daher waren
im Unterschied zu fritheren Systemen, bei denen partielle
Entfaltung®? und/oder der Mangel an Spezifitiit in Bezug auf
die Zusammensetzung®¥ oder Register®! waren daher um-
fangreiche hochaufgeloste NMR-Konformationsanalysen
moglich.F’Y Die Leistungsfihigkeit dieses Systems zeigte sich,
als geladene Nachbarregionen eingesetzt wurden, um den
Effekt von Glycinmutationen auf eine zentrale Kollagen-Typ-
I-Sequenz mit wohldefinierten heterotrimeren Zusammen-
setzungen zu untersuchen.’™ Kiirzlich beschrieb die Ar-
beitsgruppe eine &dhnliche selektive Anordnung zu einem
hochstabilen AAB-Heterotrimer aus einem (PRG),-Peptid
und zwei (EOGPOG)s-Peptiden (Ladung jeweils —5; Abbil-
dung 17).F7

6.2.2. Hierarchische PPII-Helix-basierte Materialien

Aufgrund der Biokompatibiltit und exzellenten mecha-
nischen Eigenschaften von Kollagen besteht grof3es Interesse
daran, ausgehend von einfachen Modellen durch Assem-
blierung zu hoher geordneten Fasern als TC-Protofilament-
Mimetika zu gelangen. Ein einfacher Ansatz ist die Polyme-
risation von Deca-(X-Y-G)-Tripeptiden. Paramonov et al.
erreichten dies durch native chemische Ligation,?” wihrend
Kishimoto etal. optimierte EDC-Kupplungsbedingungen
anwendeten.’”” Beide Methoden fiihrten zu monodispersen
fibrésen Formen.

Kotch et al. nutzten strategisch platzierte Cysteinreste, die
eine spontane verschobene (,,out-of-register*) Dreifachhelix-
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Ladung = +10
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Ladung =0
AAB-Heterotrimer

Abbildung 17. Die Kombination von Peptiden, die der anerkannten
(X-Y-Gly),-Aminosiurewiederholeinheit in einem Verhiltnis von 2:1
folgen, in der die Ladung des haufiger auftretenden Peptids —1/2 der
des anderen entspricht, fiihrt zur Bildung einer heterotrimeren AAB-
Kollagenhelix. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach

Lit. [375]. Copyright 2010 American Chemical Society.

Bildung aus kurzen X-Y-G-Peptidwiederholungen bewirkten
und eine weitere thermodynamische Selbstorganisation, ver-
mittelt durch DNA-Uberhinge, ermoglichen.”’ Cejas et al.
trieben die Anordnung der TC-Imitationen voran, indem sie
Phenylalanin- und Pentafluorphenylalanin-Reste an den
Termini einbauten, was infolge des hydrophoben Effekts zur
spontanen supramolekularen Fibrillenbildung fiihrte.””!
Przybyla et al. bauten eine chelatisierende Bipyridylgruppe
im Zentrum von TC-imitierenden Peptiden ein und erhielten
dadurch seitlich verkniipfte Homodimere.’™! Longitudinale
Anordnung gelang durch den Einschluss von Trisdure- und
Diimidazol-Chelatoren an beiden Enden der TC-imitieren-
den Module.”® Eine kontrollierte Anordnung zu Partikel
reproduzierbarer Grofle wurde durch Variation der Metall-
ionen-Konzentration erreicht, und durch Zugabe von EDTA
wurden die Partikel wieder aufgelost. Ausloser der lateralen
und longitudinalen Selbstorganisation wurden kombiniert,
um fibrose Filme mit einer einstellbaren Morphologie her-
zustellen.*

SchlieBlich beschrieben Rele etal. das bisher einzige
Beispiel fiir selbstorganisierte Fibrillen eines geladenen ho-
motrimeren TC-Mimetikums mit dhnlichen D-Perioden wie
Kollagen. Dieser Erfolg wurde durch Einfithrung eines posi-
tiv geladenen Argininrests in die Y-Position der ersten vier
Triadenwiederholungen eines synthetischen 24-mers sowie
einer Glutaminsédure in der X-Position der letzten vier Tria-
denwiederholungen erreicht, eine einfache POG-Tetratriade
flankierend, was zu der elektrostatischen Kollagen-dhnlichen
Anordnung fiihrte.?*)

