Proteinpolymere

DOI: 10.1002/ange.201107734

Bioaktive Nanovehikel aus Proteinpolymeren™*

Elisabeth Garanger* und Sébastien Lecommandoux*

Bioaktive Nanopartikel - Elastinartige Polypeptide -
Polymermaterialien - Proteinpolymere -
Selbstorganisation

3114

Die nanomedizinische Forschung ebnet den Weg fiir den
Einsatz nanoskopischer Wirkstofftrager und ist darin begrif-
fen, eine wirkliche Alternative zur traditionellen medizini-
schen Chemie mit vertraglicheren und wirksameren Medi-
kamenten zu werden. Die Verfiigbarkeit theranostischer
Nanopartikel, die es dem Kliniker erlauben, Krankheitsherde
sichtbar zu machen, sie lokal zu behandeln und ihren Verlauf
zu verfolgen, versprechen immense Moglichkeiten im Be-
reich der gezielten und personalisierten Medizin. Die weni-
gen Nanowirkstofftrager, die bereits klinische Zulassung er-
langt haben und auf dem Markt sind, wurden aus biologisch
inerten Molekulargeriisten aufgebaut (Phospholipide, Poly-
mere, Tarnproteine) und haben eine Verbesserung pharma-
kologischer Eigenschaften (Verweilzeit, Verteilung und Ab-
bau im Korper) ermoglicht. Von der néchsten Generation an
Nanowirkstofftragern wird nun erwartet, dass sie ein aktives
Trégergeriist haben, das in der Lage ist, mit spezifischen
Geweben, Mikroumgebungen, Zellen und subzelluldren
Komponenten zu interagieren, auf lokale Umgebungsreize zu
reagieren, ihre therapeutische Fracht in raumlich und zeitlich
steuerbaren Prozessen freizusetzen und diagnostische Signale
in Echtzeit auszusenden.

Zum Erreichen dieses Ziels erweisen sich Nanovehikel
aus selbstorganisierten Copolymeren als extrem attraktiv.
Selbstorganisierte Polymernanopartikel kénnen durch An-
bindung biologisch relevanter, rezeptorspezifischer Liganden
(Saccharide, Peptide, ganze Antikorper oder Fragmente,
Aptamere, niedermolekulare Spezies) gezielt mit gewiinsch-
ten Eigenschaften ausgestattet werden. Zum jetzigen Zeit-
punkt sind zwei ligandmodifizierte Polymernanopartikelsys-
teme (BIND-014 und CALAA-01) in die klinische Testpha-
se I gelangt."! Allerdings sind Strategien zur Oberflichen-
funktionalisierung  selbstorganisierter Partikel (Abbil-
dung 1 A) mit gewissen Fallstricken behaftet, sobald es um die
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klinische Umsetzung geht. Skalierbarkeit und Reproduzier-
barkeit erweisen sich als schwierig, wenn mehrere Funktio-
nalitdten unabhéngig voneinander eingefiihrt werden sollen.
Natiirlich ist es nicht hinnehmbar, fiir die Entwicklung ver-
besserter Wirkstofftransportsysteme eine geringere struktu-
relle Prézision des Tragermaterials in Kauf zu nehmen. Ein
Ansatz zur Losung dieses Problems sind Materialien, die den
,»Code“ sowohl zur Selbstorganisation als auch zur Einfiih-
rung biologischer Funktionalititen schon in sich tragen — ganz
dhnlich wie natiirliche Molekiile, die biologische Selbstorga-
nisate bilden. Besonders interessant sind Makromolekiile, die
die vorteilhaften Eigenschaften von Blockcopolymeren (or-
thogonale Loslichkeit der Blocke, Fahigkeit zur Selbstorga-
nisation, Elastizitdt) mit denen von Peptiden und Protein-
dominen (Sekundirstruktur, biologische Aktivitit, Zielort-
spezifitiat, Diversitiat, Biokompatibilitit) in sich vereinen.

