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1. Einleitung

Das Prinzip der Selbstorganisation ist in der Natur im
makroskopischen wie auch mikroskopischen Maßstab allge-
genw�rtig. Es beschreibt die Organisation und den spontanen
Zusammenschluss von vielen individuellen Einheiten zu ra-
tionellen und wohldefinierten Strukturen ohne Beteiligung
von außen.[1, 2] Die molekulare Bioerkennung steht im Mit-
telpunkt aller biologischen Prozesse. Sie ist die Grundlage f�r
die Entwicklung von genau definierten intelligenten Syste-
men, einschließlich zielgerichtet wirkender Therapeutika,
Imaging-Substanzen sowie reizempfindlicher und selbstor-
ganisierter Biomaterialien und Biosensoren.

Die Selbstorganisation durch Bioerkennung ist ein effi-
zientes Mittel f�r den Aufbau neuer supramolekularer Ar-
chitekturen und ermçglicht die Entwicklung von Materialien,
die im Nano- bis Mikrometerbereich programmiert werden
kçnnen.[3, 4] Die Kombination von Selbstorganisation in ver-
schiedenen L�ngenbereichen f�hrt zu strukturellen Hierar-
chien;[5–7] z. B. erh�lt man eine Collagenfaser durch hierar-
chische Organisation vom Nano- bis hin zum Makromaßstab:
Drei Collagenmakromolek�le bilden eine Dreifachhelix, und
mehrere Dreifachhelices ordnen sich zu Fibrillen an, die sich
anschließend zu einer voll entwickelten Collagenfaser aus-
richten.[8]

Hydrogele sind die ersten Biomaterialien, die f�r den
biomedizinischen Gebrauch entwickelt wurden.[9] Sie sind
Materialien mit einer ausgepr�gten dreidimensionalen
Struktur, die in Wasser quellen, sich aber nicht auflçsen. Ihre
Klassifikation kann sich auf folgende Kriterien beziehen: ihre
Herkunft – nat�rliche und synthetische Hydrogele; die Natur
der Vernetzung – kovalente oder physikalische Hydrogele;
die Art des Netzwerkes – Homopolymernetzwerke, Copoly-
mernetzwerke, Polymernetzwerke mit gegenseitiger Durch-
dringung und Doppelnetzwerke; und ihr Verbleib im Orga-
nismus – abbaubare und nicht abbaubare Hydrogele.[10,11] Zu
den verschiedenen Aspekten von Hydrogelen wurden bereits

zahlreiche Aufs�tze[10–25] verçffentlicht; darum wird sich
dieser Aufsatz auf selbstorganisierte Biomaterialien/Hydro-
gele aus gentechnisch hergestellten Polymeren und auf Hy-
bridhydrogele aus mindestens zwei individuellen Makromo-
lek�lklassen konzentrieren, z. B. synthetische und biologische
Makromolek�le, die kovalent oder nichtkovalent miteinan-
der verbunden sind. Um das Thema weiter einzugrenzen,
werden wir nur Peptide und Proteine als nat�rliche Kompo-
nenten von Hybridsystemen diskutieren.

2. Grundprinzipien der Peptidselbstorganisation

2.1. Coiled-Coils

Das Coiled-Coil-Motiv ist eines der grundlegenden Fal-
tungsmuster von nat�rlichen Proteinen. Es besteht aus zwei
oder mehr rechtsg�ngigen a-Helices, die sich zusammenwin-
den und eine leicht linksg�ngige Superhelix bilden.[26–29] Die
Prim�rstruktur des Coiled-Coil-Motivs ist eine Sequenz sich
wiederholender Heptaden, die als [a,b,c,d,e,f,g]x bezeichnet
wird, wobei a und d normalerweise hydrophobe Aminos�u-
rereste und die anderen polar sind. Zwei Helices assoziieren
�ber die hydrophobe Oberfl�che zwischen a und d, wodurch
b, c und f nach außen zeigen. Interhelicale elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen den Resten e und g tragen zur
Stabilit�t des Coiled-Coils bei. In Abh�ngigkeit von ihrer
Detailstruktur kçnnen sich a-Helices als Homodimere, He-
terodimere in paralleler und antiparalleler Anordnung oder
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Hybridbiomaterialien sind Systeme, die aus Bausteinen von min-
destens zwei individuellen Molek�lklassen erzeugt werden, z. B. aus
synthetischen Makromolek�len sowie Proteinen oder Peptiddom�nen.
Die synergistische Kombination von zwei Strukturarten kann neue
Materialien ergeben, die einen beispiellosen Grad an struktureller
Organisation sowie neuartige Eigenschaften aufweisen. Dieser Auf-
satz diskutiert die durch Bioerkennung gesteuerte Selbstorganisation
von hybriden Makromolek�len zu funktionalen Hydrogel-Biomate-
rialien. Zuerst werden die grundlegenden Regeln besprochen, die die
Sekund�rstruktur von Peptiden bestimmen, und im Anschluss be-
werten wir die Ans�tze zur spezifischen Entwicklung von Hybrid-
systemen mit maßgeschneiderten Eigenschaften. Nach einer Diskus-
sion der �hnlichkeiten der verschiedenen Designprinzipien f�r Bio-
materialien und makromolekulare Therapeutika werden wir die zu-
k�nftige Entwicklung dieses Forschungsgebietes kurz zusammenfas-
sen.
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als Aggregate hçherer Ordnung (z. B. Tetramere) zusam-
menschließen (Abbildung 1).[30–32]

Hunderte nat�rlicher Proteine, z. B. Muskelproteine,
Transkriptionsfaktoren, Cytoskelettproteine, Zell- und Vi-
rusoberfl�chenproteine, Tumorsuppressoren, molekulare
Motoren und viele krankheits- und organspezifische Auto-
antigene, enthalten Coiled-Coil-Bereiche.[33] Die Coiled-Coil-
Motive spielen f�r die Funktionen dieser Peptide eine wich-
tige Rolle: Eine charakteristische Eigenschaft von Coiled-
Coils ist die spezifische r�umliche Erkennung, Assoziation
und Dissoziation von Helices, was sie zu einem idealen
Modell f�r Proteinbiomaterialien macht, deren hçhere
Strukturen auf Basis der Prim�rsequenz vorhergesagt werden
kçnnen. Verschiedene funktionelle Gruppen kçnnen in der
Coiled-Coil-Struktur genau positioniert werden, wodurch
spezifische intermolekulare Wechselwirkungen mçglich
werden.

Die typische a-Helix ist rechtsg�ngig, und f�r eine kom-
plette Umdrehung sind 3.6 Aminos�urereste notwendig. In
einem linksg�ngigen Coiled-Coil (zusammengesetzt aus
rechtsg�ngigen Helices) bildet eine Heptade genau zwei

Umdrehungen (so genannte 7=2-Wiederholung –
7 Aminos�uren pro 2 Umdrehungen). In der Natur
kçnnen Coiled-Coils mit verschiedenen Periodizit�ten
(z. B. Periodizit�ten mit elf Resten) oder mit Einf�-
gungen von einem oder mehreren Resten in das
Heptadenmuster gefunden werden (Einf�gungen von
einem Rest werden „Skips“, von drei Resten „Stam-
mers“ und von vier Resten „Stutters“ genannt).[26, 34] In
der Natur kommen Dimere, Trimere und Tetramere am
h�ufigsten vor, aber auch die Bildung von Multimeren
und komplexeren Anordnungen ist gut bekannt.[35] Vor
Kurzem wurde eine neue Coiled-Coil-Anordnung, ein
De-novo-Peptid, beschrieben, das ein B�ndel aus sechs
Helices mit einem zentralen Kanal bildet, der den
Durchtritt von Wassermolek�len ermçglicht.[36] Die
Vielseitigkeit des Coiled-Coil-Motivs, und hier beson-
ders die Mçglichkeit, seine Stabilit�t und Spezifit�t
durch Modifikation der Prim�rstruktur zu beeinflussen
(Stabilit�ten bis zu 10�15

m kçnnen erreicht werden[37]),
ist vielversprechend f�r die Entwicklung neuer Bio-
materialien.

Mit Blick auf die Entwicklung neuer Coiled-Coil-
haltiger Materialien ist das bekannte Verh�ltnis zwi-

schen der Struktur Coiled-Coil-bildender Sequenzen sowie
ihrer Erkennung, Assoziation und Faltung ein großer Vorteil.
Offenbar ist die a-Helix wegen der Wiederholungsh�ufigkeit
der Sequenz die einzige Art von Sekund�rstruktur in Coiled-
Coils.[38] Mutationen f�hren entweder zu einer vollst�ndigen
Zerstçrung der Sekund�rstruktur, oder die Struktur bleibt
erhalten. Im Unterschied dazu gibt es viele Variationen in der
Terti�r-/Quart�rstruktur von Coiled-Coils. Die Zahl der
Str�nge kann zwischen 2, 3, 4 und 5 wechseln, und die Ori-
entierung zwischen den Helices kann parallel oder antipar-
allel sein.[39] Diese Strukturver�nderungen entsprechen ver-
schiedenen biologischen Funktionen.

Die Wechselwirkung von links- und rechtsg�ngigen a-
Helices (jede mit 30 Aminos�ureresten) mit Peptiden, die d-
und l-Aminos�uren enthalten, wurde untersucht (chirali-
t�tsabh�ngige Peptidwechselwirkungen).[40] Das Helixnetz-
diagramm sagt vorher, dass zwei Helices mit einer d/l-
Struktur mit einem Packungswinkel von 08 packen, im Un-
terschied zu nat�rlichen l/l-Coiled-Coils, bei denen sich die
Helices bei 208 kreuzen. Die beiden Peptide – d-S�ure und l-
Base – bilden stabile Heterotetramere, die Eigenschaften
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Abbildung 1. Die Strukturen von Coiled-Coils (a) und b-Faltbl�ttern (b).
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einer spezifischen wie auch einer nichtspezifischen Packung
aufweisen.[40]

Es gibt mehrere Beispiele zur chiralit�tsunabh�ngigen
Peptid-/Proteinerkennung. Die Peptide der Transmembran-
dom�nen von Glycophorin A (GPA) haben einen Mangel an
Stereospezifit�t in GPA-Helix-Helix-Wechselwirkungen ge-
zeigt.[41] Kolluri et al. konnten zeigen, dass ein Nur77-Peptid
und sein Enantiomer an die Bcl-2-Schleife binden, wobei die
Wirkung Bcl-2 von Krebszellen sch�tzend zu Krebszellen
vernichtend umgewandelt wird. Beide Stereoisomere dieses
Nonapeptids (FSRSLRSLL) wirken als molekulare Schalter,
die die Bcl-2-BH4-Dom�ne verschieben und damit die BH3-
Dom�ne freilegen, die die Antiapoptoseaktivit�t von Bcl-XL

blockiert.[42]

Solche Studien liefern eine wissenschaftliche Basis f�r die
Entwicklung von d-Peptidinhibitoren helicaler l-Proteinzie-
le.[40, 43, 44] Eine brauchbare Screening-Methode zur Identifi-
zierung von d-Peptiden, die an spezifische Ziele binden, ist
das spiegelbildliche Phagen-Display.[45]

2.2. b-Faltbl�tter

b-Faltbl�tter sind wichtige Strukturelemente von Protei-
nen. b-Str�nge richten sich nebeneinander aus und werden
durch Wasserstoffbr�cken zwischen dem Carbonylsauer-
stoffatom einer Aminos�ure in einem Strang und dem
R�ckgratamid einer zweiten Aminos�ure in einem anderen
Strang stabilisiert. Die Str�nge (mindestens zwei, aber h�ufig
mehr[46, 47]) kçnnen sich zur Bildung des b-Faltblatts parallel
oder antiparallel zueinander ausrichten. Die Stabilit�t von b-
Faltbl�ttern h�ngt von der Wechselwirkung der Seitenketten
benachbarter Aminos�uren ab.[1, 48] Diese Wechselwirkungen
m�ssen den Verlust von translatorischer und Solvatations-
energie des Peptids kompensieren (Abbildung 1).[49]

Studien zu homo- und heterochiralen Wechselwirkungen
zwischen enantiomeren b-Faltbl�ttern deuten an, dass die
homochirale Paarung stark bevorzugt wird.[50] Auf �hnliche
Art und Weise ordnen sich amphiphile Triblock-Oligopepti-
de, die aus d- oder l-Tetraleucindom�nen mit pH-empfind-
lichen l- oder d-Octalysinsegmenten aufgebaut sind, selbst-
st�ndig zu b-Faltblattstrukturen mit entgegengesetzter Chi-
ralit�t an. Rasterkraftmikroskopische (AFM-)Studien haben
gezeigt, dass homochirale Lçsungen sich selbstst�ndig zu
Amyloidnanofasern anordnen, wohingegen die racemische
Mischung nur kugelfçrmige Aggregate bildet.[51]

Die Wechselwirkungen von d- und l-Aminos�urepepti-
den, die b-Faltbl�tter bilden, sind biologisch relevant: Die
Polymerisation von Amyloid-b-Peptiden (Ab) wurde als der
Hauptfaktor in der Pathogenese der Alzheimerkrankheit
identifiziert. Es wurde ein zwçlf Reste langes d-Peptid
(QSHYRHISPAQV) gefunden, das an Amyloidplaques im
Hirngewebe von Alzheimerpatienten bindet.[52] Zus�tzlich
verringert es die durchschnittliche Grçße von Ab-Aggregaten
und die Ab-Cytotoxizit�t gegen PC12-Zellen.[53]

Zhang et al. bestimmten die Strukturdynamik eines
selbstorganisierten, 16 Reste langen Peptids, das b-Faltbl�tter
bildet.[54] Bei Raumtemperatur zeigte das d-EAK16-Peptid
(AEAEAKAKAEAEAKAK) ein typisches b-Faltblatt-

Circulardichroismus(CD)-Spektrum. Wenn die Temperatur
auf 80 8C erhçht wurde, erfolgte eine Phasenumwandlung zur
a-Helix, ohne dass dabei ein nachweisbares intermedi�res
Zufallskn�uel gebildet wurde. Studien zum Einfluss von
Temperatur, pH-Wert, Ionenst�rke und Konzentration des
Denaturierungsmittels zeigten, dass sich das d-Peptid nur in
seinem Temperaturverhalten von seinem l-Gegenst�ck un-
terschied.[54] Chirale selbstorganisierte Peptidnanofaserge-
r�ste bildeten sich sowohl aus l- als auch aus d-Peptiden.[55]

Wie zu erwarten war, erhielt man nur eine schlechte Selbst-
organisation f�r Peptide, die alternierend aus d- und l-Ami-
nos�uren aufgebaut waren.[56] Diese Befunde lassen darauf
schließen, dass die Chiralit�t von Peptiden nicht hinderlich
f�r die Bildung definierter Nanostrukturen ist.