Wihrend signifikante Fortschritte hin zu Kollagen-dhnli-
chen biomimetischen Materialien gemacht wurden, verblei-
ben wesentliche Herausforderungen vor allem auf dem
Gebiet der kontrollierten Anordnung, zum Beispiel die ein-
geschriankte Auswahl an Sequenzen und chemischen Funk-
tionalitdten der priméren und sekundidren Baueinheiten. Eine
vielversprechende Perspektive ist die mogliche Nutzung von
Polyharnstoffen und anderen gut untersuchten, synthetisch
zuginglichen helikalen Foldameren®/ sowie glykolysierter
Hydroxyprolin-Derivate.!
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7. Domdnen mit Tertidirstruktur
7.1. Titin-Modell modularer Polymerdomdinen

Bei allen modularen Biopolymeren, die wir in den vor-
angegangenen Abschnitten untersucht haben, basieren die
Wiederholungsmodule auf Sekundirstrukturen gefalteter
Proteine, dazu gehoren B-Schleife/Spirale (Elastin), -Falt-
blatt (Amyloid, Seide), a-Helix (Vimentin) und die PP-II-
Helix (Kollagen). In diesem Abschnitt werden wir modulare
Biopolymere besprechen, deren Wiederholungsmodule aus
tertidr gefalteten Proteindoménen bestehen.

Die mechanochemische Transduktion spielt eine wichtige
Rolle in lebenden Systemen. Viele mechanosensitive druck-
und zugempfindliche Proteine enthalten eine modulare Do-
ménenstruktur mit Tandemanordnungen tertidr gefalteter
Proteindoménen. Auf mikroskopischer Ebene konnen Zellen
eine Bandbreite mechanischer Krifte spiiren und in einen
bestimmten Satz an biochemischen Signalen transduzieren,
die letztlich zellulire Prozesse, einschlieBlich Adhision,
Proliferation, Differenzierung und Apoptose regeln 2138387
Auf makroskopischer Ebene ermoglicht die mechanochemi-
sche Transduktion eine breite Vielfalt an physiologischen
Prozessen, inklusive Tastsinn und Gehor sowie Gleichgewicht
und Muskelkontraktion.5-]

Um die stdndig wechselnden externen Reizen verarbeiten
zu konnen, hat die Natur eine breite Auswahl an polymeren
Materialien mit eingebetteten mechanosensitiven Motiven
entwickelt, die dynamisch auf Stress reagieren. Beispielsweise
koppelt Fibronektin, ein fiir Mechanotransduktion wichtiges
Protein der extrazelluliren Matrix (ECM), die ECM einer

Muskel

& Nervenende
e

Motorneuronen

Z. Guan und A. M. Kushner

Zelle iiber Integrine an das Cytoskelett. Studien haben ge-
zeigt, dass mechanische Krifte die Fibronektinmodule teil-
weise entfalten konnen, um Konformationsidnderungen an
Zellerkennungsstellen einzuleiten, verborgene Bindungsstel-
len zu prisentieren und den Abstand zwischen synergisti-
schen Bindungsstellen zu reduzieren.****! Deshalb kann
eine mechanische Belastung der ECM die Bindung ver-
schiedener Integrine regulieren, was wiederum nachgeord-
nete intrazelluldre Signalkaskaden auslost.

Ein groBartiges Beispiel fiir modulare Doménengestal-
tung wird im Skelettmuskelprotein Titin demonstriert (Ab-
bildung 18). Dieses gigantische Protein (3000 kDa, 1 mm
lang) des Muskelsarkomers besteht aus 300 Modulen in zwei
Motivtypen, Immunglobulin(Ig)- und Fibronektin-Typ-III-
Dominen. 3 Wihrend Aktin und Myosin als Motorpro-
teine fiir die Muskelkontraktion zustdndig sind, tragt Titin zur
mechanischen Festigkeit, Zdhigkeit und FElastizitdt des Mus-
kels bei.* 3! Studien einzelner Molekiile haben gezeigt,
dass Titin eine bemerkenswerte Kombination aus hoher me-
chanischer Festigkeit, Bruchfestigkeit und Elastizitit auf-
weist. 113740 Weitere Studien haben ergeben, dass diese
besondere Kombination auf der einzigartigen modularen
Dominenstruktur von Titin beruht.“?#"  Sequenzielles
Entfalten der Doménen resultiert in einer Kraft-Dehnungs-
Kurve mit Sdgezahnmuster, was die molekulare Basis fiir die
kombinierte hohe Festigkeit, Bruchfestigkeit und Elastizitat
dieser Materialien bildet. Viele Zelladhisionsproteine*® wie
Fibronektine oder Cadherine teilen die Tandem-Doménen-
struktur von Titin.

