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Hydrogele

H ybridbiomaterialien sind Systeme, die aus Bausteinen von min-
destens zwei individuellen Molekiilklassen erzeugt werden, z. B. aus

synthetischen Makromolekiilen sowie Proteinen oder Peptiddomiinen.

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 Makromolekiilen zu funktionalen Hydrogel-Biomate-
rialien. Zuerst werden die grundlegenden Regeln besprochen, die die
Sekunddrstruktur von Peptiden bestimmen, und im Anschluss be-
werten wir die Ansdtze zur spezifischen Entwicklung von Hybrid-
systemen mit mafigeschneiderten Eigenschaften. Nach einer Diskus-
sion der Ahnlichkeiten der verschiedenen Designprinzipien fiir Bio-
materialien und makromolekulare Therapeutika werden wir die zu-
kiinftige Entwicklung dieses Forschungsgebietes kurz zusammenfas-
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sen.

1. Einleitung

Das Prinzip der Selbstorganisation ist in der Natur im
makroskopischen wie auch mikroskopischen MafBstab allge-
genwirtig. Es beschreibt die Organisation und den spontanen
Zusammenschluss von vielen individuellen Einheiten zu ra-
tionellen und wohldefinierten Strukturen ohne Beteiligung
von auBen.? Die molekulare Bioerkennung steht im Mit-
telpunkt aller biologischen Prozesse. Sie ist die Grundlage fiir
die Entwicklung von genau definierten intelligenten Syste-
men, einschlieBlich zielgerichtet wirkender Therapeutika,
Imaging-Substanzen sowie reizempfindlicher und selbstor-
ganisierter Biomaterialien und Biosensoren.

Die Selbstorganisation durch Bioerkennung ist ein effi-
zientes Mittel fiir den Aufbau neuer supramolekularer Ar-
chitekturen und ermoglicht die Entwicklung von Materialien,
die im Nano- bis Mikrometerbereich programmiert werden
konnen.”* Die Kombination von Selbstorganisation in ver-
schiedenen Léngenbereichen fithrt zu strukturellen Hierar-
chien;®” z.B. erhilt man eine Collagenfaser durch hierar-
chische Organisation vom Nano- bis hin zum Makromafstab:
Drei Collagenmakromolekiile bilden eine Dreifachhelix, und
mehrere Dreifachhelices ordnen sich zu Fibrillen an, die sich
anschlieend zu einer voll entwickelten Collagenfaser aus-
richten.®

Hydrogele sind die ersten Biomaterialien, die fiir den
biomedizinischen Gebrauch entwickelt wurden.”! Sie sind
Materialien mit einer ausgepridgten dreidimensionalen
Struktur, die in Wasser quellen, sich aber nicht auflosen. Ihre
Klassifikation kann sich auf folgende Kriterien beziehen: ihre
Herkunft — natiirliche 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.""!!! Zu
den verschiedenen Aspekten von Hydrogelen wurden bereits
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zahlreiche Aufsitze!'"?! veroffentlicht; darum wird sich
dieser Aufsatz auf selbstorganisierte Biomaterialien/Hydro-
gele aus gentechnisch hergestellten Polymeren und auf Hy-
bridhydrogele aus mindestens zwei individuellen Makromo-
lekiilklassen konzentrieren, z. B. synthetische und biologische
Makromolekiile, die kovalent oder nichtkovalent miteinan-
der verbunden sind. Um das Thema weiter einzugrenzen,
werden wir nur Peptide und Proteine als natiirliche Kompo-
nenten von Hybridsystemen diskutieren.

2. Grundprinzipien der Peptidselbstorganisation
2.1. Coiled-Coils

Das Coiled-Coil-Motiv ist eines der grundlegenden Fal-
tungsmuster von natiirlichen Proteinen. Es besteht aus zwei
oder mehr rechtsgiingigen a-Helices, die sich zusammenwin-
den und eine leicht linksgiingige Superhelix bilden.?**! Die
Primérstruktur des Coiled-Coil-Motivs ist eine Sequenz sich
wiederholender Heptaden, die als [a,b,c,d,e.f,g], bezeichnet
wird, wobei a und d normalerweise hydrophobe Aminoséu-
rereste und die anderen polar sind. Zwei Helices assoziieren
iiber die hydrophobe Oberfldche zwischen a und d, wodurch
b, ¢ und f nach auBlen zeigen. Interhelicale elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen den Resten e und g tragen zur
Stabilitdt des Coiled-Coils bei. In Abhéngigkeit von ihrer
Detailstruktur konnen sich a-Helices als Homodimere, He-
terodimere in paralleler und antiparalleler Anordnung oder
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a)