Die b-Haarnadel ist ein h�ufiges Motiv, bei dem zwei
benachbarte antiparallele b-Str�nge durch eine Schleife ver-
bunden sind. b-Haarnadelpeptide kçnnen durch intramole-
kulares Falten und intermolekulare Zusammenlagerung Hy-
drogele bilden, was durch externe Reize, z. B. �nderungen
des pH-Werts, der Ionenst�rke oder der Temperatur, ausge-
lçst wird.[57, 58] Zum Beispiel ist das MAX1-Peptid ((VK)4-
VDPPT-(KV)4-CONH2) aus zwei Str�ngen von alternieren-
den K- und V-Resten aufgebaut, die �ber eine Tetrapeptid-
schleife verbunden sind. Die Faltung von MAX1 in die
Haarnadelkonformation kann durch eine Erhçhung des pH-
Wertes[58] oder der Ionenst�rke[59] ausgelçst werden. Die
komplette b-Faltblattumwandlung und Bildung der dreidi-
mensionalen Hydrogelstruktur erfolgen unter physiologi-
schen Bedingungen innerhalb von etwa 30 min.[60]

2.3. Die Reizempfindlichkeit von Coiled-Coils und b-Faltbl�ttern

Die Stabilit�t von Coiled-Coils h�ngt von der Zahl der
Heptaden (L�nge des Peptids),[30] von der Packung am hy-
drophoben Kern (a-, d-Positionen)[61] und von den interheli-
calen Ionenwechselwirkungen (e-, g-Positionen)[32, 62] ab.
Diese Wechselwirkungen sind wiederum von Umgebungs-
faktoren abh�ngig. In der Konsequenz h�ngt also die Stabi-
lit�t des Coiled-Coil-Motivs von der Temperatur,[63] dem pH-
Wert[64] und der Ionenst�rke ab.[65] Ein interessanter Ansatz
zur Herstellung reizempfindlicher Coiled-Coils ist das Nutzen
von Metall-Ligand-Koordination als Triebkraft zur Manipu-
lation der Konformation/Assoziation. Zwei Carboxygruppen
in einer Peptidsequenz kçnnen einen Dirhodiumkomplex
bilden und damit ein Coiled-Coil-Dimer reversibel zerle-
gen.[66]

Auf �hnliche Art und Weise wird der Prozess der b-Falt-
blattanordnung durch inter- und intramolekulare Wechsel-
wirkungen bedingt, die elektrostatische, hydrophobe, p-
Stapel- und Wasserstoffbr�cken-Wechselwirkungen mit ein-
schließen. Daraus folgt, dass dieser Prozess auf �nderungen
des pH-Wertes, der Temperatur und des Lçsungsmittels rea-
giert.[49,67] Ein wichtiger Faktor ist auch die Konzentration –
Peptide kçnnen sich, nach Erreichen einer kritischen Kon-
zentration, zu Streifen, B�ndern, Fibrillen und Fasern selbst-
organisieren.[68]
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2.4. Schalterpeptide

Des Weiteren wurden auch interessante Strukturen ent-
wickelt, die als Reaktion auf verschiedene Reize, z. B. �n-
derungen der Temperatur, des pH-Werts oder der Konzen-
tration, von einer bestimmten Sekund�rstruktur in eine
andere umschalten kçnnen. Mutter et al. beschrieben einen
pH-abh�ngigen Schalter eines amphiphilen Peptides, der von
einer a-Helix zu einem b-Faltblatt umschaltet.[69] Weiterhin
entwickelten sie ein Schalterpeptid, das die Amyloid-b-Falt-
blattanordnung stçrt, indem die Peptide zu a-Helices umge-
wandelt werden.[70] Koksch et al. synthetisierten das Peptid
VW19 (LKVELKELKKELVVLKSELKELKKEL), das
Strukturelemente enth�lt, die sowohl die a-helicale Faltung
als auch die b-Faltblattbildung ermçglichen. In Abh�ngigkeit
von den Umgebungsbedingungen (pH-Wert und/oder Kon-
zentration des Peptids) kann es als Zufallskn�uel, b-Faltblatt
oder in der Coiled-Coil-Konformation vorliegen.[71] Auf
�hnliche Art und Weise entwickelten Woolfson et al. Peptide
mit Strukturdualit�t, die sich unter reduzierenden Bedin-
gungen zu parallelen Leucin-Reißverschlussdimeren und bei
Bildung von intramolekularen Disulfidbr�cken zu monome-
ren Haarnadeln falten.[72] Die �nderung der Sekund�rstruk-
tur kann auch mit der Anordnung zu dreidimensionalen
Strukturen kombiniert werden: Schneider et al. stellten pH-
empfindliche Hydrogele auf der Grundlage eines Peptids her,
dessen Sekund�rstruktur vom ungefalteten Zustand zur
Amyloidanordnung umschalten kann.[58] Die Auswirkung von
Metallionen auf die Umwandlung zwischen a-helicaler und b-
Faltblatt-Proteinstruktur wurde mithilfe eines antiparallelen
Coiled-Coil-Motivs mit Histidinresten untersucht. Die
Zugabe von Cu2+- oder Zn2+-Ionen f�hrte zu einem Abfall
des Helixanteils bei gleichzeitigem Anstieg des b-Faltblatt-
anteils.[73]

2.5. Auswirkungen der Anbindung eines linearen synthetischen
Makromolek�ls an ein Peptid auf dessen Sekund�rstruktur

Bindet man eine synthetische Polymerkette an ein Coiled-
Coil-bildendes Peptid an, ist die Stabilit�t des resultierenden
Konstrukts ein wichtiger Faktor f�r die Entwicklung von hy-
briden Biomaterialien. Die Konjugation von a-Methoxy-Po-
ly(ethylenglycol) (mPEG, Molekulargewicht 2000) mit einer
Reihe von Peptiden der allgemeinen Struktur (VSSLESK)n

(n = 3–6) hatte keinen stçrenden Einfluss auf die Coiled-Coil-
Bildung, sondern verbesserte stattdessen die thermische Sta-
bilit�t der Coiled-Coil-�berstruktur.[74] In einer �hnlichen
Studie wurde ein Coiled-Coil-bildendes Peptid G(EAK-
LAEI)3Y mit Polyethylenglycol (PEG; Molekulargewicht
750 und 2000) modifiziert. Die Anbindung von PEG verhin-
derte die Coiled-Coil-Bildung nicht, jedoch zeigten analyti-
sche Ultrazentrifugationsexperimente einen Abfall der rela-
tiven Konzentration von Coiled-Coil-Aggregaten mit anstei-
gender PEG-Kettenl�nge.[75]

Der Einfluss der Anbindung eines synthetischen Polymers
an ein Peptid, das b-Faltbl�tter bildet, wurde ebenfalls um-
fangreich untersucht.[67,76, 77] Das semitelechele Poly[N-(2-hy-
droxypropyl)methacrylamid] [Poly(HPMA)] mit endst�ndi-

gen SH-Gruppen wurde an das mit Maleimid modifizierte b-
Faltblattpeptid QQRFQWQFEQQ gebunden. CD-Spektro-
skopie und Bindungsstudien mit Kongorot zeigten, dass der
Peptidblock dem Diblockcopolymer seine b-Faltblattanord-
nung aufzwingt. Mithilfe von Transmissionselektronenmi-
kroskopie und Rasterkraftmikroskopie konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl das Peptid als auch das Copolymer zu
Fibrillen selbstorganisieren kçnnen.[67] Zur Bewertung des
Einflusses des PEG-Molekulargewichts auf die Eigenschaften
der PEG-Peptidkonjugate wurde ein Amyloidpeptidfragment
(FFKLVFF) an PEG mit Molekulargewichten von 1, 2 und
10 kDa gebunden. Bei erhçhten Konzentrationen bildeten
die Konjugate mit 1- und 2-kDa-PEG eine nematische und
die Konjugate mit 10-kDa-PEG eine hexagonale kolumnare
Phase.[76] Micellen aus Pluronic F127 waren in der Lage, die
Sekund�rstruktur eines eingeschlossenen Peptids
(AKA3KA)2 zu stabilisieren, was zu einem Anstieg der He-
lizit�t und einem Abfall der thermischen Denaturierung
f�hrte. Die kovalente Bindung des Peptids an Pluronic F127
f�hrte zur Selbstorganisation zu Hydrogelen.[77] Die Anbin-
dung von PEG (5 oder 10 kDa) an Alanin-reiche Polypeptide
(ca. 12 kDa) resultiert wegen der sterischen Behinderung
durch PEG und der Gesamtabnahme von attraktiven Wech-
selwirkungen zwischen ungefalteten Struktursrukturen in
einer Hemmung der b-Faltblatt- und Fibrillenbildung.[78]

3. Selbstorganisierte Hybridbiomaterialien

Die Selbstorganisation von Hydrogelen aus herkçmmli-
chen Block- und Pfropfcopolymeren kann durch hydrophobe
Wechselwirkungen angetrieben werden, wie sie z. B. in ABA-
Blockcopolymeren auftreten, in denen ein hydrophiler
Block B von zwei hydrophoben Blçcken A eingeschlossen
wird.[79,80] Die Entwicklung von Hydrogel-bildenden Poly-
meren auf Grundlage von Erkennungsmotiven aus der Natur
liefert Hilfsmittel f�r das Design und die Synthese von genau
definierten dreidimensionalen Strukturen.[81, 82] Die Mçglich-
keit, die Selbstorganisation durch ein externes Signal (Reiz-
empfindlichkeit) auszulçsen, ist zur Kontrolle der Endstruk-
tur sehr wichtig.[83] Der hohe Grad an Erkennung von Pep-
tidmotiven resultiert in pr�zisen r�umlichen Anordnungen
von Makromolek�len in einer dreidimensionalen Struktur.
Zwei Ans�tze wurden zur Entwicklung von Strukturen ver-
folgt, die sich zu Biomaterialien und/oder Hydrogelen
selbstorganisieren – Peptid/Protein-Materialien[84,85] und Hy-
bridsysteme aus mindestens zwei Motiven, einem syntheti-
schen Makromolek�l und einem Peptid/Protein-Motiv.[63,86–91]

Im Folgenden wollen wir die erreichten Ergebnisse beider
Ans�tze besprechen.

3.1. Gentechnisch konstruierte Copolymere

Doel et al. versuchten als erste, ein gentechnisch kon-
struiertes Polymer herzustellen.[92] Es wurden Klone erzeugt,
die Gene mit Kodierungen f�r bis zu 150 Wiederholungsein-
heiten von Aspartyl-Phenylalanin enthielten. Die polymeren
Einf�gungen wurden in Escherichia coli prozessiert, um ein
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J. Kopeček und J. Yang

7516 www.angewandte.de � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 7512 – 7535



Polymer zu generieren, das enzymatisch zum k�nstlichen
S�ßstoff Asp-Phe abgebaut werden kann. Cappello et al.
entwarfen zahlreiche Materialien durch Kombination von
Motiven aus nat�rlichen Biomolek�len.[93, 94] Das erste Pro-
teinpolymer wurde aus zwei Oligopeptidblçcken, einem sechs
Aminos�uren langen Block Seidenfibroin (GAGAGS) und
einem zehn Aminos�ure langen Block von humanem Fibro-
nectin (VTGRGDSPAS) hergestellt; dabei wurden der He-
xamerblock wegen seiner Neigung zur Bildung stabiler b-
Faltblattstrukturen und das Decapeptid wegen seiner Zell-
bindungseigenschaften ausgew�hlt. Ghandehari und Capello
untersuchten Proteinpolymere aus im Tandemformat ange-
ordneten Seiden- (GAGAGS) und Elastinblçcken
(GVGVP)[95] und ihre Selbstorganisation zu Hydroge-
len.[95–103] Die Seidenblçcke bilden Wasserstoff-verbr�ckte b-
Faltbl�tter, die spontan kristallisieren, was ihnen thermische
und chemische Stabilit�t verleiht. Der Einschluss von Elastin-
artigen Blçcken verringert die Kristallinit�t und erhçht die
Flexibilit�t und Wasserlçslichkeit der Copolymere. Die Ein-
f�hrung eines ionisierbaren Restes (Glutamins�ure) in das
Seide-Elastin-Proteinpolymer erhçht die pH- und Tempera-
turempfindlichkeit.[99] Zus�tzlich zu den Umgebungsbedin-
gungen (pH-Wert, Temperatur, Ionenst�rke) beeinflussen
auch die Oberfl�cheneigenschaften die intermolekularen
Wechselwirkungen und spielen somit eine wichtige Rolle bei
der Selbstorganisation.[104] Dank ihren Quell- und Trans-
porteigenschaften sind Seide-Elastin-Hydrogele vielverspre-
chend als Matrices f�r die kontrollierte Freisetzung von bio-
aktiven Materialien.[95, 98, 100–103]

Temperaturempfindliche Elastinhydrogele aus sich wie-
derholenden Pentapeptidmotiven (VPGVG)x-(VPGXG)y

wurden hergestellt.[105, 106] Ihr inverser Temperatur�bergang
kann durch die �nderung der Proteinzusammensetzung, des
Ionisierungsgrades, des pH-Wertes, der Salzkonzentration
oder der Phosphorylierung beeinflusst werden.[105] Bei nied-
rigen Temperaturen bleiben die Proteinketten wegen der
umgebenden pentagonalen Wasserk�fige gestreckt. Wenn die
Temperatur steigt (normalerweise �ber 25 8C), verlieren die
pentagonalen Wasserk�fige ihre Struktur und verhalten sich
wie ungeordnetes Wasser, was es wiederum den Proteinket-
ten ermçglicht, sich zu kompakten Strukturen zu falten.