Die mechanistische Erkldrung fiir die auB3ergewohnliche
Kombination mechanischer Eigenschaften modularer Bio-

N-Terminus Titin
-

- rd
-.‘,;‘ -‘,;‘

Z-Linie

100 150 200
Dehnung (nm)

0 50

Abbildung 18. Titin ist ein 3000-kDa-Protein mit wiederholten gefalteten Dominen, das die wesentliche ,,Federsystem“-Funktionalitit fiir die hierarchisch
assoziierte Muskelmasse einbringt. Das charakteristische ,, Sigezahn“-férmige Zugprofil bewirkt die auflergewdhnliche Festigkeit, Zihigkeit und Elastizitat
der Sdugetiermuskeln. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [400]. Copyright 1997 American Academy for the Advancement of Science.
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polymere kann anhand der unterschiedlichen Zugeigen-
schaften 1) einer kurzen Kette oder einem starren Stab,
2) einer langen Kette mit mehreren Doménen und 3) einem
Zufallskniuel-Polymer (,,random coil“) veranschaulichen.*!
Fiir die kurze Kette und den starren Stab steigt die Kraft
rasch bei relativ geringer Dehnung, sodass nur wenig Energie
benotigt wird, um die Kette zu brechen. Dagegen kann ein
langkettiges ,,Random-Coil“-Polymer stirker gedehnt
werden; jedoch ist das Material nahe der maximalen Deh-
nung relativ weich. Bei einem langen Polymer, das aus einer
Tandemanordnung von Modulen besteht, die iiber viele
schwache Krifte gefaltet sind, wie die Struktur von
Titin, 7% steigt die Kraft mit der Dehnung schnell an wie
bei der kurzen Kette. Sobald die Kraft aber einen bestimmten
Wert erreicht, entfalten sich die gefalteten Tandemmodule
nacheinander, wobei verborgene Linge enthiillt und Energie
umgewandelt wird, aber die kovalenten Bindungen der Kette
erhalten bleiben. Das Ergebnis sind eine grofe Kraft wiahrend
des gesamten Dehnungsprozesses, die das Polymer stark
macht, sowie eine groe Fliche unter der Kraft-Dehnungs-
Kurve, die es auch zih macht.[**]

Als charakteristisches Beispiel modularer mechanosensi-
tiver Tandemproteine demonstriert Titin eine faszinierende
Strategie, bei der durch ein modulares Doménendesign eine
hohe Zugfestigkeit, Zihigkeit und Elastizitat erreicht
werden. Durch wiederholten Bruch der reversiblen sekun-
ddren Wechselwirkungen im Inneren jeder Doméne konnen
die Polymere sehr viel Energie absorbieren, ohne dass ko-
valente Bindungen gespalten werden. Diese Tandemdomi-
nengestaltung scheint ein allgemeiner natiirlicher Mechanis-
mus zu sein, um mechanische Eigenschaften zu kombinieren,
und wurde in zahlreichen anderen biologischen Makromole-
kiilen mit mechanischen Funktionen beobachtet.“” Neben
Titin wurden mehrere andere Proteine mit Tandemdoménen-
Struktur mit SMFS untersucht.*#10-420]

7.2. Titin-Mimetika
7.2.1. Biosynthetische Titin-Mimetika

Li et al. entwickelten Titin-Mimetika, wobei sie anstelle
der I27-Dominen des Titins Protein-Wiederholungseinheiten
ohne bekannte mechanische Aufgaben in biologischen Sys-
temen verwendeten.*?!! Sie stellten fest, dass Polyproteine mit
einem GBI1-B-a-f-Motiv (GB1 ist die Bl-Immunglobulin-
Bindedomine im Streptokokken-Protein G) eine fast ideale
Kombination mechanischer Eigenschaften auf der moleku-
larer Ebene aufweisen, z.B. schnelle Faltungsprozesse, ge-
ringe mechanische Ermiidung und die Fahigkeit, sich unter
verbleibender Belastung wieder zu falten.*”?! Sie untersuch-
ten weiterhin die Abstimmbarkeit des Systems und verbes-
serten (im Unterschied zu der einfachen thermodynamischen
Stabilisierung des Proteins) erfolgreich die mechanische
Stabilitdt der GB1-Doméine durch den Einbau von Ionen-
bindenden Bereichen.”””! Nach Anbringen eines ,Leucin-
Zipper“-artigen Konstrukts an jeder Seite des synthetischen
Proteins mit modularen Dominen bildeten sich spontan
Hydrogele.” Kiirzlich entwickelte diese Arbeitsgruppe
kiinstliche elastische Proteine, die den molekularen Aufbau
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von Titin durch Kombination von GB1 und Resilin nachah-
men.[*>]