[abcdefg],

a,d: hydrophob
e,q: geladen

antiparalleles dimeres Coiled-CoiI-Motiv

b)

0.
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paralleles B-Falthlatt antiparalleles p-Faltblatt

Abbildung 1. Die Strukturen von Coiled-Coils (a) und f-Faltblittern (b).

als Aggregate hoherer Ordnung (z.B. Tetramere) zusam-
menschliefen (Abbildung 1).5%32

Hunderte natiirlicher Proteine, z.B. Muskelproteine,
Transkriptionsfaktoren, Cytoskelettproteine, Zell- und Vi-
rusoberflichenproteine, Tumorsuppressoren, molekulare
Motoren und viele krankheits- und organspezifische Auto-
antigene, enthalten Coiled-Coil-Bereiche.®! Die Coiled-Coil-
Motive spielen fiir die Funktionen dieser Peptide eine wich-
tige Rolle: Eine charakteristische Eigenschaft von Coiled-
Coils ist die spezifische rdumliche Erkennung, Assoziation
und Dissoziation von Helices, was sie zu einem idealen
Modell fiir Proteinbiomaterialien macht, deren hohere
Strukturen auf Basis der Primérsequenz vorhergesagt werden
konnen. Verschiedene funktionelle Gruppen konnen in der
Coiled-Coil-Struktur genau positioniert werden, wodurch
spezifische intermolekulare Wechselwirkungen moglich
werden.

Die typische a-Helix ist rechtsgéngig, und fiir eine kom-
plette Umdrehung sind 3.6 Aminosdurereste notwendig. In
einem linksgédngigen Coiled-Coil (zusammengesetzt aus
rechtsgingigen Helices) bildet eine Heptade genau zwei
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Umdrehungen (so genannte ’/-Wiederholung -
7 Aminosduren pro 2 Umdrehungen). In der Natur
konnen Coiled-Coils mit verschiedenen Periodizitidten
(z.B. Periodizititen mit elf Resten) oder mit Einfi-
gungen von einem oder mehreren Resten in das
Heptadenmuster gefunden werden (Einfiigungen von
einem Rest werden ,,Skips“, von drei Resten ,,Stam-
mers“ und von vier Resten ,,Stutters“ genannt).?** In
der Natur kommen Dimere, Trimere und Tetramere am
haufigsten vor, aber auch die Bildung von Multimeren
und komplexeren Anordnungen ist gut bekannt.” Vor
Kurzem wurde eine neue Coiled-Coil-Anordnung, ein
De-novo-Peptid, beschrieben, das ein Biindel aus sechs
Helices mit einem zentralen Kanal bildet, der den
Durchtritt von Wassermolekiilen ermdglicht.”® Die
Vielseitigkeit des Coiled-Coil-Motivs, und hier beson-
ders die Moglichkeit, seine Stabilitdt und Spezifitit
durch Modifikation der Primérstruktur zu beeinflussen
(Stabilititen bis zu 107 M konnen erreicht werden®"),
ist vielversprechend fiir die Entwicklung neuer Bio-
materialien.

Mit Blick auf die Entwicklung neuer Coiled-Coil-
haltiger Materialien ist das bekannte Verhéltnis zwi-
schen der Struktur Coiled-Coil-bildender Sequenzen sowie
ihrer Erkennung, Assoziation und Faltung ein grof3er Vorteil.
Offenbar ist die a-Helix wegen der Wiederholungshaufigkeit
der Sequenz die einzige Art von Sekundarstruktur in Coiled-
Coils.’® Mutationen fiihren entweder zu einer vollstindigen
Zerstorung der Sekundarstruktur, oder die Struktur bleibt
erhalten. Im Unterschied dazu gibt es viele Variationen in der
Tertidr-/Quartérstruktur von Coiled-Coils. Die Zahl der
Strénge kann zwischen 2, 3, 4 und 5 wechseln, und die Ori-
entierung zwischen den Helices kann parallel oder antipar-
allel sein.®! Diese Strukturverinderungen entsprechen ver-
schiedenen biologischen Funktionen.

Die Wechselwirkung von links- und rechtsgédngigen o-
Helices (jede mit 30 Aminosdureresten) mit Peptiden, die p-
und L-Aminosduren enthalten, wurde untersucht (chirali-
titsabhingige Peptidwechselwirkungen).”) Das Helixnetz-
diagramm sagt vorher, dass zwei Helices mit einer DA-
Struktur mit einem Packungswinkel von 0° packen, im Un-
terschied zu natiirlichen LA-Coiled-Coils, bei denen sich die
Helices bei 20° kreuzen. Die beiden Peptide — D-Sdure und L-
Base — bilden stabile Heterotetramere, die Eigenschaften
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einer spezifischen wie auch einer nichtspezifischen Packung
aufweisen.*!