Die Beeinflussung der mechanischen Eigenschaften und
des Phasen�bergangs gelingt auch durch Kombination von
mehreren Elastin-�hnlichen Strukturmotiven. Wright et al.
kombinierten Elastin-mimetische Sequenzen mit verschie-
denen mechanischen Eigenschaften zu Triblockcopolymeren.
Nach der Phasentrennung aus w�ssriger Lçsung bildeten die
Copolymere ein elastisches Hydrogel.[107] Die Weiterent-
wicklung dieser Blockcopolymere unter Einschluss l�ngerer
Endblocksegmente f�hrte zu Materialien, die deutlich grç-
ßeren Belastungen standhalten kçnnen.[108]

Die Gruppe von Tirrell synthetisierte strukturell gut de-
finierte Polypeptide mit vorhersagbarer Festkçrperstruktur.
Es wurde ein monodisperses Polymer mit 14 Wiederholungen
der Undecapeptidsequenz (AlaGly)4ProGluGly herge-
stellt.[109] Anschließend wurden Polymere mit bis zu 54 Wie-
derholungseinheiten der Nonapeptidsequenz (AlaGly)3Pro-
GluGly synthetisiert.[110] Diese Polymere wurden zur Syn-
these eines Lamellarproteins entwickelt, das sich in regel-

m�ßigen Abst�nden zu- und wieder auffaltet und funktionelle
Gruppen exponiert, die an den Falten positioniert sind. Der
erste Entwurf bençtigte eine Modifikation der Struktur: Die
Entfernung der Prolinreste f�hrte zu einer wohldefinierten
Struktur mit kontrollierten Abst�nden zwischen den funk-
tionellen Gruppen auf der Oberfl�che (Wiederholungsse-
quenz (AlaGly)xGluGly; Abbildung 2).[111]

Die Gruppe um Tirrell entwickelte einen Weg f�r die
Selbstorganisation von gentechnisch konstruierten ABA-
Triblockcopolymeren, die aus einem Zufallskn�uelblock (B),
flankiert von zwei Coiled-Coil-bildenden Blçcken (A), be-
stehen.[84] Die Selbstorganisation findet als Gleichgewicht
zwischen der Oligomerisation der helicalen Enden und der
Quellung des zentralen wasserlçslichen Zufallskn�uelseg-
ments statt. Daraus folgt, dass eine Temperatur- und/oder pH-
Empfindlichkeit durch Manipulation der Aminos�urese-
quenz der Coiled-Coil-Dom�nen erreicht werden kann.[85,112]

Kleine �nderungen in der Coiled-Coil-Blockstruktur haben
einen großen Einfluss auf die Reizempfindlichkeit der
selbstorganisierten Hydrogele. Zum Beispiel kann die Tem-
peraturstabilit�t von Coiled-Coil-Proteinen auf vorhersag-
bare Weise durch den Austausch von Aminos�uren in der
Coiled-Coil-Dom�ne beeinflusst werden (Abbildung 3).[85]

Die intermolekulare Assoziation von A-Blçcken erzeugt
physikalische Vernetzungen im Hydrogelnetzwerk. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass die ABA-Ketten stark zur Bil-
dung von intramolekularen Schleifen neigen, wodurch be-
z�glich der Elastizit�t ineffektive Ketten erzeugt
werden.[113, 114] Die kontinuierliche Neuordnung der A-Blçcke
f�hrt zu einer Oberfl�chenerosion des Netzwerks. Die
Schleifenbildung kann leicht durch die Entwicklung von
ABC-Blockcopolymeren vermieden werden, womit sich auch
die Erosionsgeschwindigkeit kontrollieren l�sst. In solchen
ABC-Blockcopolymeren sind A und C Coiled-Coil-bildende
Blçcke, die nicht miteinander assoziieren.[115]

Abbildung 2. Das Design und die Synthese von strukturell gut definier-
ten Polypeptiden. Die Festkçrperoberfl�che ist mit einem vorher fest-
gelegten Muster von funktionellen Gruppen besetzt. Adaptiert aus
Lit. [111].
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Heilshorn et al. stellten ein Zweikomponentenhydrogel
her, das aus zwei rekombinanten Proteinpolymeren besteht,
von denen jedes mehrere Wiederholungen der CC43-WW-
Dom�ne[116] oder ihres prolinreichen PPxY-Liganden enth�lt.
Die 1:1-Wechselwirkung der Liganden ist die Grundlage f�r
die spontane Hydrogelbildung beim Mischen der beiden Po-
lymere. Die Bioerkennung wird nicht durch andere Biomo-
lek�le gestçrt, was eine Zellverkapselung ermçglicht.[117, 118]

Polyaminos�ure-Diblock- und -Triblockcopolymere, die
durch kontrollierte Ringçffnungspolymerisation von Leuchs�
Anhydriden hergestellt werden, wurden umfangreich von
Deming und Mitarbeitern untersucht.[119–122] Die Diblockco-
polypeptidamphiphile – Polymere aus geladenen (hydrophi-
len) und hydrophoben Aminos�ureblçcken – zeigten ein un-
gewçhnliches Verhalten.[123] Blockcopolypeptide mit Poly(l-
lysin) oder Poly(l-glutamins�ure) als hydrophilem Block und
Poly(l-leucin), Poly(l-valin) oder Poly(d/l-leucin) als hydro-
phobem Block bildeten in w�ssrigen Lçsungen keine Micel-
len, selbstorganisierten sich aber bei sehr geringen Polymer-
konzentrationen zu dreidimensionalen Hydrogelstrukturen.
Zus�tzlich behielten die Hydrogele ihre mechanische St�rke
auch bei hohen Temperaturen und erholten (reorganisierten)
sich nach Stress schnell.[119] Ein Vergleich der Gelierungsei-
genschaften von Diblock- und Triblockcopolymeren st�tzt die
Hypothese, dass sich beide Systeme auf �hnliche Art und
Weise anordnen.[121] Die Triblockhydrogele haben jedoch eine
grçßere St�rke und bessere Salztoleranz als Hydrogele aus
Diblockcopolymeren.[120,121] Die Form der Polymerketten
spielt eine wichtige Rolle bei der Selbstorganisation zu Hy-
drogelen (Gelierung). Es konnte gezeigt werden, dass a-he-
licale Segmente bessere Gelbildner als b-Str�nge sind, die
wiederum besser als Zufallskn�uel sind. Die Bildung von
Hydrogelen aus Diblockcopolymeren bei niedrigen Konzen-

trationen ist ein interessantes Ph�nomen und kçnnte
eines Tages die Methoden f�r die Entwicklung,
Synthese und Selbstorganisation von neuartigen
Biomaterialien und von Systemen zum Wirkstoff-
transport und zur Wirkstofffreisetzung erg�n-
zen.[119, 123] Ein Diblockcopolymer, das durch die
Kombination des Polypeptids Poly(g-benzyl-l-glut-
amat) (PBLG) mit einem Coiled-Coil-Peptid {G-
(EIAALEK)3} hergestellt wurde, selbstorganisierte
sich in Abh�ngigkeit von der L�nge des PBLG-
Blocks (36–250 Reste) zu Polymersomen oder pl�tt-
chenfçrmigen Micellen.[124]

Gentechnisch hergestelltes Pro-Resilin, das �ber
Tyr-Tyr-Bindungen photovernetzt ist, bildete ein sehr
langlebiges und belastbares Hydrogel.[125] K�nstliche
elastomere Proteine, die die molekulare Struktur von
Titin imitieren, wurden durch Kombination von GB1
und Resilin-Proteindom�nen, gefolgt von einer
photochemischen Vernetzung, synthetisiert. Dadurch
entstand ein Biomaterial, das bei niedriger Belastung
sehr elastisch, bei hoher Belastung aber dehnbar und
widerstandsf�hig war – eine Imitation der Eigen-
schaften eines Muskels.[126] Inspiriert durch die
Struktur zahlreicher extrazellul�rer Matrixproteine,
die eine modulare elastomere Tandemstruktur aus
einzeln gefalteten Dom�nen aufweisen, entwarfen Li

und Mitarbeiter Protein-basierte reversible Hydrogele.
Zuerst konstruierten die Forscher ein Hydrogel basierend auf
einem ABA-Triblockprotein, in dem acht GB1-Dom�nen
(G8) in einer Tandemanordnung als zentraler Block ange-
ordnet sind, der an beiden Seiten von einem Coiled-Coil-
bildenden Peptidblock flankiert wird.[127] Um gewisse Ein-
schr�nkungen des ersten Entwurfes – die hohe Erosionsge-
schwindigkeit wegen Bildung intramolekularer Schleifen
sowie die hohe Viskosit�t der Proteinlçsung – zu �berwinden,
verwendeten sie beim n�chsten Versuch zwei komplement�re
Peptide (CCE und CCK), die nicht miteinander assoziieren,
sondern antiparallele Coiled-Coil-Heterodimere bilden.[128]

Zur Konstruktion von modularen Tandemproteinhydrogelen
wurden gentechnisch zwei di- und trifunktionale modulare
Tandemproteine mit den CCE- und CCK-Sequenzen herge-
stellt, d.h. CCK-G4-CCK und CCE-G5-CCE-G5-CCE. Nach
dem Mischen kann die Lçsung der beiden Proteine tempe-
raturabh�ngigen, reversiblen Sol-Gel-�berg�ngen unterzo-
gen werden.[129]

Der Einbau von Bioerkennungseinheiten in die Struktur
von gentechnisch konstruierten Polymeren wurde ebenfalls
realisiert. Integrin bindende Liganden wurden in gentech-
nisch konstruierte Biomaterialien (z.B. seidenartige,[130] elas-
tinartige[131–133] und ABA-Triblockcopolymere) eingebaut, in
denen eine Zufallssequenz (mit drei Kopien der RGD-Se-
quenz) von Coiled-Coil-bildenden Dom�nen flankiert
wird.[134] Seiden-Elastin-Proteinpolymere wurden so modifi-
ziert, dass sie antimikrobielle, Textilien adressierende- oder
UV-Schutz-Peptidblçcke enthalten, wodurch mçgliche An-
wendungen in der industriellen Biotechnologie, der persçn-
lichen Gesundheitspflege oder der Bioabwehr demonstriert
wurden.[135] Ein anderes Beispiel f�r die Einarbeitung von
biologischen Funktionen in gentechnisch produzierte Bio-

Abbildung 3. Temperaturabh�ngigkeit der Sekund�rstruktur von gentechnisch
hergestellten ABA- und CBC-Proteintriblockcopolymeren; a) Struktur der Blçcke
A, B und C. b) Das CD-Signal (Elliptizit�t) in Abh�ngigkeit von der Wellenl�nge.
c) Das CD-Signal bei 222 nm in Abh�ngigkeit von der Temperatur. Geringe �nde-
rungen der Coiled-Coil-Blockstruktur (Struktur A wurde zu Struktur C ge�ndert: in
C ist in einer Position der vierten Heptade K durch V ersetzt worden, und drei
zus�tzliche K-Reste ersetzen S in den c-Positionen der dritten, vierten und f�nf-
ten Heptade; der Zufallskn�uelblock B wurde nicht ver�ndert) f�hrten zu drasti-
schen �nderungen der Stabilit�t. Adaptiert aus Lit. [85].
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materialien ist die Einf�gung von drei verschiedenen anti-
mikrobiellen Peptiden in einen Sicherungsseidenfaden der
Spinne. Die Spinnenseidendom�nen behalten die Selbstor-
ganisations-Eigenschaften, und die Bildung von b-Faltbl�t-
tern sorgt f�r die Entstehung dreidimensionaler Biomateria-
lien.[136]

3.2. Hybridsysteme

Als hybride Biomaterialien werden �blicherweise Syste-
me bezeichnet, die aus Komponenten von mindestens zwei
verschiedenen Klassen von Molek�len bestehen, z.B. aus
synthetischen Polymeren und biologischen Makromolek�len,
die entweder kovalent oder nichtkovalent miteinander ver-
bunden sind.[10–15] Die Konjugation von Peptiddom�nen mit
synthetischen Polymeren kann zu neuartigen Materialien
f�hren, deren Eigenschaften besser sind als die der Einzel-
komponenten. Im Unterschied zu synthetischen Polymeren
haben Proteine und Proteinmodule wohldefinierte und ho-
mogene Strukturen, einheitliche mechanische Eigenschaften
und kooperative Faltungs-/Entfaltungs�berg�nge. Die Pep-
tiddom�ne kann die Strukturbildung im Nanometermaßstab
zu einem gewissen Maß steuern; der synthetische Teil kann
zur Biokompatibilit�t des Hybridmaterials beitragen. Die
synergistische Kombination zweier Strukturarten kann neue
Materialien ergeben, die ein noch nie dagewesenes Maß an
Strukturorganisation und neuartigen Eigenschaften aufwei-
sen.[13, 137]

Peptid- und/oder Proteinsegmente wurden verwendet, um
bei Hybridhydrogelstrukturen Abbaubarkeit,[138–140] tempe-
raturinduzierte Phasen�berg�nge[60, 83] und Empfindlichkeit
gegen biologisch aktive Molek�le[141–143] zu erzielen. Die
Verkn�pfung von synthetischen Segmenten und Protein-/
Peptidsegmenten zu selbstorganisierten Hybridmaterialien
erçffnet eine Mçglichkeit, die Eigenschaften der Einzelbe-
standteile zu kombinieren. Inspiration f�r solche Strukturen
liefern im Allgemeinen selbstorganisierte Systeme in der
Natur.

3.2.1. Hybride aus synthetischen Polymeren und a-helicalen
Peptiden

Der erste Entwurf eines selbstorganisierten Hybridhy-
drogels kombinierte die Bioerkennung eines a-helicalen
Motivs, das Homodimere bildet, mit einem HPMA-Copoly-
mer.[63] Die wichtige Schlussfolgerung aus dieser Studie war
die Best�tigung der Hypothese, dass die Eigenschaften eines
Coiled-Coil-Proteinmotivs auf das Verhalten des gesamten
Hybridhydrogels �bertragen werden kçnnen. Die Tempera-
turen f�r den Schmelzpunkt des Peptidmotivs (ein Segment
der Stielregion des Drosophila-Motorproteins Kinesin) und
f�r den Phasen�bergang (Kollaps) der Hybridhydrogel-
struktur waren sehr �hnlich. Es wurde ein temperaturindu-
zierter Hydrogelkollaps beobachtet, der dem Struktur�ber-
gang der Coiled-Coil-Dom�nen von einer gestreckten Helix
zum ungefalteten Zustand entspricht. Dies ist ein neuer Me-
chanismus der Reaktion auf eine Temperatur�nderung, der
�ber einen weiten Temperaturbereich eingestellt werden

kann, indem Gele aus Coiled-Coils mit verschiedenen
Schmelztemperaturen aneinandergef�gt werden. In dieser
Studie wurden die gentechnisch konstruierten Proteinmotive
�ber Metallkomplexbildung an das hydrophile HPMA-Co-
polymerr�ckgrat angebunden (His-Tag am Peptid mit Ni2+ an
den Seitenketten des Polymers). Die Struktur der Coiled-
Coil-Vernetzungen war komplex: Die Peptidsequenzen bil-
deten Homodimere, und somit konnte sich eine bez�glich der
elastischen Eigenschaften wirkungslose „Vernetzung“ durch
Dimerisierung von Motiven auf demselben Makromolek�l
bilden; infolgedessen waren Tetramere und hçhere Verbin-
dungen f�r die Hydrogelbildung nçtig. Damit war der Kollaps
der dreidimensionalen Struktur irreversibel, was neue De-
signs erforderlich machte.