Guzman et al. berichteten vor kurzem iiber ein Titin-
imitierendes Multidoménen-Polyprotein mit groler mecha-
nischer Festigkeit."”) Durch bioinformatisches Screening,
Molekiildynamik-Simulationen (SMD), Protein-Engineering
und SMFS wurde ein Makrodoménen-Protein mit gemischter
o + B-Topologie und auBergewohnlicher mechanischer Sta-
bilitdt entdeckt. Die einzigartige Architektur dieses Proteins
wird durch ein einzelnes siebenstringiges [-Faltblatt im
Proteinkern bestimmt, das von fiinf o-Helices flankiert wird.
Im Unterschied zu anderen mechanisch stabilen Proteinen
bietet die Makrodomine den eindeutigen Vorteil, dass die
wichtigen, lasttragenden Wasserstoffbriicken vor Wasser ge-
schiitzt im hydrophoben Kern verborgen sind. Diese Beson-
derheit ermoglicht die direkte Messung der Kraft, die beno-
tigt wird, um die lasttragenden Wasserstoffbriicken unter
lokal hydrophoben Bedingungen zu brechen. SMD-Simula-
tionen mit konstanten Geschwindigkeiten und Kriften sagten
eine extrem hohe mechanische Stabilitdt der Makrodoméne
voraus. SMFS-Experimente bestétigten die bemerkenswerte
mechanische Festigkeit der Makrodoméne mit einer gemes-
senen Bruchkraft von 570 pN (Abbildung 19), die doppelt so
hoch ist wie die Bruchkraft der I127-Doméne in Titin unter
vergleichbarem Zug. Weiterhin untersuchten die Autoren
durch selektive Deletion schiitzender Peptidsegmente die-
selben Wasserstoffbriicken in hydrophilen Umgebungen, in
denen die p-Strange dem Losungsmittel ausgesetzt waren,
und bewiesen, dass die hohe mechanische Stabilitdt der Ma-
krodoméne aus der Abschirmung der lasttragenden Wasser-
stoffbriicken vor konkurrierenden Wassermolekiilen resul-
tiert. Diese Studie zeigt, dass der Schutz der lasttragenden
Strdnge vor Wasser ein bestimmender Faktor fiir die Ver-
besserung der mechanischen Stabilitdt von Proteinen auf
molekularer Ebene ist. Sie demonstriert auBerdem, dass es
moglich ist, Proteine zu identifizieren und zu konstruieren,
die in der Natur keine mechanische Funktion erfiillen, aber

% Vo . =94

. Y

Kraft

400 pN

300
Dehnung (nm)

0 100 200 400 500

Abbildung 19. a) Schematische Darstellung des Af1521,,,,,-Polypro-
teins. b) Charakteristische Kraftkurven bei 1000 nms™' mit WLC-Form
zeigen mehrere Entfaltungspfade auf. Wiedergabe mit freundlicher Ge-
nehmigung nach Lit. [426]. Copyright 2010 National Academy of Scien-
ces.
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dennoch die mechanische Stabilitdt natiirlicher Proteine
ubertreffen.

7.2.2. Chemisch synthetisierte Titin-Mimetika

Mit Titin als Modellsystem haben Guan et al. eine Reihe
biomimetischer Polymere mit reversibel entfaltbaren Modu-
len entwickelt, um die drei grundlegenden mechanischen
Eigenschaften — Zugfestigkeit, Bruchwiderstand und Elasti-
zitit — in einer Struktur zu vereinen.*?”’ Zudem versucht diese
Arbeitsgruppe, durch Nachahmung natiirlicher Systeme dy-
namische Eigenschaften und Anpassungsfahigkeiten in syn-
thetische Polymermaterialien einzufiihren.[1%%425:42°]

Die Gestaltung der synthetischen Module beruht auf der
griindlichen Untersuchung der mechanischen Stabilitdt von
Titin und des zugehorigen Mechanismus. Die Ig-Doméne von
Titin liegt als doppelte p-Faltblatt-Struktur vor. Molecular-
Modeling- und Einzelmolekiilstudien zufolge enthilt die
lasttragende Region sechs Wasserstoffbriicken zwischen den
B-Strangen A’ und G, die fiir die mechanische Stabilitit des
Proteins wichtig sind.”**®! Die mechanische Entfaltung ist
ein zweistufiger ,,An/Aus“-Prozess: Sobald die lasttragenden
Wasserstoffbriicken unterbrochen sind, entfaltet sich der
verbleibende Teil des Proteins rasch. Vereinfacht kann man
sich den Aufbau des Proteins als eine ,,Schleife mit einem
»Reiflverschluss“ vorstellen. Der Reif3verschluss tragt die
Last, und die Schleife entfaltet sich schnell, wenn der Reif3-
verschluss geoffnet ist.