Es gibt mehrere Beispiele zur chiralitdtsunabhéngigen
Peptid-/Proteinerkennung. Die Peptide der Transmembran-
dominen von Glycophorin A (GPA) haben einen Mangel an
Stereospezifitidt in GPA-Helix-Helix-Wechselwirkungen ge-
zeigt.™! 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 schiitzend zu Krebszellen
vernichtend umgewandelt wird. Beide Stereoisomere dieses
Nonapeptids (FSRSLRSLL) wirken als molekulare Schalter,
die die Bcl-2-BH4-Doméne verschieben und damit die BH3-
Domine freilegen, die die Antiapoptoseaktivitdt von Bcl-X;
blockiert."

Solche Studien liefern eine wissenschaftliche Basis fiir die
Entwicklung von p-Peptidinhibitoren helicaler L-Proteinzie-
le.%4#1 Eine brauchbare Screening-Methode zur Identifi-
zierung von D-Peptiden, die an spezifische Ziele binden, ist
das spiegelbildliche Phagen-Display.

2.2. §-Faltblitter

B-Faltblatter sind wichtige Strukturelemente von Protei-
nen. (3-Strange richten sich nebeneinander aus und werden
durch Wasserstoftbriicken zwischen dem Carbonylsauer-
stoffatom einer Aminosidure in einem Strang und dem
Riickgratamid einer zweiten Aminosdure in einem anderen
Strang stabilisiert. Die Stringe (mindestens zwei, aber haufig
mehr**”) kénnen sich zur Bildung des p-Faltblatts parallel
oder antiparallel zueinander ausrichten. Die Stabilitét von (3-
Faltblittern hingt von der Wechselwirkung der Seitenketten
benachbarter Aminosiuren ab.*! Diese Wechselwirkungen
miissen den Verlust von translatorischer und Solvatations-
energie des Peptids kompensieren (Abbildung 1).[*)

Studien zu homo- und heterochiralen Wechselwirkungen
zwischen enantiomeren [(-Faltblittern deuten an, dass die
homochirale Paarung stark bevorzugt wird.”” Auf dhnliche
Art und Weise ordnen sich amphiphile Triblock-Oligopepti-
de, die aus D- oder L-Tetraleucindoménen mit pH-empfind-
lichen L- oder D-Octalysinsegmenten aufgebaut sind, selbst-
standig zu p-Faltblattstrukturen mit entgegengesetzter Chi-
ralitdt an. Rasterkraftmikroskopische (AFM-)Studien haben
gezeigt, dass homochirale Losungen sich selbststdndig zu
Amyloidnanofasern anordnen, wohingegen die racemische
Mischung nur kugelférmige Aggregate bildet.!

Die Wechselwirkungen von D- und L-Aminosdurepepti-
den, die B-Faltblitter bilden, sind biologisch relevant: Die
Polymerisation von Amyloid-f3-Peptiden (Af}) wurde als der
Hauptfaktor in der Pathogenese der Alzheimerkrankheit
identifiziert. Es wurde ein zwolf Reste langes D-Peptid
(QSHYRHISPAQYV) gefunden, das an Amyloidplaques im
Hirngewebe von Alzheimerpatienten bindet.’” Zusitzlich
verringert es die durchschnittliche Grée von ApB-Aggregaten
und die AB-Cytotoxizitit gegen PC12-Zellen.>

Zhang etal. bestimmten die Strukturdynamik eines
selbstorganisierten, 16 Reste langen Peptids, das f-Faltblitter
bildet.”¥ Bei Raumtemperatur zeigte das D-EAK16-Peptid
(AEAEAKAKAEAEAKAK) ein typisches [-Faltblatt-
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Circulardichroismus(CD)-Spektrum. Wenn die Temperatur
auf 80°C erhoht wurde, erfolgte eine Phasenumwandlung zur
a-Helix, ohne dass dabei ein nachweisbares intermediéres
Zufallskniduel gebildet wurde. Studien zum Einfluss von
Temperatur, pH-Wert, Ionenstirke und Konzentration des
Denaturierungsmittels zeigten, dass sich das D-Peptid nur in
seinem Temperaturverhalten von seinem L-Gegenstiick un-
terschied.’¥ Chirale selbstorganisierte Peptidnanofaserge-
riiste bildeten sich sowohl aus L- als auch aus D-Peptiden.””
Wie zu erwarten war, erhielt man nur eine schlechte Selbst-
organisation fiir Peptide, die alternierend aus D- und L-Ami-
nosiuren aufgebaut waren.’ Diese Befunde lassen darauf
schlieBen, dass die Chiralitdt von Peptiden nicht hinderlich
fiir die Bildung definierter Nanostrukturen ist.