Triblock-ABA-Copolymere, deren mittlerer Block aus
PEG besteht und deren A-Blçcke aus einem Peptid der
Coiled-Coil-Region von Fibrin aufgebaut sind, ordnen sich zu
viskoelastischen Hydrogelbiomaterialien an. Wie auch
andere Materialien mit �hnlichem Aufbau lçsen sich die
Hydrogele nach ungef�hr acht Tagen in einer Pufferlçsung
auf, was vermutlich an der Bildung von intramolekularen
Schleifen liegt.[144] Sahin und Kiick synthetisierten hochmo-
lekulare Multiblockpolymere aus alternierenden PEG- und
Coiled-Coil-Peptidsegmenten durch Konjugation von zwei-
fach mit a,w-Disuccinimidylsuccinat funktionalisiertem PEG
(3.4 kDa) sowie Arginin- und Glutamins�ure-reichen Coiled-
Coil-bildenden Peptiden. Die Produkte behielten ihre F�-
higkeit zur Erzeugung heterooligomerer Micellstrukturen.[145]

Collagenpeptidhydrogele f�r dreidimensionales Zellwachs-
tum wurden durch Vernetzung von Maleimid-funktionali-
sierten, achtarmigen PEG-Sternpolymeren mit Cystein-ter-
minierten, Tripelhelix-bildenden Collagenpeptiden herge-
stellt.[146]

Neuere Entw�rfe von Hybridhydrogelen basieren auf
Pfropfcopolymeren, die ein Paar von Sequenzen enthalten,
das antiparallele Coiled-Coil-Heterodimere bildet.[128, 147] Es
wurde vorgeschlagen, dass die antiparallele Orientierung der
Heterodimere zur Homogenit�t des selbstorganisierten Hy-
bridhydrogels durch eine einzigartige Zwischenketten-Di-
merisierung sowie verringerte sterisch hindernde Wirkung
des (synthetischen) Polymerr�ckgrats auf die vollst�ndig
�berlappende Ausrichtung des Heterodimers beitr�gt. Mit
anderen Worten: Die Verteilung von Vernetzungen in diesen
selbstorganisierten Hydrogelen ist gleichm�ßiger als in sol-
chen, die aus Pfropfcopolymeren mit homodimerisierenden
Coiled-Coil-Einheiten bestehen oder die mit herkçmmlichen
Methoden hergestellt wurden. Dar�ber hinaus hat die vor-
geschlagene Anordnung der selbstorganisierten Hybridhy-
drogele das Potenzial zur Weiterentwicklung zu einem
Zweikomponenten-Wirkstofftransportsystem, das in situ ein
Gel bildet.

F�r den Aufbau eines Peptidpaares, das antiparallele
Heterodimere bildet, wurden zwei gegens�tzlich geladene
Pentaheptadsequenzen (CCE und CCK; Abbildung 4) ent-
wickelt.[128] Die drei wichtigsten stabilisierenden Wechsel-
wirkungen wurden ber�cksichtigt: die hydrophoben Wech-
selwirkungen im Kern, die elektrostatische Anziehung �ber
die Kontaktfl�che sowie die Neigung zur Helixbildung. V und
L wurden wegen ihrer hohen Hydrophobie, ihrer F�higkeit,

Hydrogele
Angewandte

Chemie

7519Angew. Chem. 2012, 124, 7512 – 7535 � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de



sich in den Kern zu packen, und ihrer Neigung, die Bildung
von dimeren Coiled-Coils in zahlreichen Leucin-Reißver-
schluss-Mutanten zu fçrdern, f�r die a- und d-Positionen
ausgew�hlt. Die geladenen Reste (E und K) wurden an die
Positionen e und g gesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die
potenziell anziehenden oder abstoßenden elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen diesen Resten die Komplemen-
t�rstrangspezifit�t und Orientierungspr�ferenz beeinflussen.
Die e- und g-Positionen besetzt E im einen Strang (CCE) und
K im anderen (CCK). Diese Anordnung minimiert die
Wahrscheinlichkeit der Bildung von Homodimeren, da diese
durch elektrostatische Abstoßung destabilisiert werden. Au-
ßerdem wurde ein einzelner Rest an der g-Position der vier-
ten Heptade in jedem Strang durch einen entgegengesetzt
geladenen Rest ersetzt. Die Orientierungspr�ferenz wurde
damit verbessert, da alle potenziell anziehenden Wechsel-
wirkungen nur f�r die antiparallele Anordnung erwartet
werden.[64, 148, 149] Die Positionen b und c wurden mit S- bzw. A-
Resten gef�llt. In diesen Positionen wurden ungeladene
Reste verwendet, um elektrostatische Wechselwirkungen mit
benachbarten Resten in den Positionen e und g zu vermeiden.
S wurde gew�hlt, um die Lçslichkeit zu verbessern; A hat
eine starke Neigung zur Helixbildung und sollte die Helix-
bildung fçrdern. K wurde f�r die Position f im CCE- und E f�r
die Position f im CCK-Kn�uel gew�hlt, um die Gesamtladung
jedes Peptids auszugleichen und die Lçslichkeit zu erhçhen.
Verborgene polare Wechselwirkungen spielen eine Schl�s-
selrolle bei der strukturellen Auspr�gung von Coiled-Coils.
Tats�chlich war eine einzelne derartige polare Wechselwir-

kung an der hydrophoben Grenzfl�che der Helices eines
Coiled-Coil-Motivs ausreichend, um eine antiparallele An-
ordnung zu erzwingen.[150] Darum wurden an die a- und d’-
Positionen der dritten Heptade des CCE- bzw. CCK-Kn�uels
N-Reste gesetzt. Schließlich wurden die Coiled-Coil-Se-
quenzen am N-Terminus mit dem CYGG-Tetrapeptid-Spacer
flankiert, um die sterisch hindernde Wirkung des Polymer-
r�ckgrats auf die Bildung der antiparallelen Heterodimere zu
verringern und einen Anbindungspunkt zu installieren.

Selbstorganisation von HPMA-Copolymeren mit CCE-
und CCK-Pfropfen zu Hydrogelen: Es konnte keine homo-
dimere Assoziation der Pfropfcopolymere CCK-P oder CCE-
P (P ist das HPMA-Copolymerr�ckgrat) beobachtet werden.
Einzelne Pfropfcopolymere liegen �berwiegend in der Zu-
fallskn�uelkonformation vor. Allerdings bilden �quimolare
Mischungen von CCK-P und CCE-P spontan Coiled-Coils
und selbstorganisieren sich bereits bei sehr niedrigen Kon-
zentrationen (0.1 Gew.-%) zu Hydrogelen (Abbildung 5).[128]

Untersuchungen des zeitlichen Verlaufs der Selbstorganisa-
tion mithilfe der dynamischen Lichtstreuung (dynamic light
scattering, DLS)[147] zeigten, dass Konzentration und Zeit den
Selbstorganisationsprozess von HPMA-Pfropfcopolymeren
beeinflussen. Die umgehende Verschiebung der Zerfallszeit-
verteilung der �quimolaren Mischung von CCE-P und CCK-P
hin zu l�ngeren Zerfallszeiten zeigt eine sofortige Assoziation
der Komplement�rpeptide an. Die normierten Intensit�ts-
autokorrelationsfunktionen verbreitern sich mit der Zeit und
verschieben sich zu l�ngeren Zerfallszeiten, was eine Ver-
langsamung der Lçsungsdynamik bei Ann�herung an den
Gelierpunkt kennzeichnet.[147] CCE und CCK vermitteln auch
die Selbstorganisation von gentechnisch hergestellten Tan-
demproteinen[129] (siehe Abschnitt 3.1).

3.2.2. Hybride aus synthetischen Polymeren und b-Faltblattpep-
tiden

Die Selbstorganisation von hybriden Block- und Pfropf-
copolymeren, die aus einem synthetischen Polymerr�ckgrat
und b-Faltblattmotiven aufgebaut sind, wurde ebenfalls un-
tersucht.[67, 87,151, 152] Die I28-Immunglobulin(Ig)-Dom�ne von
menschlichem Herztitin wurde zur Vernetzung von Acryl-
amidcopolymeren zu temperaturempfindlichen Hydrogelen
verwendet. Die Ig-Dom�ne liegt als Schichtanordnung von
zwei antiparallelen b-Faltbl�ttern vor, die sich bei einem
Mittelwert von 58 8C entfaltet. Acrylamidhydrogele, die mit
der Ig-Dom�ne vernetzt sind, zeigen oberhalb der Schmelz-
temperatur der Querverbindungen eine positive Tempera-
turempfindlichkeit (Anstieg der Quellung; Abbildung 6).[87]

Es wurde ein Modell zur Beschreibung der Quellungs�nde-
rungen in Hydrogelen vorgestellt, die durch die Entfaltung
der Querverbindungen zustande kommen.[153]

Zahlreiche Entw�rfe von Hybridblockcopolymeren kon-
zentrierten sich auf k�rzere b-Faltblattpeptide.[67,154–159] Das
erste Beispiel eines Blockcopolymers aus Polyethylenglycol
(PEG) und einem b-Faltblattpeptid wurde von Lynn und
Mitarbeitern beschrieben. Die Anbindung von PEG (Mole-
kulargewicht 3000) an den C-Terminus der Reste 10–35 von
Ab (Ab(10–35)) des Amyloidpeptids macht die Bildung von
Fibrillen vollst�ndig reversibel, anders als im Fall nat�rlicher

Abbildung 4. Helixraddarstellung der zweistr�ngigen, antiparallelen a-
helicalen Coiled-Coils, die durch die Dimerisierung von CCE und CCK
gebildet werden. Blick entlang der superhelicalen Achse ausgehend
vom N-Terminus von CCE und vom C-Terminus von CCK. CC: Coiled-
Coil-Peptide; E,K: Peptide, in denen die meisten der e- und g-Positio-
nen durch Glutamins�ure bzw. Lysin besetzt sind. Die Sequenzen sind
mit dem Einbuchstabencode f�r Aminos�uren bezeichnet. Die Positio-
nen a und d der Heptadenwiederholung sind unterstrichen und bilden
den hydrophoben Kern des Coiled-Coil-Motivs. Adaptiert aus Lit. [128].
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Peptide. Das Hybridmaterial nimmt eine Struktur an, in der
bis zu sechs (erweiterte) lamellare, parallele b-Faltbl�tter vom
PEG-Block umgeben sind. Anscheinend verhindert PEG die
laterale Assoziation der Fibrillen und unterbindet somit den
irreversiblen Schritt der Fibrillogenese.[156–158]

Bçrner et al. demonstrierten die peptidgesteuerte An-
ordnung von PEG-Peptidkonjugaten zu Bandstrukturen.[159]

Klok et al. stellten Blockcopolymere aus amphiphilen b-
Strangpeptidsequenzen her, die von ein oder zwei PEG-
Ketten flankiert werden. Die PEG-Konjugation stabilisierte
die b-Strangsekund�rstruktur gegen�ber dem unver�nderten
Peptid und verringerte die Empfindlichkeit der Peptidse-
kund�rstruktur gegen pH-�nderungen.[154, 155] Pechar et al.
kuppelten mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) ge-
sch�tztes PEG (Molekulargewicht 500) an (VPGVG)4 und
(VPAVG)4 und untersuchten die resultierenden Eigenschaf-
ten. W�hrend die Diblockcopolymere PEG-(VPGVG)4 und
PEG-(VPAVG)4 keine makroskopischen temperaturindu-
zierten Phasen�berg�nge durchliefen, verursachte die Ge-
genwart der hydrophoben Fmoc-Gruppe am Ende des Pep-
tids oder der PEG-Kette die reversible, temperaturresponsive
Selbstorganisation der Molek�le.[160]

Ein Blockcopolymer aus poly(HPMA) (2 und 5 kDa) und
ein b-Faltblattpeptid (QQRFQWQFEQQ-NH2) wurden
durch eine Thiol-Maleimid-Kupplung hergestellt. Das semi-
telechele poly(HPMA)-SH wurde durch die reversible Ad-

ditions-Fragmentierungs-Ketten�bertragungs(RAFT)-Poly-
merisation von HPMA mit nachfolgender Aminolyse syn-
thetisiert. Das Diblockcopolymer wurde durch eine
polymeranaloge Reaktion am N-terminalen Maleimid-modi-
fizierten b-Faltblattpeptid erhalten. Transmissionselektro-
nenmikroskopie und Atomkraftmikroskopie zeigten, dass
sich die Peptid- und Blockcopolymere zu Fibrillen selbstor-
ganisieren konnten. Interessanterweise unterschied sich der
pH-Wert der b-Faltblattbildung f�r das freie Peptid von dem
des Polymerkonjugats.[67]

HPMA-Hybridpfropfcopolymere wurden durch Anbin-
dung eines N-terminal CGG-modifizierten b-Faltblattpeptids
(CGGTTRFTWTFTTT) an eine Maleimid-funktionalisierte
poly(HPMA)-Vorstufe erhalten. CD-Spektren zeigten, dass
die starke Tendenz des Peptids zur Selbstorganisation zu b-
Faltbl�ttern in den Copolymeren erhalten blieb. Zus�tzlich
verringerte sich wegen der Abschirmung durch poly(HPMA)
die Empfindlichkeit des b-Faltblatts gegen pH- und Tempe-
ratur�nderungen. Atomkraftmikroskopie und Kleinwinkel-
rçntgenstreuung zufolge hat das Copolymer die F�higkeit,
sich zu Fibrillen anzuordnen.[151] Transmissionselektronen-
mikroskopie zeigte, dass poly(HPMA)-g-CGGTTRFT-
WTFTTT-Fibrillen Matrices mit minimaler lateraler Aggre-
gation bildeten, was sie deutlich von den stark lateral aggre-
gierten Peptidfibrillen unterscheidet.[151] Diese Beobachtung
stimmt mit den FTIR-spektroskopischen Befunden �berein,

Abbildung 5. a) Selbstorganisation der HPMA-Pfropfcopolymere CCE-P und CCK-P, die entgegengesetzt geladene Peptideinheiten enthalten (P ist
das HPMA-Copolymerr�ckgrat). W�ssrige Lçsungen von CCE-P oder CCK-P bilden keine Hydrogele. Dagegen werden gelartige Materialien aus
�quimolaren Mischungen von CCE-P/CCK-P bei niedrigen Konzentrationen erhalten. b) Normierte Intensit�tsautokorrelationsfunktionen, g(2)(t)�1,
f�r Lçsungen �quimolarer Mischungen von CCE-P und CCK-P (Gesamtkonzentration 10 mg mL�1) bei verschiedenen Inkubationszeiten. c) CD-
Spektren von CCE, CCK und der �quimolaren Mischung CCE/CCK. PBS = Phosphat-gepufferte Kochsalzlçsung. d) Mikrorheologie von 1-proz. (w/
v) Lçsungen von CCE-P, CCK-P und der �quimolaren Mischung von CCE-P/CCK-P. Mittlere quadratische Teilchenverschiebung in Abh�ngigkeit
von der Zeit. Adaptiert aus Lit. [128,147].
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die nahe legen, dass poly(HPMA) durch die antiparallele
Anordnung der b-Strangpeptide die Verdrillung der Fibrillen
behindert, die im Copolymer gebildet werden. Zum Schluss
wurde untersucht, ob ein selbstorganisiertes Hybridhydrogel
aus HPMA-Copolymeren und den komplement�ren b-Falt-
blatteinheiten (TTRFTWTFTTT-NH2 und TTEFTWTFETT-
NH2) die F�higkeit hat, als Ger�st f�r die Konstruktion von
Knochengewebe zu fungieren.[152] Das Hydrogel weist eine
anisotrope Porosit�t auf und bietet somit außer seiner
Funktion als Tr�germaterial f�r Pr�osteoblastzellen auch eine
Oberfl�che, deren Beschaffenheit sich f�r die Epitaxie, d.h.
die templatunterst�tzte Mineralisation von Hydroxyapatit
eignet (Abbildung 7). Das �berleben und die Vermehrung
der Zellen �ber einen l�ngeren Zeitraum belegen, dass dieses
b-Faltblatt-Hybridhydrogel nicht zytotoxisch ist und deshalb
als Knochenger�st verwendet werden kçnnte. Solche neuar-
tigen Nanostrukturen und Hydrogele kçnnten f�r eine Reihe
von biomedizinischen Anwendungen genutzt werden – von
Depots f�r den Wirkstofftransport �ber Ger�ste f�r die
Zellabgabe bis zur Gewebez�chtung.