Aufgrund dieser Analyse konstruierten Guan et al. als
erste ein modulares Polymer mit Schleifen, die iiber starke
Wasserstoffbriicken gefaltet sind. Sie bauten ein starkes
vierfaches Wasserstoffbriickenmotiv, 2-Ureido-4-pyrimidon
(UPy), ein, um die Bildung von Schleifen entlang der Poly-
merkette zu lenken. Anfangs von Meijer und Mitarbeitern
entwickelt,™ wurde UPy wegen seiner hohen Homodime-
risierungskonstante zu einem beliebten supramolekularen
Motiv fiir verschiedene Materialanwendungen [ Auf-
grund der hohen Dimerisierungskonstante betrédgt die Freie
Energie, die benétigt wird, um das UPy-Dimer zu spalten,
mehr als 11 kcalmol™!, was vergleichbar ist mit der Energie
der Proteinentfaltung und geringer als die Energien typischer
kovalenter Bindungen und somit den biomimetischen An-
spriichen geniigt. Ein UPy enthaltendes Diol wurde als Mo-
nomer in ein lineares Polyurethan eingebaut. Durch die Ho-
modimerisierung von UPy-Einheiten wurden in jeder Poly-
merkette viele gefaltete Schleifen gebildet (Abbil-
dung 20).¥1 Auf molekularer Ebene zeigt SMFS das cha-
rakteristische ~ Sidgezahnmuster, &hnlich denen von
Polydominen-Proteinen. Auf makroskopischer Ebene de-

Abbildung 20. Modulares Polymer mit UPy-Dominen in der Haupt-
kette. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [428]. Copy-
right 2004 American Chemical Society.
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monstriert das modulare UPy-Polymer eine Kombination aus
hoher Festigkeit, Zidhigkeit und Elastizitdt. Die makroskopi-
schen mechanischen Daten korrelieren gut mit den Kraft-
Verlangerungs-Beobachtungen an einzelnen Ketten, was das
biomimetische Konzept bestitigt: Durch die Einfithrung von
Strukturmodulen, die lediglich von schwachen Bindungen
zusammengehalten werden, lassen sich die drei grundlegen-
den mechanischen Eigenschaften, hohe Zugfestigkeit, Za-
higkeit und Elastizitét in einer Polymerkette vereinen.

Um strukturelle Heterogenitdt und die Vernetzung von
Ketten zu iiberwinden, wurde in einem biomimetischen mo-
dularen Design der zweiten Generation ein peptidomimeti-
sches doppelt geschlossenes Schleifenmodul (DCL) synthe-
tisiert.*> Das Modul in diesem System besteht aus einem -
Faltblatt-Duplex, der an beiden Enden mit Kohlenwasser-
stoff-Schleifen verbunden ist. Bei der Dehnung eines Moduls
zerreil3en die Wasserstoffbriicken innerhalb des Duplex, und
die Schleifen werden auseinandergezogen. Nach Entlastung
sollten die doppelt geschlossenen Schleifen sicherstellen, dass
die Stringe sich zu ihren urspriinglichen Paaren verbinden
(Abbildung 21 a). Das DCL-Modul wurde iiber eine vielstu-
fige organische Synthese hergestellt und das modulare Poly-
mer durch Polymerisation des DCL-Monomers mit 4,4-Me-
thylenbis(phenylisocyanat) gebildet (Abbildung 21d).

Die modularen Polymere wurden, Literaturprotokollen
folgend,***%1 SMFS-Studien mit AFM unterzogen. Die
Kraft-Verlangerungs-Kurven zeigten dhnliche Sdgezahn-
Muster wie entsprechende Kurven fiir natiirliche und syn-
thetische modulare Polymere (Abbildung 21 c). Die Muster in
den Kraft-Verldngerungs-Kurven gleichten in ihrer Form
mehr denen des modularen DCL-Polymers als denen des
urspriinglichen modularen Designs, was seiner gleichférmi-
geren Struktur zugeschrieben wird. Die Kette 19st sich nor-
malerweise nach einer Dehnung von 60-120 nm von der
Oberfldche. Wahrscheinlich wird zur Entfaltung jedes Moduls
eine Kraft von ungefidhr 50 pN benotigt. Dieser Wert ist ge-
ringer als der unserer modularen UPy-Polymere, die eine
Entfaltungskraft von etwa 100-200 pN aufwiesen. Dies
stimmt mit der Bindungsstdrke der beiden Module iiberein:
Die Dimerisierungskonstanten K, fiir UPy und die pepti-
domimetischen B-Faltblatt-Einheiten betragen in Chloroform
um 107 bzw. 10**>*# Die Dehnungskurven passen in das
klassische Modell einer wurméhnlichen Kette fiir die einzelne
Polymerketten (Abbildung 21c).