Zu diesem Zweck wurden synthetische amphiphile Poly-
mer-Peptid- und Polymer-Protein-Konjugate entwickelt. Po-
lymer-Peptid-Chiméren erhélt man durch kovalente Anbin-
dung biologisch relevanter Peptidfragmente an synthetische
Polymerketten (Abbildung 1B). Der amphiphile Charakter
des Polymers sorgt fiir die Fdhigkeit zur Selbstorganisation,
wihrend die Peptidsequenz den resultierenden selbstorgani-
sierten micellaren oder vesikuldren Strukturen ihre biologi-
sche Aktivitédt verleiht. AuBerordentlich komplexe syntheti-
sche Architekturen wurden auf diese Weise entworfen.”
Bedenkt man jedoch die extreme Diversitét, die durch Ver-
kniipfen der zwanzig natiirlichen proteinogenen Aminosiu-
rebausteine theoretisch erreicht werden kann, so erscheinen
die selbstorganisierten Nanopartikel aus Polymer-Peptid-
Konjugaten, die bis dato beschrieben wurden, als vergleichs-
weise primitiv.”! Tatsichlich handelt es sich bei den meisten
Peptidblocken um Polyaminosduren und nicht um echte
biomimetische Peptide. Dartiber hinaus gewidhren konven-
tionelle Polymerisationsprozesse nur eine begrenzte Kon-
trolle iiber die makromolekulare Architektur (Primérstruk-
tur, Lange).

Um diese Beschrankungen zu iiberwinden, haben Mate-
rialwissenschaftler im letzten Jahrzehnt Techniken des Pro-
tein-Engineerings aufgegriffen, um durch rekombinante
Methoden proteinartige Polymere de novo herzustellen.
Diese hauptséchlich aus sich wiederholenden Peptidsequen-
zen aufgebauten Makromolekiile sind von ihren Erfindern als
»~Proteinpolymere®, ,rekombinante Polymere“ und ,Re-
kombinamere* bezeichnet worden.! Im Prinzip wird so vor-
gegangen, dass man ein kiinstliches Gen entwirft, das fiir das
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Abbildung 1. Strategien zum Aufbau von Nanovehikeln auf der Grundlage bioaktiver Polymere: von synthetischen Blockcopolymeren zu biosynthe-

tischen Proteinpolymeren.

vollstandige Makromolekiil codiert, einschlielich struktu-
reller Polymersequenzen und spezifischer Peptidmotive, die
die gewiinschten biologischen Aktivitdten (rezeptorbindende,
stimuliresponsive, physikalisch vernetzbare und enzymatisch
abbaubare Motive) an strategischen Stellen des Proteinpoly-
mergeriistes platzieren (Abbildung 1C). Das maBgeschnei-
derte Gen wird dann in einen Expressionsvektor kloniert,
transformiert und in einem geeigneten heterologen Wirt ex-
primiert. Zu den signifikanten Vorteilen der Methode geho-
ren: 1) eine potentiell riesige Freiheit und Kreativitit beim
Materialdesign dank unendlicher Kombinationen von Ami-
nosidurebausteinen; 2) die Monodispersitit und ausgezeich-
nete Kontrolle iiber die Sequenz (Primirstruktur) und Léange
(im Gegensatz zu chemisch synthetisierten Polymermateria-
lien); 3) die Moglichkeit zur Untersuchung von Struktur-
Funktions-Beziehungen, was mit polydispersen Polymeren
extrem schwierig ist; 4) die erreichbare Molekiillinge im
Vergleich zu traditionellen Fest- oder Fliissigphasenpeptid-
synthesen; 5) die Skalierbarkeit auf grofe und/oder konti-
nuierliche Reaktoren mit perfekter Reproduzierbarkeit.