3.2.3. Hybride aus synthetischen Polymeren und
Proteinmutanten

Hydrogele aus Proteinen, die infolge eines
Reizes eine umfangreiche Konformations�nde-
rung durchlaufen, kçnnen mçglicherweise als
Sensoren, in der Mikrofluidik oder als minia-
turisierte Wirkstofftransportsysteme verwendet
werden. Durch Copolymerisation von Acryl-
amid, N,N’-Methylenbis(acrylamid), einem
Calmodulin-Makromonomer (das eine Allyl-
gruppe enth�lt) und einem polymerisierbaren
Phenothiazinderivat synthetisierten Daunert
und Mitarbeiter[161] Hydrogele mit kovalent ge-
bundenem Calmodulin, einem Calcium bin-
denden Protein. Calmodulin erf�hrt ausgehend
vom nat�rlichen Zustand zwei Konformations-
�nderungen: in eine Hantelkonformation, wenn
es an Ca2+ gebunden ist, und in eine einge-
schr�nktere Konformation, wenn es an Pheno-
thiazin gebunden ist. Das Hydrogel reagierte
sowohl auf Ca2+ als auch auf Phenothiazin. Sein
Einbau in ein einfaches Mikrofluidiksystem
zeigte das Potenzial des Hydrogels, den Durch-
fluss zu steuern (Abbildung 8).[161] Mrksich und
Mitarbeiter modifizierten Calmodulin gentech-
nisch derart, dass es zwei Cysteinreste ent-
h�lt.[162] Dieser Mutant wurde als Vernetzer
(zus�tzlich zu Dithiothreitol, DTT) f�r vierar-
miges PEG mit Acrylatgruppen verwendet. Die
resultierenden Hydrogele erfuhren durch die
Bindung des Calmodulinliganden Trifluopera-
zin eine �nderung des Quellgleichgewichts.[162]

Murphy et al. ver�nderten eine Calmodulin-
Mutante (T34C, T110C) mit Poly(ethylengly-
col)diacrylat, um ein Protein mit zwei polyme-
risierbaren Gruppen zu erhalten.[163] Dieses
wurde im Anschluss zu einem reizempfindli-
chen Hydrogel photovernetzt, dessen Quellung

mit Trifluoperazin beeinflusst werden kann. Glucoseemp-
findliche Hydrogele wurden durch Einbau von Mutanten des
Glucose/Galactose bindenden Proteins (GBP) in ein Acryl-
amidhydrogel erhalten. GBP besteht aus zwei Dom�nen, die
durch eine Drehachse miteinander verbunden sind. Bei Bin-
dung von Glucose rotieren die beiden Dom�nen gegenein-
ander und bilden einen geschlossenen Zustand. Das GBP-
Hydrogel zeigt eine dynamische Reaktion auf Glucose.[164]

Hydrogele, die in der Lage sind, Konformations�nderun-
gen, die durch Enzym-Substrat-Erkennung ausgelçst werden,
in makroskopische Bewegung zu �bertragen, wurden eben-
falls hergestellt.[165] Ihr Design nutzt die Substrat-Enzym-
Wechselwirkungen der Adenylatkinase mit Adenosin-5’-tri-
phosphat (ATP), um eine Konformations�nderung zu bewir-
ken, die mit einer Verringerung des Hydrogelvolumens ein-
hergeht. Die Escherichia-coli-Adenylatkinase (AKe;
EC 2.7.4.3) ist ein drei Dom�nen umfassendes Bakterienen-
zym (Transferase) aus 214 Resten, das die Phosphoryltrans-
ferreaktion Mg2+·ATP + AMPÐ Mg2+·ADP + ADP kataly-
siert. Durch die Bindung eines Substrats (oder Inhibitors)

Abbildung 6. Polyacrylamidhybridhydrogele, die durch Selbstorganisation von Acryl-
amidcopolymer (AAm) und dem (b-Faltblatt-)I28-Ig-Modul von humanem Herztitin
(einem elastischen Muskelprotein) hergestellt wurden. Das Hydrogel wurde durch die
Metallkomplexbildung der angebundenen Metallchelat-bildenden Liganden NTA-Ni2+

auf dem Polymer mit den endst�ndigen His-Tags des Proteins gebildet. a) Chemische
Struktur des Metallchelat-bildenden Copolymers Poly(AAm-co-2-methacroylamidobutyl-
nitrilotriessigs�ure) (MABNTA). Das Polymer wurde durch Copolymerisation von AAm
mit dem Comonomer des Metallchelatbildners MABNTA in einem Tris-Puffer (pH 8.9)
in Stickstoffatmosph�re unter Verwendung von Ammoniumpersulfat und N,N,N’,N’-Te-
tramethylendiamin als Redoxinitiator hergestellt. b) Die Proteinsequenz des rekombi-
nanten Titin-I28-Vernetzers (His)6-I28-(His)6. Das Protein tr�gt His-Tags an beiden
Enden. Die unterstrichenen Aminos�urereste kennzeichnen den Anfang und das Ende
des menschlichen Herztitin-I28-Segments. Das rekombinante Proteinmodul enth�lt 111
Aminos�uren mit einer erwarteten molekularen Masse von 12.2 kDa. c) Temperaturant-
wort des Hydrogels in phosphatgepufferter Kochsalzlçsung (pH 7.2). Das Volumen-
quellverh�ltnis ist das Verh�ltnis des Hydrogelvolumens bei einer erhçhten Temperatur
zum Volumen bei 29 8C. *: vernetztes (His)6-I28-(His)6-Titinhydrogel; *: Methylen-
bis(acrylamid)-vernetztes Hydrogel. Adaptiert aus Lit. [87].
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durchl�uft AKe eine ausgepr�gte Konformations�nderung.
Die sperrige Deckeldom�ne schließt sich �ber dem aktiven

Zentrum und sch�tzt es vor Wasser, wo-
durch die Substrathydrolyse vermieden
wird, und vereinfacht die �bertragung der
Phosphatgruppe (Abbildung 9). AKe wurde
�ber eine Thiol-Maleimid-Reaktion in de-
finierte Hydrogelstrukturen eingebaut.
Synthetische HPMA-Copolymere mit Ma-
leimidgruppen wurden als R�ckgrat ge-
w�hlt. Das Wildtypenzym hat einen Cy-
steinrest in Position 77, dessen Mutation
ohne Aktivit�tsverlust mçglich ist. Um zwei
Anbindungspunkte zu erzeugen, wurde eine
Dreifachmutante der Adenylatkinase
[AKtm (C77S, A55C, V169C)] hergestellt
und aufgereinigt. Der Abstand zwischen den
Ca-Atomen der Reste 55 und 169 verringert
sich von 29.5 � im Apoenzym auf 12.4 � im
Enzym-Substrat-Komplex. Zus�tzlich sind
die SH-Gruppen der Positionen 55 und 169
leicht zug�nglich.[166] Die enzymatische Ak-
tivit�t von AKtm entspricht der von
AKe.[165] Die hybriden HPMA-Hydrogele
wurden in einer Form durch Vernetzung des
HPMA-Copolymers entweder nur mit
AKtm oder mit AKtm und dem zus�tzli-

chem Vernetzer DTT synthetisiert. Durch Vernetzung mit
DTT allein wurde ein Kontrollgel hergestellt. Wie bereits

Abbildung 8. Ein reizempfindliches Hydrogel aus Acrylamid, Methylenbis(acrylamid) und polymerisierbaren Derivaten von Phenothiazin und Cal-
modulin (CaM). a) CaM kann drei Konformationen annehmen: 1. die Hantel (Ca2+-gebunden); 2. die nat�rliche Konformation (in Abwesenheit
von Calcium); 3. die Phenothiazin- und Calcium-gebundene Konformation. b) Die Hydrogelstruktur bei verschiedenen Bedingungen; EGTA [Ethy-
lenglycolbis(b-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigs�ure)] entfernt Calcium von seinen Bindungsstellen. c) Die Effizienz des Hydrogels als Ventil
in einem Mikrofluidiksystem; * Ventil geschlossen, keine Freisetzung; & Ventil offen, Ca2+ vorhanden. Adaptiert aus Lit. [161].

Abbildung 7. a) Selbstorganisation von HPMA-Pfropfcopolymeren, die komplement�re b-
Faltblatt-bildende Gruppen enthalten. b) Rasterelektronenmikroskopisches (SEM-)Mikrobild
von lyophilisiertem (Poly(HPMA)-g-b11A,RGD/ Poly(HPMA)-g-b11B,RGD)-Hydrogel vor der
Mineralisation; Einschub: SEM-Bilder von Hydroxyapatit(HA)-Kristallen, die auf der Ober-
fl�che von (Poly(HPMA)-g-b11A,RGD/ Poly(HPMA)-g-b11B,RGD) abgeschieden und dann
simulierter Kçrperfl�ssigkeit ausgesetzt wurden. Der Pfeil zeigt auf (c), die EDS-Analyse
(EDS = energiedisperse Spektroskopie) gehçrt zum im Einschub von (b) gezeigten Mineral.
c) EDS-Spektren von Mineralien am Rand der Poren. Adaptiert aus Lit. [152].
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erwartet, fand ein �bergang von einer „offenen“ zu einer
„geschlossenen“ Konformation statt, wenn die Hydrogele
ATP (Substrat) ausgesetzt wurden. Dies f�hrte zu einem
Kollaps des Hydrogelvolumens um ca. 5–17%, proportional
zum AKtm-Gehalt. Das Kontrollgel, das nur mit DTT ver-
netzt wurde, �nderte sein Volumen nicht. Der Grad an Ent-
quellung des Hydrogels erhçhte sich mit der Substratkon-
zentration. Die Reproduzierbarkeit der �nderung der Hy-
drogelquellung und der AKtm-Konformation wurde durch
den wiederholten Kontakt des Hydrogels mit ATP-Puffer,
gefolgt von einem Waschvorgang in ATP-freiem Puffer, de-
monstriert (Abbildung 9).[165] Die Neuartigkeit dieses Kon-
zepts beruht auf der Kombination von Bioerkennung mit
einer katalytischen Reaktion – der �bertragung eines Phos-
phats von ATP auf Adenosin-5’-monophosphat (AMP). Es
gibt zahlreiche Enzyme, die durch die Anbindung eines
Substrats an das aktive Zentrum eine Konformations�nde-
rung erfahren. Somit handelt es sich hierbei um eine neue
Strategie f�r die Entwicklung von Hybridhydrogelen, bei dem
eine Vielfalt von chemischen Reaktionen mit Bioerkennung
kombiniert werden kann, um nanoskalige Konformations�n-
derungen in makroskopische Bewegung umzusetzen.

4. Strukturanalyse selbstorganisierter Hydrogele

F�r die Hydrogelcharakterisierung sind zus�tzlich zu den
herkçmmlichen Methoden (z. B. Rheologie, Quellung, Be-
stimmung der Reizempfindlichkeit, CD-Spektroskopie und
analytische Ultrazentrifugation (AUC)) weitere analytische
Techniken nçtig, um die Hypothese zu best�tigen, dass die
Selbstorganisation von lçslichen Polymeren zu Hydrogelen
durch Bioerkennung zu pr�zisen dreidimensionalen Struktu-
ren mit Eigenschaften f�hrt, die denen herkçmmlicher Hy-

drogele �berlegen sind. Zur Entwicklung von entsprechenden
Techniken und zur Erstellung einer Experimentdatenbank,
die als Referenz verwendet werden kçnnte, sind weitere
Anstrengungen erforderlich.

Die zu beantwortenden Fragen sind anspruchsvoll und
ergeben sich aus der Schwierigkeit der Aufgabe, den Selbst-
organisationsprozesses zu steuern und Defekte in den End-
strukturen zu vermeiden.[83] F�r ein Hydrogel, das sich durch
Coiled-Coil-Bildung selbstorganisiert, ergeben sich z. B. fol-
gende Fragen: Was ist der Anteil an Coiled-Coils, bei denen
die Heptaden vçllig �berlappen? Welcher Anteil an Coiled-
Coils agiert als elastisch wirkungsvolle Vernetzer? Welchen
Umfang hat die Cyclisierung? Gibt es gebundene Peptid-
einheiten, die nicht in Coiled-Coils assoziiert sind? Einige der
verwendeten Techniken und die damit gewonnenen Er-
kenntnisse werden in diesem Abschnitt beschrieben.