Um weitere Erkenntnisse iiber den Einfluss der modula-
ren Struktur auf die mechanischen Polymereigenschaften zu
gewinnen, fithrten Guzman et al. nanomechanische Unter-
suchungen an einer homologen Reihe von [-Faltblatt-Mi-
metika durch. Drei (3-Faltblatt-imitierende Module mit 4, 6
oder 8 komplementiren Wasserstoffbriicken wurden fiir eine
SMFS-Studie sowie SMD-Simulation verwendet, um die Be-
ziehung zwischen molekularer Entfaltungskraft und chemi-
scher Struktur zu verstehen.**) Die SMFS-Studie zeigte ein
nichtlineares Verhiltnis zwischen der Bruchkraft und der
Zahl an Wasserstoffbriicken. SMD-Simulationen haben er-
geben, dass die konformative Flexibilitét in zu langen Strian-
gen Fehler bei der Dimerisierung verursachen kann, was die
im SMFS beobachteten Entfaltungskréfte verringert.
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tisiert. Bei einer Dehnung von etwa 5% in
Zugversuchen zeigt das modulare Polymer eine

Z . . .
u9 n auffallend starke Deformation bei relativ ge-
Entspannen ringer Belastungssteigerung als Konsequenz der

fortlaufenden  Entfaltung der gefalteten
Module, was die Absorption einer grofien
Energiemenge zur Folge hat und das Polymer
zih macht. In weiteren Studien beobachteten
Kushner et al. fiir dieses Polymer interessante
Selbstwiederherstellungs- und Formgedéchtnis-
Eigenschaften.

Fiir viele praktische Anwendungen mag es
nicht notwendig sein, dass die mechanosensiti-
ven Module (Mechanophore)*! in jeder Wie-
derholungseinheit vorhanden sind. Der Einbau
weniger wasserstoffverbriickter mechanosensi-
tiver Module konnte ausreichen, um Energie
abzufiihren und Briiche zu vermeiden. In
diesem Sinn haben Kushner etal. ein dreidi-

Kraft (pN)

)U No~n mensionales Poly(n-butylacrylat)-Netzwerk
Ho o hergestellt, das einen kleinen Anteil (6 Mol-%)
A4—o~~ R eines biomimetischen modularen Vernetzers

- R" = CgHy7 -n enthielt*? Der Vergleich der mechanischen

Eigenschaften eines Netzwerks mit modularem

Abbildung 21. a) Skizzierte Darstellung des doppelt geschlossenen Schleifenmoduls
(double-closed loop, DCL) in einem Polymer. b) Molekiilmodell eines in dieser Studie
verwendeten DCL-Moduls. c) AFM-Kraft-Dehnungskurve fiir ein einzelnes Polymer mit
diesen DCL-Modulen. Die durchgezogene Linie beschreibt das WLC-Modell, eingepasst
mit einer Persistenzlinge von 0.55 nm, L ist die Konturlinge wihrend der Dehnung.

d) Die chemische Struktur des DCL-Polymers. Wiedergabe mit freundlicher Genehmi-
gung nach Lit. [435]. Copyright 2004 American Chemical Society.

In der dritten Generation des modularen Designs nutzten
Kushner et al. cyclische UPy-Module, um die Synthese zu
vereinfachen und die mechanische Festigkeit zu verbessern
(Abbildung 22).4 Das auf dem DCL des UPy-Dimers ba-
sierende modulare Polymer zeigt nicht nur Elastizitét, ein
hohe Dehngrenze und Festigkeit sondern ist auch selbstwie-
derherstellend und anpassungsfihig. Das modulare Polymer
wurde {iiber Metathese-Polymerisation acyclischer Diene
(ADMET) aus einem Diolefin-UPy-DCL-Monomer synthe-

(CH2)19

N i G I ¢ )

(CH2)19

ONBn

W/,:/-ﬂ

8 NH
(CHy NBnO n
2/19
(CHa)1g———— .
Kontrollpolymer (H-Briicken-Bildung
verhindert)
(CH2)19 (CH2)19 (CHa)49 (CH2)1g
O-HN_ -HN_ O-HN_ O-HN,_
m"HN /“N/—_«ﬁ'-HN e N-HNT o
H T NH--NZ ) NH--NZ — NH--NZ_ DJNH--M
o= o= NH-1 o=\ """ e
NH-0 NH-O NH-0 -0
(CH2)79 (CH2)19 (CH2)1g (CH2)19

Titin-imitierendes modulares Polymer

Abbildung 22. Struktur fester, ziher, elastischer und anpassungsfihiger ADMET-UPy-DCL-Polymere. Wieder-
gabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [440]. Copyright 2009 American Chemical Society.
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Vernetzer und eines Kontrollnetzwerks mit
normalem Vernetzer zeigt, dass die Einfithrung
einer kleinen Menge eines biomimetischen
Moduls in das Netzwerk die mechanischen Ei-
genschaften des Polymers drastisch verbessert.

8. Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Aufsatz haben wir dargestellt, was iiber den
molekularen Mechanismus bekannt ist, durch den natiirliche
Peptid-basierte Materialien ihre bemerkenswerten mechani-
schen Eigenschaften und deren Kombination erreichen
kénnen. Wir haben in jedem Abschnitt einen Uberblick ge-
geben tiiber die zahlreichen Versuche, auf biosynthetischem
oder chemischem Weg neuartige funktionale Materialien

nach natiirlichem Vorbild zu
gestalten. Am Ende dieses
Beitrags werden wir einige
entscheidende, von biologi-
schen Materialien universell
verwendete Gestaltungsprin-
zipien zusammenfassen und
unsere Sichtweise auf die zu-
kiinftige Richtung und die
Hauptaufgaben auf dem
Gebiet der biomimetischen
Materialien darlegen.
Vermutlich  eines der
wichtigsten Prinzipien beim
Design natiirlicher Materiali-
en ist die Programmierung
schwacher molekularer Krifte
in makromolekularen Syste-
men, um sowohl die intramo-
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lekulare Faltung als auch die intermolekulare Selbstassozia-
tion zu hoheren Strukturen zu lenken. Moderne Synthese-
methoden machen es einfach, starke kovalente Bindungen zu
kniipfen, doch wir stehen noch am Anfang in unseren Ver-
suchen, schwache molekulare Kréfte auf definierte und pro-
grammierte Weise in synthetische Makromolekiile einzufii-
gen. Weiterhin bleibt eine grundlegende Herausforderung in
der Zusammenfithrung von synthetischen und natiirlichen
Makromolekiilen bestehen: Wir miissen mehr dariiber er-
fahren, wie sekundire molekulare Krifte in Makromolekiilen
codiert werden, um lokale Strukturen in hochgeordnete zu
ubertragen und letztlich die Selbstassoziation iiber GroBen-
ordnungen von Nanometern und Mikrometern bis hin zur
makroskopischen Ebene zu kontrollieren.

Ein zweites wichtiges Prinzip der natiirlichen Material-
gestaltung ist der Einsatz von starken kovalenten Bindungen
und schwachen nichtkovalenten Wechselwirkungen, um eine
Kombination scheinbar orthogonaler Eigenschaften zu er-
reichen, wie hohe mechanische Festigkeit und gleichzeitig
dynamisches Verhalten und Anpassungsfihigkeit. In natiirli-
chen Polymermaterialien bestehen die Hauptketten meist aus
starken kovalenten Bindungen wie Amidbindungen (bei
Peptiden), um die mechanische Festigkeit der Materialien zu
gewihrleisten. Dennoch sind es in vielen Fillen die akku-
mulativen schwachen Krifte der Systeme, die verbliiffende
dynamische Eigenschaften und Anpassungsfihigkeiten (z.B.
Ziahigkeit, Reizempfindlichkeit, Formgedachtnis und/oder
Selbstheilung). Bei der Gestaltung synthetischer Materialien
bleibt es ein Hauptproblem, die kovalenten und nichtkova-
lenten Krifte fiir das Design verbesserter Materialien mit
Widerstands- und Anpassungsfihigkeit vorteilhaft zu kom-
binieren. Einerseits ermdglicht die moderne Polymerchemie
den effizienten Zugriff auf viele kiinstliche Polymere mit
starken kovalenten Bindungen, andererseits bietet die su-
pramolekulare Chemie wichtige Motive, um schwache mo-
lekulare Krifte in verschiedenen synthetischen Systemen zu
kodieren. Eine aufkommende Forschungsrichtung in den
Materialwissenschaften ist die nahtlose Verflechtung von su-
pramolekularer Chemie und Polymerchemie, um eine neue
Generation fortgeschrittener Materialien zu entwi-
Cke]n.[443,444]