Die meisten rekombinanten Polymere, die bislang spezi-
fisch fiir die Entwicklung von Wirkstoffnanovehikeln be-
schrieben wurden, beruhen auf der Pentapeptideinheit
[-VPGXG-], die aus der hydrophoben Domine des Elastins
abgeleitet ist. Elastinartige Polypeptide (EAPs) weisen eine
untere kritische Losungstemperatur (7}) auf, die einen dop-
pelten Nutzen hat: Erstens ist 7; ein Mittel zur Steuerung des
Selbstorganisationsprozesses, und zweitens vereinfacht das
Auftreten einer 7, die Isolierung und Aufreinigung des Pro-
teinprodukts aus dem Lysat. Seit der Beschreibung des ersten
Diblock-ELP bestehend aus konsekutiven hydrophilen und
liphophilen Blocken, die zu nanometergro3en Micellen or-
ganisiert waren,”) wurden erhebliche Fortschritte erzielt.
Umfassende Studien zum Entwurf von ELP-Blockcopoly-
meren haben kritische Parameter aufgezeigt (Verhéltnis von
hydrophilen zu hydrophoben Blocken, CopolymergroSie,
Verteilung der polaren und apolaren Regionen entlang der
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Polymerkette, Vernetzung), um zu stabilen monodispersen
Kern-Schale-Nanopartikeln zu gelangen. Das Ansprechen
auf Temperaturdnderungen wurde als ein Merkmal identifi-
ziert, um eine spezifische Erkennung der Zielstruktur und die
Anreicherung von ELPs in vivo auszulésen. Eine Anreiche-
rung von ELPs in Tumoren kann durch lokale thermische
Kreisldufe herbeigefithrt werden. Dabei kommt es in der
Aufheizphase zur lokalen Aggregation der ELPs, wihrend
nach Riickkehr zu normaler Korpertemperatur die Aggre-
gate unter massiver Extravasation wieder geldst werden.”
Mehrere Versuche, biologisch aktive Peptidmotive auf der
Oberfliche von ELP-Nanopartikeln zu présentieren, erwie-
sen sich bereits als erfolgreich. So beschrieben Chilkoti und
Mitarbeiter ein rekombinantes Diblock-ELP mit einer a,f3;-
Integrin erkennenden linearen GRGDS-Startsequenz, das
oberhalb T, von einem unimeren, niederaviden Zustand in
einen multivalenten Liganden mit hoher Aviditit iibergeht.”!
Raucher und Mitarbeiter untersuchten mehrere ELPs mit
fusionierten Membrantranslokationssequenzen am N-Termi-
nus, um das Eindringen therapeutischer Peptide in Zellen zu
erleichtern.””) Ein Fusionsprodukt wurde in E. coli erzeugt,
bestehend aus einem elastinbasierten Rekombinamer mit
Penetratin-Terminus und einem Peptid zur Inihibierung des
Proto-Onkogens c-Myc. Die zellulire Aufnahme und anti-
proliferativen Effekte wurden durch externe lokale Hyper-
thermie, die den Phaseniibergang des ELP ausloste, verstérkt.
In Anwendungen von ELPs als Wirkstofftriger wurden
hochmolekulare, hydrophile ELPs auch an den C-Termini mit
hydrophoben Doxorubicinderivaten konjugiert, was zur
Selbstorganisation zu Partikeln mit wirkstoffreichem Kern
umgeben von einer loslichen Proteinhiille fiihrte. In vivo
zeigte die Wirkstoff-Nanopartikel-Formulierung eine vier-
fach hohere maximal vertrigliche Dosis (MTD) als Doxo-
rubicin und induzierte eine fast vollstdndige Tumorregression
nach Verabreichung einer einzelnen systemischen Dosis."”!
Neben den ELPs wurden in jiingster Zeit auch andere Poly-
mere wie Seide und Resilin, welche den Trdgern neue Ei-
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genschaften verleihen, fiir Anwendungen im Wirkstofftrans-
port beschrieben."!

Auf dem Weg zu hochfunktionellen Wirkstoffnanovehi-
keln lasst sich voraussehen, dass Proteinpolymermaterialien,
die die funktionelle Komplexitit nativer Proteine besser
nachzubilden vermogen, gut geeignet sind, die bisher so ge-
schitzten synthetischen Polymere zu ersetzen. IThre Biokom-
patibilitdt und biologische Abbaubarkeit zu natiirlichen Me-
taboliten (Aminosduren) sind offenkundige Vorteile fiir bio-
medizinische Anwendungen. Ein moglicher Nachteil solcher
Proteinstrukturen, der in die Uberlegungen mit einbezogen
werden muss, besteht jedoch darin, dass die oligomeren Ab-
bauprodukte unerwiinschte biologische Wirkungen haben
konnten. Da rekombinante Proteinpolymere keine komple-
xen posttranslationalen Modifikationen erfordern, lésst sich
ihre Produktion in E. coli im gro3en MafBstab kostengiinstiger
betreiben als die Herstellung der meisten gegenwértig im
Einsatz befindlichen rekombinanten Proteine (Antikorper),
die auf Sdugetierzellkulturen angewiesen sind. Die perfekte
Reproduzierbakeit der Materialstruktur, die man mit dem
hier beschriebenen Prozess erzielt, ist ebenfalls ein entschei-
dender Parameter fiir zukiinftige klinische und industrielle
Entwicklungen.
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