Mit 13C- und 15N-Festkçrper-NMR-Spektroskopie unter-
suchten Hong et al. die dynamische Struktur eines Hydrogels
aus einem ABA-Triblockcopolymer, dessen A-Blçcke
Coiled-Coil-bildende Dom�nen (sechs Heptaden) und dessen
B-Block ein Zufallsblock (reich an A, G und E) war. Die
Befunde lassen auf unterschiedliche Dynamiken zwischen
dem B-Block und den A-Blçcken schließen. Auf der Mikro-
sekundenzeitskala war der B-Block isotrop mobil, w�hrend
die Leucin-Reißverschluss-A-Blçcke starr waren.[167] Diese
Beobachtung passt zu einer Hydrogelstruktur, in der die B-
Dom�nen als Quellungsvermittler des Netzwerkes agieren
und die A-Dom�ne an physikalischen Vernetzungen beteiligt
ist. Hong et al. untersuchten die Konformation des Elastin-
mimetischen rekombinanten Proteins [(VPGVG)4-
(VPGKG)]39 mithilfe der MAS-NMR-Spektroskopie
(MAS = Rotation um den magischen Winkel). Die durch-
schnittlichen chemischen Verschiebungen des festen Proteins
�hneln den Werten, die in Lçsung erhalten werden, und legen

Abbildung 9. Hydrogele, die eine dreifache Mutante der Adenylatkinase AKtm (C77S, A55C, V169C) als Vernetzer enthalten, kçnnen eine Kon-
formations�nderung des Enzyms, die durch die Bindung eines Substrats hervorgerufen wird, in eine mechanische Bewegung �berf�hren. a) Das
Hydrogel entsteht durch die Vernetzung eines HPMA-Copolymers, dessen Seitenketten mit Maleimid funktionalisiert sind, �ber Thioetherbindun-
gen, die durch Reaktion von Cys169 und Cys55 mit den Maleimiden gebildet werden. b) B�nderdarstellung der Adenylatkinasestruktur (AKe) in
zwei Konformationszust�nden: offen und geschlossen. c) Drei Zyklen des Abschwellens eines Hydrogels, das mit 100% AKtm vernetzt ist. Adap-
tiert aus Lit. [165].
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nahe, dass in beiden F�llen eine �hnliche Konformation vor-
liegt.[168] Kř�ž und Mitarbeiter untersuchten die Struktur von
Elastinpolypeptiden [Poly(GVGVP) und Poly(AVGVP); Mn

� 105] in w�ssriger Umgebung mit 1H-, 2H-, 13C- und 15N-
NMR-Spektroskopie und konnten unter Erhçhung der
Temperatur vier physikalische Zust�nde beobachten: Zu-
stand I: statistisch geformtes, komplett hydratisiertes Poly-
mer; Zustand II: relativ verkn�uelt und kugelfçrmig; Zu-
stand III: straff verkn�uelt und kompakter; Zustand IV: ag-
gregiertes Polymer.[169] Die heterodimere Coiled-Coil-Struk-
tur eines stabilen Coiled-Coil-Motivs IAAL (E3/K3) in
Lçsung wurde mithilfe von 1H-NOE-NMR-Spektroskopie
(NOE = Kern-Overhauser-Effekt) und strukturellen Ein-
schr�nkungen bestimmt.[170] Koksch et al. verwendeten eine
Kombination von resonantem Fluoreszenzenergietransfer
(FRET) und NMR-Spektroskopie, um die Struktur von
Coiled-Coil-Heterodimeren zu lçsen.[171] Sahin und Kiick
nutzten die Kombination aus NMR-Spektroskopie, Grçßen-
ausschlusschromatographie (SEC) und elektrophoretischer
Analyse, um die Struktur von Blockcopolymeren aus PEG
und Coiled-Coil-Peptiden zu dekodieren.[145] Diese Ergeb-
nisse sind ermutigend, aber eine detailliertere Analyse von
selbstorganisierten Hydrogelen ist notwendig. F�r Hydrogele
aus Pfropfcopolymeren mit Peptideinheiten, die antiparallele
Heterodimere bilden, m�ssen z.B. einige Fragen gekl�rt
werden (siehe oben), die sich auf die Detailstruktur des
dreidimensionalen Netzwerks beziehen (Anteil an Pfrop-
feinheiten, die Vernetzungen bilden; Anteil an Vernetzungs-
heterodimeren; Ausrichtung; Ausmaß der Cyclisierung).[172]

DLS ist eine sehr geeignete Methode, um den zeitlichen
Verlauf der Selbstorganisation zu untersuchen. Mit ihr kann
der kontinuierliche Anstieg des Molekulargewichts (hydro-
dynamisches Volumen) in der Vorgelierungsregion beobach-
tet werden, und die Bestimmung des Sol-Gel-�bergangs ist
mçglich.[173] Das Profil der Homodyn-Autokorrelationsfunk-
tion �ndert sich mit ansteigender Konzentration der assozi-
ierenden Makromolek�le von einer gestreckten Exponenti-
alfunktion hin zum Potenzgesetz am Gelierpunkt, und die
Dynamik der Lçsung vor der Gelierung verlangsamt sich mit
der Ann�herung an den Gelierpunkt.[173] Beide Effekte
stehen im Zusammenhang mit der Polydispersit�t von Clus-
tern, die sich durch zuf�llige Assoziation gebildet haben.
Kopplungseffekte, die denen in glasartigen Systemen �hneln,
kçnnen bei Konzentrationen wichtig werden, bei denen
kleinere Cluster teilweise die grçßeren durchdringen. Zum
Beispiel wurde DLS f�r die Untersuchung der zuf�lligen
Assoziation von hydrophob modifizierten wasserlçslichen
Polymeren,[174] Blockcopolymeren aus Elastin- und PEG-
Blçcken[156] und Multiblockcopolymeren verwendet.[175]

Die dynamische Vielfachstreuung von Licht (diffusing-
wave spectroscopy, DWS) wird genutzt, um das viskoelasti-
sche Verhalten einer komplexen Fl�ssigkeit zu bestimmen.
Die zeitliche Entwicklung der mittleren quadratischen Teil-
chenverschiebung einer Suspension von Partikeln, die sich
wie harte Kugeln in einem viskoelastischen Medium verhal-
ten, kann zu den Speicher- und Verlustmoduln des Mediums
ins Verh�ltnis gesetzt werden.[176]

Die Mikrorheologie ist eine Methode zur Messung der
mechanischen Eigenschaften eines Materials, indem die Be-

wegung von mikrometergroßen Tracer-Partikeln beobachtet
wird. Anders als herkçmmliche mechanische Rheometer, f�r
die �blicherweise ein Milliliter einer Probe bençtigt wird,
braucht die Mikrorheologie nur kleine Probenvolumen von
meist weniger als 10 mL. Bei der passiven Mikrorheologie
wirkt keine externe Triebkraft auf die Tracer-Partikel; es wird
nur die intrinsische Brownsche Bewegung der Partikel ge-
nutzt, die durch die thermische Energie kB T bedingt ist. Die
theoretische Grundlage der passiven Mikrorheologie ist die
verallgemeinerte Stokes-Einstein-Beziehung (generalized
Stokes-Einstein relation, GSER) f�r Materialien mit visko-
elastischen Eigenschaften,[177–179] die gem�ß Gleichung (1)

D~r2ðsÞ
� �

¼ dkBT

3pas ~GðsÞ
ð1Þ

ausgedr�ckt werden kann, wobei D~r2ðsÞ
� �

die Laplace-
Transformation der mittleren quadratischen Verschiebung
(mean square displacement, MSD) h(r(t+t)�r(t)2)i der Tra-
cerpartikel, d die Dimensionalit�t des Austauschvektors
(normalerweise 2 in der Videomikroskopie), s die Laplace-
Frequenz, a der Partikelradius und ~GðsÞ die Laplace-Dar-
stellung des komplexen Moduls ist, der sowohl den Spei-
chermodul G’ als auch den Verlustmodul G’’ umfasst. Die
Mikrorheologie wurde f�r Untersuchungen von Fl�ssig-fest-
�berg�ngen w�hrend der Gelierung[138] von Blockcopoly-
meren[85, 112] und hybriden Pfropfcopolymeren verwen-
det.[128, 151,180, 181]

Die Kleinwinkelneutronenstreuung ist f�r die Bestim-
mung von Volumen-Phasen�berg�ngen und Mikrophasen-
trennung, den Nachweis von Inhomogenit�ten in der Hy-
drogelstruktur und f�r die strukturelle Charakterisierung von
sehr widerstandsf�higen Gelen geeignet.[182]

FRET kann genutzt werden, um die Ausrichtung von
Coiled-Coils einzusch�tzen.[183, 184] Zum Beispiel kann der
Donor (Tyr) in der einen Helix und der Akzeptor (Trp) im
komplement�ren Coiled-Coil-Motiv platziert werden. Nur
die perfekte Ausrichtung liefert dann ein starkes FRET-
Signal.[185]

5. Designbeispiele

Die obige Diskussion bietet Richtlinien f�r die Entwick-
lung von selbstorganisierten Hybridbiomaterialien. Trotzdem
m�ssen f�r einzelne Anwendungen verschiedene Aspekte
ber�cksichtigt werden, sodass die resultierenden multifunk-
tionalen Materialien die optimale Kombination von struktu-
rellen, mechanischen und biologischen Eigenschaften auf-
weisen.[186]

5.1. Mimetika der extrazellul�ren Matrix

Die Selbstorganisation durch Bioerkennung von Mate-
rialien spielt eine Rolle bei der Entwicklung funktionaler
extrazellul�rer Matrices (extracellular matrices, ECMs), weil
sie die Herstellung dreidimensionaler Anordnungen mit
hoher Genauigkeit ermçglicht. Hybridhydrogele sind viel-
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versprechende Matrices f�r die Untersuchung der Zellphy-
siologie und f�r die Entwicklung von Gewebeersatz.[17] Sie
kçnnen unter zellkompatiblen Bedingungen hergestellt
werden, und ihre physikochemischen Eigenschaften sind sehr
gut steuerbar; dar�ber hinaus kçnnen auch zellbindende Li-
ganden einfach eingebaut werden.[187–189] Die Mçglichkeit zur
Steuerung der Porosit�t und Interkonnektivit�t der dreidi-
mensionalen Hydrogelstruktur ermçglicht die gleichzeitige
Steuerung der Gas- und N�hrstoffversorgung in einer drei-
dimensionalen Umgebung.[187, 190] Das Steuern der mechani-
schen Eigenschaften des Tr�germaterials beeinflusst auch die
Ausdifferenzierung der Zellen.[191] Um physikalische Ein-
schr�nkungen zu umgehen, die die Zellproliferation und
Migration behindern, m�ssen entweder Materialien mit ge-
n�gend hoher Porosit�t verwendet werden oder Hydrogele
mit Oligopeptidvernetzungen, die von in Zellen nat�rlich
vorkommenden Proteasen gespalten werden kçnnen.[192, 193]

Die Gruppe um Bissell hat als erstes den Unterschied
zwischen zwei- und dreidimensionalen Zellkultursystemen
klar aufgezeigt. Menschliche Brustepithelzellen entwickelten
sich als Tumorzellen in einer zweidimensionalen Kultur, ver-
hielten sich aber wieder normal, wenn sie in dreidimensio-
nalen Analoga ihrer nat�rlichen Mikroumgebung kultiviert
wurden.[194] Um den Einfluss der nanoskaligen Ligandenor-
ganisation auf die Regulierung der Zellfunktion zu demon-
strieren, untersuchten Mooney und Mitarbeiter Alginathy-
drogele mit verschiedenen Abst�nden zwischen den RGD-
Liganden und konnten zeigen, dass die Zahl der Liganden,
die an einer Stelle angeh�uft waren (bulk island density), den
Osteoblastph�notyp kontrollierte. Die Kontrolle �ber die
Ligandenabst�nde regulierte die Adh�sion, Proliferation und
Ausdifferenzierung von Osteoblasten.[195] Anseth und Mitar-
beiter passten die Elastizit�t von Polymersubstraten in situ an
und bewerteten die Auswirkung des elastischen Moduls auf
die Aktivierung der interstitiellen Klappenzellen (valvular
interstitial cell, VIC) zu Myofibroblasten. Sie konnten zeigen,
dass Myofibroblasten allein durch die �nderung des Elasti-
zit�tsmoduls des zugrundeliegenden Substrats desaktiviert
werden kçnnen.[196] Sie wiesen nach, dass gentechnisch kon-
struierte Seidenelastinprotein-Hydrogele (SELP-Hydrogele)
die Ausdifferenzierung von Chondrozyten und die Anrei-
cherung von Knorpelmatrix humaner Mesenchymstammzel-
len (human mesenchymal stem cells, hMSCs) fçrdern. Die
Mçglichkeit zur Ver�nderung der SELP-Struktur ist ein
Zeichen daf�r, dass Materialien mit genau definierter drei-
dimensionaler Struktur als Ger�ste f�r die Verkapselung und
Chondrogenese von hMSCs entwickelt werden kçnnen.[197]

5.2. Peptidvermittelter Wirkstofftransport

Gentechnisch konstruierte SELPs, die sich zu Hydrogelen
selbstorganisieren (siehe Abschnitt 3.1), wurden auch als
Matrices f�r den Wirkstofftransport verwendet. Plasmid-
DNA, die durch ein SELP-Hydrogel abgegeben worden ist,
zeigt eine um 1–3 Grçßenordnungen hçhere Transfektion im
Mausmodell von menschlichem Brustkrebs als freie DNA.[152]

SELP-Hydrogele wurden auch f�r die Intratumorabgabe von
Adenoviren in feste Tumoren des Halses und Nackens an-

gewendet.[103,198–202] Die Befunde zeigen deutlich, dass die re-
kombinanten Polymere die Sicherheit der Adenovirusthera-
pie verbessert haben.[201]

Selbstorganisierte Hybridhydrogele kçnnten als Depots
f�r die verzçgerte Freisetzung von therapeutischen Proteinen
fungieren. Mit geeigneten Selbstorganisationskinetiken[147]

kann das Depot in situ gebildet werden, z.B. nach einer sub-
kutanen Injektion. Die Aufgabe ist hierbei, die Freisetzung
der biologisch aktiven Verbindung (Protein) zu steuern.
Schneider und Mitarbeiter studierten die kontrollierte Frei-
setzung von Proteinen mit verschiedenen Molekulargewich-
ten und Ladungen aus selbstorganisiertem Haarnadel-
MAX8-Hydrogel. Die Freisetzung von positiv geladenen und
neutralen Proteinen wurde haupts�chlich durch die r�umli-
chen Gegebenheiten des Netzwerks reguliert. Negativ gela-
dene Proteine wechselwirken jedoch sehr stark mit dem po-
sitiv geladenen Hydrogel, wodurch ihre Freisetzung einge-
schr�nkt ist.[203]

Beispiele f�r Freisetzungstrigger schließen die liganden-
induzierte Konformations�nderung, die ligandeninduzierte
Herabsetzung der Vernetzungsdichte und Erosion in Ge-
genwart des entsprechenden Rezeptors ein. Eine liganden-
induzierte Konformations�nderung des Proteins in Hydro-
gelmikrokugeln wurde genutzt, um die Volumen�nderung
(Quellung) und die Freisetzung von verkapselten Wirkstoffen
zu steuern. Eine modifizierte Version von Calmodulin (CaM)
mit zwei SH-Gruppen wurde mit PEG575-Diacrylat durch eine
Michael-Addition verkn�pft.[204] Mithilfe der Emulsionspo-
lymerisation wurden Mikrokugeln hergestellt und mit vas-
kul�rem Endothelwachstumsfaktor (VEGF) beladen. Die
ligandeninduzierte (Trifluoperazin) Konformations�nderung
von CaM ermçglicht die Modulierung der VEGF-Freiset-
zung.[205] Ein Antibiotika-empfindliches Hydrogel f�r die
Manipulation der Vernetzungsdichte unter gleichzeitiger
VEGF-Freisetzung wurde hergestellt, indem die gentechnisch
konstruierte bakterielle Gyrase-Untereinheit B (GyrB) an
Polyacrylamid angebunden wurde, gefolgt von einer Vernet-
zung mit dem Anticumarin-Antibiotikum Cumermycin.
Durch Kontakt mit Novobiocin dissoziieren die GyrB-Un-
tereinheiten, was zu einer Abnahme der Vernetzungsdichte
bei gleichzeitiger dosis- und zeitabh�ngiger Freisetzung des
eingeschlossenen VEGF f�hrt (Abbildung 10).[206] Kiick und
Mitarbeiter demonstrierten eine rezeptorvermittelte Prote-
infreisetzung. Dabei wirken VEGF-Molek�le als elastische
Vernetzer in nichtkovalent verkn�pften Hydrogelnetzwer-
ken. Diese Netzwerke, erhalten durch die Wechselwirkung
von Stern-PEG, das mit niedermolekularem Heparin funk-
tionalisiert ist, mit einem dimeren Heparin bindenden VEGF,
zersetzen sich in Gegenwart des entsprechenden Rezeptors
und setzen VEGF frei.[207]