Ein drittes wichtiges Prinzip, das in natiirlichen Materia-
lien weit verbreitet ist, ist der repetitive modulare Aufbau.
Wie in den Abschnitten 2-7 untersucht, nehmen natiirliche
polymere Materialien oft einen modularen Weg, bei dem sich
kurze Peptide zu wohldefinierten sekundéren (B-Spirale, 3
Faltblatt, a-Helix, PPII-Helix) oder sogar tertidren Modulen
(Titin) falten und dann zu linearen Polymeren mit einer
Tandemanordnung von Modulen polymerisieren. Vermutlich
setzt die natiirliche Evolution das modulare Design sowohl
fir die energieeffiziente Materialsynthese als auch fiir hoch-
entwickelte funktionale FEigenschaften ein (siche Ab-
schnitt 7.1). Die modulare Gestaltung liefert auch eine
praktische Losung fiir die Kombination von Feinstruktur-
kontrolle und effizienter Synthese: Da die Sekundér- oder
Tertidrstruktur innerhalb jedes Moduls genauestens vorge-
geben wird, verbindet eine effiziente Polymerisation mehrere
Module zu einem langen Polymer mit den gewiinschten Ei-
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genschaften. Das modulare Design bietet interessante Mog-
lichkeiten fiir viele weitere biomimetische Anordnungen.

Wenngleich die biomimetische Materialwissenschaft
enorme Moglichkeiten bietet, sind bei ihrer weiteren Ent-
wicklung einige Herausforderungen zu meistern. FEine
Hauptaufgabe ist die Entwicklung atomdkonomischerer und
umweltvertrédglicherer Synthesen fiir biomimetische Mate-
rialien, die nachhaltig in groBem MaBstab und kostengiinstig
produziert werden konnen. Aktuelle chemische und bioche-
mische Synthesen biomimetischer Materialien bendtigen oft
viele Stufen und produzieren giftige Abfille, bei natiirlichen
Prozessen hingegen werden die meisten Materialien unter
Umgebungsbedingungen in wéssriger Losung aufgebaut und
verarbeitet. Eine zweite grofle Aufgabe ist es, optimale Ver-
arbeitungsbedingungen und eine ausgezeichnete chemische
Gestaltung und Synthese zu vereinbaren. Damit ein Material
sein Potenzial voll entfalten kann, ist der Grad der struktu-
rellen Organisation im kondensierten Zustand extrem wich-
tig. Zusitzlich zur wohldefinierten chemischen Gestaltung
und Kodierung verschiedener molekularer Krifte und hoch-
geordneter Strukturen, werden die optimalen Verarbei-
tungsbedingungen die strukturelle Organisation iiber meh-
rerer GroBenordnungen unterstiitzen. In der Natur werden
viele fantastische Materialien, z.B. Spinnenseide, durch die
Kombination von biochemischem Aufbau und den besten
Verarbeitungsbedingungen gewonnen. Ohne optimale Ver-
arbeitung liegen die gemessenen Eigenschaften vieler bio-
mimetischer Materialien weit unterhalb dessen, was aufgrund
ihres Aufbaus moglich ist.

Auch nach grof3en Fortschritten in jiingster Zeit bleibt die
direkte Verbindung von Einzelmolekiil-Eigenschaften mit
makroskopischen Eigenschaften eine Hauptaufgabe der bio-
mimetischen Materialstudien. Zwar konnen die Produkte
eines molekularen Designs jetzt mit Nanometerauflosung
analysiert werden, doch es ist zu erwarten, dass sich, sobald
mehrere Molekiile in einem kondensierten Zustand zusam-
menfinden, die Dynamik und die resultierenden Eigenschaf-
ten drastisch dndern werden, und die Methoden zur Vorher-
sage und Identifizierung dieser Eigenschaften sind zur Zeit
begrenzt und ungenau.

Trotz dieser Herausforderungen sind die Aussichten des
biomimetischen Materialdesigns glinzend. Dank wichtiger
Entwicklungen die zu effizienteren Synthesemethoden und
einem verbesserten Verstdndnis der molekularen Mechanis-
men natiirlicher Materialien auf biologischer Ebene ermog-
lichen, zusammen mit den Fortschritten in computergestiitz-
ter Modellierung komplexer biomimetischer Systeme und
Verbesserungen im Bereich der Nanomaterialwissenschaften,
sind wir so gut wie nie zuvor darauf vorbereitet, natiirliche
Designstrategien in synthetische Materialien umzusetzen.
Durch die interdisziplindre Zusammenarbeit von Chemikern,
Biologen, Biophysikern, Materialwissenschaftlern und Inge-
nieuren konnen viele entscheidende Fragen der Materialge-
staltung angesprochen werden, beginnend auf molekularer
Ebene bis hin zu fortgeschrittenen makroskopischen An-
wendungen. Die Nachahmung natiirlicher Vorbilder kann uns
zu fortgeschrittenen Materialien fithren, die den mit aktuellen
Methoden erhiltlichen Materialien bei weitem iiberlegen sein
werden.
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