Die Coiled-Coil-Bildung zwischen einer Peptideinheit,
die an ein synthetisches Copolymer gebunden ist, und einer
komplement�ren Einheit, die eine biologisch aktive Verbin-
dung enth�lt, wurde f�r die Entwicklung von neuartigen
Wirkstofftransportsystemen genutzt. Pechar und Mitarbeiter
verwendeten Coiled-Coil-Peptide f�r die Anbindung von re-
kombinanten Proteinen an makromolekulare HPMA-Copo-
lymer-Therapeutika.[208] Apostolovic et al. untersuchten
anhand von B16F10-Zellen die Aufnahme und den subzellu-
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l�ren Transport von HPMA-Copolymeren mit K3-Einheiten,
die mit Methotrexat-terminierten E3-Peptiden dimerisiert
waren.[209,210] Als vorbereitende Arbeiten f�r die mçgliche
Anwendung im Wirkstofftransport PEGylierten Deacon
et al. das synthetische Peptid FosW und demonstrierten, dass
es mit der c-Jun-Sequenz des AP-1-Transkriptionsfaktors ein
Coiled-Coil-Heterodimer bildet. Erwartungsgem�ß fand
keine sterische Hinderung der Hybridisierung durch PEG
statt.[211]

5.3. Biomineralisationsmatrices

In dem Bestreben der Herstellung von Biomaterialien, die
die Struktur und Eigenschaften von Knochen simulieren
sowie aktiv vom Kçrper integriert und umgebildet werden
kçnnen, werden die Strategien zur Gewebez�chtung von
Knochen und zur Knorpelregeneration st�ndig verbessert. Es
werden biomimetische Ger�ste bençtigt, die die Eigenschaf-
ten der nat�rlichen extrazellul�ren Matrix imitieren. Hydro-

gele scheinen wegen ihrer Biokompatibilit�t, ihres hohen
Wassergehalts, ihrer Viskoelastizit�t und Permeabilit�t ge-
eignete Matrices f�r die Z�chtung von Muskeln und Knochen
zu sein.[212] Zus�tzlich zu den herkçmmlichen Hydrogelen,[213]

Peptiden[214] und Peptidamphiphilen[215] sind selbstorgani-
sierte, gentechnisch konstruierte Polymere[216] und Hybrid-
polymere vielversprechende Kandidaten f�r die Knorpelre-
generation und �hnliche Anwendungen.

Eine neue Generation von Knochenger�sten wurde ent-
wickelt, die auf selbstorganisierten Hybridhydrogelen aus
HPMA-Pfropfcopolymeren basieren, die komplement�re b-
Faltblattpeptide enthalten. Dabei wird angenommen, dass das
Gel durch die Bildung von knochen�hnlichem Hydroxyapatit
innerhalb der b-Faltblatt-Fibrillentemplate biomineralisiert
wird. Dieser Ansatz w�rde die Grundlage f�r die Entwick-
lung von dreidimensionalen Verbundmaterialien bieten, die
in der Lage sind, als Matrix f�r das Osteoblastwachstum und
die Ausdifferenzierung in vitro und in vivo zu fungieren.[152]

Die Vorteile des vorgeschlagenen Systems – faserartige
Struktur, einstellbares/programmierbares Design auf

Abbildung 10. Entwicklung und Synthese pharmakologisch gesteuerter Hydrogele: ein Antibiotika-empfindliches Hydrogel f�r die induzierte Frei-
setzung von VEGF. Die an Polyacrylamid gekuppelte, gentechnisch konstruierte bakterielle GyrB wurde durch Zugabe von Cumermycin dimeri-
siert, was zur Hydrogelbildung f�hrte. Versetzen mit steigender Konzentration von Novobiocin spaltet die GyrB-Untereinheiten und sorgt f�r die
Auflçsung des Hydrogels und Freisetzung von VEGF. a) Gel-Sol-�bergang durch Exposition von Cumermycin-vernetztem Hydrogel gegen�ber
Novobiocin; b) Struktur von Polymer-GyrB-Konjugaten; c) Bindung von GyrB mit Cumermycin und Novobiocin. Adaptiert aus Lit. [206].
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Grundlage der Assoziation der b-Faltblattdom�nen sowie die
F�higkeit der b-Faltbl�tter, die Ablagerung von Hydroxy-
apatit zu ermçglichen (Abbildung 7)[217, 218] – sichern die er-
folgreiche Konstruktion neuer Tr�germaterialien f�r die
Knochengewebez�chtung.

Gungormus et al. nutzten eine Konstruktion aus einem b-
Haarnadelpeptid und einem Heptapeptid (MLPHHGA) f�r
die Herstellung von Hydrogelen, die das Peptid an der Au-
ßenseite der Fibrillenoberfl�che pr�sentieren und die Bio-
mineralisation lenken.[219] Das Peptid wurde durch Phagen-
display identifiziert und kann die Mineralbildung in Lçsung
steuern.[220]

5.4. Sensoren und Regler

Ghosh und Mitarbeiter entwickelten eine Reihe von
Proteasebiosensoren, die auf einem autoinhibierten Coiled-
Coil-Schalter beruhen. Der Biosensor besteht aus drei mo-
dularen Dom�nen: einem gespaltenen Reporterprotein,
einem antiparallelen heterodimeren Coiled-Coil-Motiv und
einem Protease-empfindlichen Linker. Anf�nglich ist die
Assoziation der beiden Reporterfragmente autoinhibiert,
weil die Wechselwirkung der Coiled-Coils A und B’ thermo-
dynamisch g�nstig ist. Nach der Spaltung des Linkers findet
eine Coiled-Coil-vermittelte Komplementierung des gespal-
tenen Reporterproteins unter Wiederherstellung der Repor-
teraktivit�t statt. Das Konstruktionsprinzip ist in Abbil-
dung 11 dargestellt.[221] Die Bioerkennung von E/K-Coiled-
Coils (E: [EVSALEK]5; K: [KVSALKE]5) wurde f�r die
Proteindetektion durch Western-Blot[222] und f�r die Ent-
wicklung eines Coiled-Coil-basierten analytischen ELISA-
Systems verwendet.[223] Die Coiled-Coil-Erkennung kann
auch f�r die spezifische Markierung von Proteinen in leben-
den Zellen verwendet werden.[224, 225] Eine Peptidsonde K3

(KIAALKE)3, die mit einem Fluorophor markiert ist, kann
spezifisch die oberfl�chenexponierte Marker-Sequenz E3
(EIAALEK)3 am Prostaglandinrezeptor in lebenden Zellen
anf�rben.[224] Auf �hnliche Weise kçnnen selbstorganisierte
Proteinfasern durch die Wechselwirkung zweier komple-
ment�rer Leucin-Reißverschluss-Peptide nichtkovalent
funktionalisiert werden.[226]

Yoshida et al. entwickelten selbstoszillierende Hydrogele,
die ohne externen Impuls expandieren und sich zusammen-
ziehen kçnnen. Die mechanische Oszillation des Gels wird
durch Dissipation der chemischen Energie der oszillierenden
Belousov-Zhabotinsky-Reaktion (BZ-Reaktion) hervorge-
rufen. Der Katalysator der BZ-Reaktion, Tris(2,2’-bipyr-
idyl)Ruthenium(II), [Ru(bpy)3]

2+, wurde kovalent an Poly(N-
isopropylacrylamid)(PNIPAAm)-Ketten im Hydrogel ge-
bunden. In einer Lçsung der BZ-Substrate f�hrt die autono-
me Oxidation (RuIII) und Reduktion (RuII) zu einer �nde-
rung der Hydrogelquellung.[227–229] Anscheinend wird die
chemische Energie der BZ-Reaktion in mechanische Oszil-
lation des Gels �berf�hrt.[230] Um die Anwendbarkeit dieses
Systems unter physiologischen Bedingungen zu demonstrie-
ren, stellten Yoshida und Uesusuki ein biomimetisches anio-
nisches Hydrogel (vernetztes Copolymer aus NIPAAm und 2-
Methacryloyloxyethylphosphat) mit immobilisierter Crea-
tinkinase her, das in einer ATP-Lçsung selbstt�tig eine
schlagende Bewegung ausf�hrte – �hnlich einem Herzmuskel.
Die enzymatische Reaktion f�hrt zur �nderung der Calci-
umionenkonzentration, und da Ca2+ Phosphorgruppen
chelatisiert (vernetzt), bilden und trennen sich Vernetzungen
periodisch, wobei sich der Quellungsgrad des Gels �ndert.[231]

Ein Hydrogel, das unter konstanten Bedingungen periodisch
an- und abschwillt, kann zu einem autonomen Massetrans-
portsystem entwickelt werden.[232]

F�r Bioerkennungsstudien wurde ein Modell entwickelt,
das als Biosensor Anwendung finden kçnnte und auf einem
Epitop-Pr�sentationsger�st aufbaut. Das ist ein Peptid mit
einer antiparallelen Coiled-Coil-Heterodimer-Haarnadel-
struktur (coiled-coil heterodimer stem loop, CCSL), das sich
auf einem festen Tr�germaterial selbstorganisiert. His-mar-
kierte CCSL-Peptide mit Peptidepitopsequenzen in der
Haarnadelstruktur, die durch den CD21-Rezeptor erkannt
werden kçnnen, wurden gentechnisch hergestellt.[233–235] Diese
Peptide selbstorganisieren sich in der Gegenwart von Nickel
auf einem Polystyroltr�germaterial, an das kovalent ein
HPMA-Copolymer mit Nitrilotriessigs�uregruppen aufge-
propft wurde. Die rezeptorbindenden Epitope wurden durch
die selektive Bindung von Raji-B-Zellen und/oder lçslichen
CD21-Rezeptoren an die selbstorganisierte Monolage iden-
tifiziert (Abbildung 12). Die Wirksamkeit von ausgew�hlten
Epitopen als Targeting-Einheiten in HPMA-Copolymer-
Doxorubicin-Konjugaten wurde an CD21-positiven Raji-B-
Zellen untersucht.[236]

Die Oberfl�che von Poly(acrylamid)-Hydrogel wurde
durch Selbstorganisation eines Coiled-Coil-Heterodimers mit
RGD-haltigen Zelladh�sionsliganden funktionalisiert.[237] In
einem anspruchsvolleren Entwurf wurden auf Coiled-Coil-
Basis unter Verwendung eines heterodimerisierenden Pep-
tidpaars bioaktive Oberfl�chen hergestellt, die in der Lage
waren, dynamisch und reversibel immobilisierte Liganden zu

Abbildung 11. Proteasebiosensoren auf Basis eines autoinhibierten
Coiled-Coil-Schalters. Intramolekulare Coiled-Coil-Spaltung f�hrt zu
einer Komplementierung des gespaltenen Proteins – die beiden H�lf-
ten der Leuchtk�ferluciferase werden wieder zum aktiven Protein zu-
sammengesetzt, das die Monooxygenierung von Luciferin katalysiert
und so Licht erzeugt. CFluc: C-terminales Fragment der Leuchtk�fer-
luciferase (Fluc), Reste 398–550; NFluc: N-terminales Fragment von
Fluc, Reste 2–416. Die Helices A und B’ enthalten ein intramolekulares
dimeres Coiled-Coil-Motiv, das �ber eine Tabak�tzvirus(TEV)-Protease-
Spaltstelle verkn�pft ist. Adaptiert aus Lit. [221].
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regulieren. Peptid 1 wurde dabei mit einem Ende auf der
Oberfl�che immobilisiert, w�hrend das andere Ende mit dem
zelladh�siven RGD-Liganden modifiziert wurde. Komple-
ment�rpeptid 2 wurde an PEG gebunden. Bei Bildung des
Heterodimers (zwischen 1 und 2) wurde die RGD-Sequenz
durch PEG abgeschirmt und so die Zellanbindung verhindert.
Die Zugabe eines �berschusses an 2 (nicht an PEG konju-
giert) f�hrte zu einer Ablçsung des 2-PEG-Konjugates von
der Oberfl�che, wodurch der RGD-Ligand freigelegt
wurde.[238]

Die spezifische biomolekulare Erkennung zwischen
Coiled-Coil-bildenden Sequenzen wurde f�r die Anordnung
von Goldnanopartikeln[239] oder Kohlenstoffnanorçhren ge-
nutzt.[240] Die Verwendung von Hydrogelen als Durchfluss-
regler beim Wirkstofftransport wurde von Eddington und
Beebe untersucht.[241] Hydrogele kçnnen auch als Wider-
standsventile, Mantelventile, elektrisch auslçsbare Ventile
und biomimetische Ventile verwendet werden. Das Ziel ist
letztlich, eine physiologische R�ckkopplung zu ermçglichen,
um die Infusionsrate eines Wirkstofftransportsystems zu
steuern.

5.5. Bildung supramolekularer Strukturen durch Bioerkennung
von Peptiddom�nen

Die Bioerkennung von Coiled-Coils kann f�r die pro-
grammierte Anordnung selbstorganisierter Systeme hçherer
Ordnung genutzt werden.[242] Die nichtkovalente supramole-
kulare Anordnung von mehreren Proteinen auf einem Den-

drimerger�st f�hrt zu dendrimerfixierten
Fasern mit helicaler Sekund�rstruktur.[242]

Auf �hnliche Art und Weise steuert die
Bildung eines antiparallelen Leucin-
Reißverschlusses den Wiederzusammen-
bau von gr�n fluoreszierendem Protein
(GFP). Zwei Peptidfragmente von GFP
wurden mit Coiled-Coil-bildenden Pepti-
den modifiziert. Nach dem Wiederzu-
sammenbau zeigt das GFP seine charak-
teristische Fluoreszenz.[243] Chelur und
Chalfie zeigten, dass die Coexpression
von Caspase-3-Untereinheiten eine Ak-
tivit�t von konstitutiv aktiver (d. h. aktiv
nach Rekonstitution von Fragmenten)
Caspase bewirkt, die zum Zelltod f�hrt.
Die Caspaseaktivit�t tritt nur auf, wenn
die Untereinheiten durch eine Bindung
mit der angekuppelten antiparallelen
Coiled-Coil-Dom�ne assoziieren.[244] Die
Bildung von Molek�len mit hoher Avidi-
t�t (d.h. kombinierter St�rke von mehr-
fachen bindenden Wechselwirkungen)
wurde durch Coiled-Coil-Erkennung er-
reicht. Tetravalente Miniantikçrper
wurden durch Selbstorganisation von vier
einkettigen variablen Fragmenten (Fvs)
hergestellt, die �ber eine flexible Dreh-
achse zu einem tetrameren helicalen

Peptid verbunden sind.[245] Ein pentameres mehrwertiges
Bindungsmolek�l („Peptabody“) wurde durch Selbstorgani-
sation eines kurzen Peptidliganden gebildet, der �ber eine
halbstarre Drehachse mit der Coiled-Coil-Dom�ne des oli-
gomeren Knorpelmatrixproteins verbunden ist.[246] Diehl
et al. verwendeten mit Phenylalanin modifizierte Elastin-
peptide f�r die Herstellung mehrteiliger Biomotoren. Die
kooperative Wechselwirkung zwischen monomeren Kinesin-
1-Motoren, die an Proteinger�ste gebunden sind, verbesser-
ten die hydrolytische Aktivit�t und die Gleitgeschwindigkeit
von Mikrotubuli.[247] Die Erkennung von Coiled-Coil-Heter-
odimeren wurde auch f�r die Anordnung des nichtkovalenten
Triblockcopolymers PEG-Coiled-Coil-Polystyrol genutzt.[248]

Ryadnov und Mitarbeiter entwickelten einen Cyclopeptid-
block aus zwei Dom�nen, die durch Bildung eines parallelen
Coiled-Coil-Heterodimers oligomerisieren. Die Selbstorga-
nisation f�hrt zur Bildung von hochverzweigten nano- bis
mikroskaligen Fibrillennetzwerken.[249]

6. Von Nanobiomaterialien zur Nanomedizin

Die Selbstorganisation von Hybridmaterialien aus syn-
thetischen und biologischen Makromolek�len wird durch die
Bioerkennung von biologischen Motiven vermittelt. Dabei
fungiert ein Paar von gegens�tzlich geladenen Pentaheptad-
peptiden (CCE und CCK), das antiparallele Coiled-Coil-
Heterodimere bildet, als physikalischer Vernetzer bei der
Selbstorganisation der HPMA-Pfropfcopolymere CCE-P und
CCK-P zu Hydrogelen. Es wurde angenommen, dass diese

Abbildung 12. Oberfl�chenmodifizierung mit selbstorganisierten, gentechnisch hergestellten
Peptiden, deren exponierte Epitope von humanen Lymphomzellen erkannt werden. Eine anti-
parallele CCSL selbstorganisiert sich auf einer Polystyrol-Zellkulturschale, deren Oberfl�che
mit einem HPMA-Copolymer mit Nitrilotriessigs�uregruppen (NTA; zur Komplexierung von
Ni2+) und Benzophenongruppen (BP) f�r die kovalente Anbindung an die Oberfl�che funktio-
nalisiert ist. Die Bioerkennung des exponierten Peptids kann unter Verwendung von CD21-
positiven B-Zellen oder des lçslichen CD21-Rezeptors untersucht werden. Adaptiert aus
Lit. [234,235].
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besondere Bioerkennung von CCK- und CCE-Peptidmotiven
�ber die Konstruktion von Biomaterialien hinaus in der Art
erweitert werden kann, dass sie auf lebende Systeme ange-
wendet wird und biologische Prozesse vermittelt. Sie kçnnte
eine Br�cke zwischen dem Design von Biomaterialien und
makromolekularen Therapeutika bilden.[236]

Zur �berpr�fung dieser Hypothese wurden CCE und
CCK f�r die Konstruktion eines neuen Systems zur Induktion
der Apoptose in CD20-positiven Zellen, eines so genannten
wirkstofffreien makromolekularen Therapeutikums, verwen-
det.[250, 251] CD20 ist einer der zuverl�ssigsten Biomarker f�r B-
Zell-Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). CD20 ist ein nicht
internalisierendes Antigen, das auf der Zelloberfl�che ver-
bleibt, wenn es an einen komplement�ren Antikçrper bindet.
Die Vernetzung von CD20-gebundenen Antikçrpern mit
einem sekund�ren Antikçrper f�hrt jedoch zur Apoptose.
Um dieses Ph�nomen zu nutzen, wurde ein System aus CCE-
und CCK-Peptiden, einem Fab’-Fragment des 1F5-Anti-
CD20-Antikçrpers und einem HPMA-Copolymer entwickelt
(Abbildung 13). Werden CD20-positive Raji-B-Zellen dem
Fab’-CCE ausgesetzt, f�hrt dies durch Bioerkennung des
Antigen-Antikçrper-Fragments zu einer Dekoration der
Zelloberfl�che mit mehreren Kopien des CCE-Peptids. Wei-

teres Aussetzen der dekorierten Zellen gegen�ber dem
HPMA-Copolymer, das mit mehreren Kopien von CCK
funktionalisiert ist, f�hrt zur Bildung von CCE-CCK-Coiled-
Coil-Heterodimeren auf der Zelloberfl�che. Dieses zweite
Bioerkennungsereignis induziert die Vernetzung des CD20-
Rezeptors und lçst die Apoptose der Raji-B-Zellen aus.[179]

Dieses System ist auch in vivo aktiv: Die intravençse Ver-
abreichung des Fab’-CCE-Konjugats, gefolgt von der Verab-
reichung von CCK-P, f�hrte zum Langzeit�berleben bei
SCID-M�usen (C.B.-17), die ein humanes B-Lymphom-He-
terotransplantat trugen.[251]

Die Begr�ndung f�r die Entwicklung wirkstofffreier ma-
kromolekularer Therapeutika ist, dass niedermolekulare
Wirkstoffe fehlen, sowie die Tatsache, dass die Vernetzung
von CD20 auf der B-Zelloberfl�che zur Apoptose f�hrt.
Dieser Ansatz liefert neue Modelle f�r die Beeinflussung der
molekularen Erkennung bei der Entwicklung verbesserter
Krebstherapien.

7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Peptide und Proteine bieten reichlich Mçglichkeiten f�r
die Entwicklung selbstorganisier-
ter bioerkennbarer Nanomateria-
lien. Die meisten der derzeitigen
Designs sind von der Natur inspi-
riert. Das Verstehen der Grundla-
gen der Proteinkonstruktion er-
mçglicht es, funktionale Proteine
zu entwickeln und sie k�nftig in
Hybridsysteme mit neuartiger
Struktur und Funktion einzubau-
en. J�ngst wurden mehrere mo-
derne Ans�tze verçffentlicht, die
den Nutzen des Protein-Enginee-
ring aufzeigen: Cornelissen et al.
verwendeten die heterodimere
Coiled-Coil-Bioerkennung zur
Verkapselung eines Proteins
(enhanced green fluorescent pro-
tein) in einem Viruskapsid
(Cowpea Chlorotic Mottle
Virus).[252] Koder et al. syntheti-
sierten ein Sauerstofftransport-
protein �ber einen vierstufigen
Prozess: Aufbau eines Vier-Helix-
B�ndels; Einbringen einer Cofak-
tor-bindenden Aminos�ure; An-
passen der Sequenz zur Verbesse-
rung der Strukturauflçsung; Ab-
stimmen der Funktion.[253] Tethe-
rin ist ein Coiled-Coil-haltiges
Protein, dessen Expression die
Freisetzung von HIV-1 und ande-
ren eingeschlossenen viralen Par-
tikeln aus Wirtzellen blockiert.[254]

Perez-Caballero et al. konnten
zeigen, dass f�r seine antivirale

Abbildung 13. Design wirkstofffreier makromolekularer Therapeutika. Gesamtaufbau und mçglicher
Mechanismus der Behandlung von Non-Hodgkin-Lymphoma (NHL) mit Konjugaten der Coiled-Coil-
bildenen Peptide CCE und CCK. Die Induktion der Apoptose in menschlichen Burkitt-NHL-Raji-B-
Zellen wurde durch Vernetzung des Oberfl�chen-CD20-Antigens ausgelçst, die durch Bioerkennung
zwischen Antigen-Antikçrper-Fragment und komplement�ren Peptiden zustande kommt. Durch den
Kontakt der Raji-B-Zellen mit einem Anti-CD20-Fab’-CCE-Konjugat wird die Zelloberfl�che durch Anti-
gen-Antikçrper-Fragmenterkennung mit CCE dekoriert (CD20 ist ein nicht internalisierender Rezeptor).
Der weitere Kontakt der dekorierten Zellen mit CCK-P (mit mehreren Kopien von CCK funktionalisiert)
f�hrt zur Bildung von CCE/CCK-Coiled-Coil-Heterodimeren auf der Zelloberfl�che. Diese zweite Bio-
erkennung induziert die Vernetzung der CD20-Rezeptoren und lçst die Apoptose der Raji-B-Zellen aus.
Fab’-CCE ist ein Konjugat des Fab’-Fragments des 1F5-Antikçrpers und des CCE-Peptids (YGG-
EVSALEKEVSALEKKNSALEKEVSALEKEVSALEK); CCK-P ist ein HPMA-Copolymer, das neun Einheiten
des CCK-Peptids (CYGGKVSALKEKVSALKEEVSANKEKVSALKEKVSALKE) enth�lt. Adaptiert aus
Lit. [250].
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Aktivit�t die Tetherinkonfiguration (oder -struktur) ent-
scheidend ist, und nicht die Prim�rsequenz.[255] Die Autoren
ersetzten die Hauptdom�nen von Tetherin – die Transmem-
bran-, Coiled-Coil- und Glycophosphatidylinosit-Anker-
Dom�ne – mit analogen Motiven aus drei nicht verwandten
Proteinen,[255,256] und diese komplett k�nstliche Form des
Tetherins blockierte die Partikelfreisetzung auf die gleiche
Art und Weise wie das nat�rliche Molek�l (Abbildung 14).

Peptide, Proteine, Polyaminos�uren und hybride Makro-
molek�le kçnnen sich spontan durch Bioerkennung zu genau
definierten dreidimensionalen Hydrogelstrukturen selbstor-
ganisieren. Um die vielf�ltigen Anwendungsmçglichkeiten
dieser Systeme nutzen zu kçnnen, m�ssen die Faktoren, die
die Faltung und Selbstorganisation beeinflussen, genau be-
stimmt werden.[257–259] Designs, die sich auf solide wissen-
schaftliche Grundlagen st�tzen und zugleich die biologischen
und technischen Anforderungen erf�llen, werden auf prakti-
sche Anwendungen �bertragen werden. F�r die nahe Zukunft
kçnnen z.B. folgende Entwicklungen erwartet werden: das
Design von Hydrogelen mit mehreren Funktionen; Hydro-
gele, die gegen mehrere Reizarten empfindlich sind; Hydro-
gele mit programmierbarem Antwortverhalten; und Hydro-
gele, die Substraterkennung in mechanische Bewegung
�berf�hren kçnnen. Die weitere Miniaturisierung pr�zise
konstruierter Hydrogelbestandteile von biomedizinischen
Bauteilen, Nanomedikamenten, Sensoren, Mikrofluidiksys-
temen, Nanoreaktoren und interaktiven Oberfl�chen mit
einer hohen Genauigkeit in der Bioerkennung ist in greifba-
rer N�he.

Die in diesem Aufsatz beschriebene Forschung wurde
teilweise von den NIH (EB005288 und GM095606
und der University of Utah Research Foundation
unterst�tzt. Wir danken Michael Jacobsen f�r die
sorgf�ltige �berarbeitung des Manuskriptes.
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[190] L. Šprincl, J. Kopeček, D. L�m, Calc. Tiss. Res. 1973, 13, 63 – 72.
[191] A. J. Engler, S. Sen, H. L. Sweeney, D. E. Discher, Cell 2006,

126, 677 – 689.
[192] M. P. Lutolf, J. A. Hubbell, Nat. Biotechnol. 2005, 23, 47 – 55.
[193] M. P. Lutolf, J. L. Lauer-Fields, H. G. Schmoekel, A. T. Metters,

F. E. Weber, G. B. Fields, J. A. Hubbell, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2003, 100, 5413 – 5418.

[194] O. W. Petersen, L. Rønnov-Jessen, A. R. Howlett, M. J. Bissell,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 9064 – 9068.

[195] K. Y. Lee, E. Alsberg, S. Hsiong, W. Comisar, J. Linderman, R.
Ziff, D. Mooney, Nano Lett. 2004, 4, 1501 – 1506.

[196] A. M. Kloxin, J. A. Benton, K. S. Anseth, Biomaterials 2010, 31,
1 – 8.

[197] M. Haider, J. Capello, H. Ghandehari, K. W. Leong, Pharm.
Res. 2008, 25, 692 – 699.

[198] Z. Megeed, M. Haider, D. Li, B. W. O�Malley, Jr., J. Cappello,
H. Ghandehari, J. Controlled Release 2004, 94, 433 – 445.

[199] A. V. Cresce, R. Dandu, A. Burger, J. Cappello, H. Ghandehari,
Mol. Pharm. 2008, 5, 891 – 897.

[200] J. Gustafson, K. Greish, J. Frandsen, J. Cappello, H. Ghande-
hari, J. Controlled Release 2009, 140, 256 – 261.

[201] J. A. Gustafson, R. A. Price, K. Greish, J. Cappello, H. Ghan-
dehari, Mol. Pharm. 2010, 7, 1050 – 1056.

[202] J. A. Gustafson, H. Ghandehari, Adv. Drug Delivery Rev. 2010,
62, 1509 – 1523.

[203] M. C. Branco, D. J. Pochan, N. J. Wagner, J. P. Schneider, Bio-
materials 2010, 31, 9527 – 9534.

[204] W. J. King, J. S. Mohammed, W. L. Murphy, Soft Matter 2009, 5,
2399 – 2406.

[205] W. J. King, N. J. Pytel, K. Ng, W. L. Murphy, Macromol. Biosci.
2010, 10, 580 – 584.

[206] M. Ehrbar, R. Schoenmakers, E. H. Christen, M. Fussenegger,
W. Weber, Nat. Mater. 2008, 7, 800 – 804; Kommentar: C.
Alexander, Nat. Mater. 2008, 7, 767.

[207] N. Yamaguchi, L. Zhang, B.-S. Chae, C. S. Palla, E. M. Furst,
K. L. Kiick, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 3040 – 3041.

[208] M. Pechar, R. Pola, R. Laga, K. Ulbrich, L. Bedn
rov
, P.
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