Die (-Haarnadel ist ein hiufiges Motiv, bei dem zwei
benachbarte antiparallele 3-Striange durch eine Schleife ver-
bunden sind. f-Haarnadelpeptide konnen durch intramole-
kulares Falten und intermolekulare Zusammenlagerung Hy-
drogele bilden, was durch externe Reize, z.B. Anderungen
des pH-Werts, der Ionenstidrke oder der Temperatur, ausge-
16st wird.®”*®! Zum Beispiel ist das MAX1-Peptid ((VK),-
VPPPT-(KV),-CONH,) aus zwei Stréingen von alternieren-
den K- und V-Resten aufgebaut, die iiber eine Tetrapeptid-
schleife verbunden sind. Die Faltung von MAXI1 in die
Haarnadelkonformation kann durch eine Erhohung des pH-
WertesP! oder der TonenstirkeP” ausgelost werden. Die
komplette p-Faltblattumwandlung und Bildung der dreidi-
mensionalen Hydrogelstruktur erfolgen unter physiologi-
schen Bedingungen innerhalb von etwa 30 min.[*”!

2.3. Die Reizempfindlichkeit von Coiled-Coils und f-Faltbldittern

Die Stabilitidt von Coiled-Coils héngt von der Zahl der
Heptaden (Linge des Peptids),”” von der Packung am hy-
drophoben Kern (a-, d-Positionen)® und von den interheli-
calen Ionenwechselwirkungen (e-, g-Positionen)®*® ab,
Diese Wechselwirkungen sind wiederum von Umgebungs-
faktoren abhingig. In der Konsequenz héngt also die Stabi-
litit des Coiled-Coil-Motivs von der Temperatur,®! dem pH-
Wert!! und der Tonenstirke ab.l”! 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 konnen einen Dirhodiumkomplex
bilden und damit ein Coiled-Coil-Dimer reversibel zerle-
gen.[%!

Auf dhnliche Art und Weise wird der Prozess der -Falt-
blattanordnung durch inter- und intramolekulare Wechsel-
wirkungen bedingt, die elektrostatische, hydrophobe, -
Stapel- und Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen mit ein-
schlieBen. Daraus folgt, dass dieser Prozess auf Anderungen
des pH-Wertes, der Temperatur und des Losungsmittels rea-
giert.* %l Ein wichtiger Faktor ist auch die Konzentration —
Peptide konnen sich, nach Erreichen einer kritischen Kon-
zentration, zu Streifen, Bindern, Fibrillen und Fasern selbst-
organisieren.*
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2.4. Schalterpeptide

Des Weiteren wurden auch interessante Strukturen ent-
wickelt, die als Reaktion auf verschiedene Reize, z.B. An-
derungen der Temperatur, des pH-Werts oder der Konzen-
tration, von einer bestimmten Sekundirstruktur in eine
andere umschalten konnen. Mutter et al. beschrieben einen
pH-abhéngigen Schalter eines amphiphilen Peptides, der von
einer a-Helix zu einem (-Faltblatt umschaltet."”) Weiterhin
entwickelten sie ein Schalterpeptid, das die Amyloid-B-Falt-
blattanordnung stort, indem die Peptide zu a-Helices umge-
wandelt werden."”! Koksch et al. synthetisierten das Peptid
VW19 (LKVELKELKKELVVLKSELKELKKEL), das
Strukturelemente enthélt, die sowohl die a-helicale Faltung
als auch die p-Faltblattbildung ermoglichen. In Abhéngigkeit
von den Umgebungsbedingungen (pH-Wert und/oder Kon-
zentration des Peptids) kann es als Zufallsknéuel, 3-Faltblatt
oder in der Coiled-Coil-Konformation vorliegen.”"! Auf
dhnliche Art und Weise entwickelten Woolfson et al. Peptide
mit Strukturdualitit, die sich unter reduzierenden Bedin-
gungen zu parallelen Leucin-Reiverschlussdimeren und bei
Bildung von intramolekularen Disulfidbriicken zu monome-
ren Haarnadeln falten.” Die Anderung der Sekundirstruk-
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 Sekundérstruktur vom ungefalteten Zustand zur
Amyloidanordnung umschalten kann.® Die Auswirkung von
Metallionen auf die Umwandlung zwischen a-helicaler und f3-
Faltblatt-Proteinstruktur wurde mithilfe eines antiparallelen
Coiled-Coil-Motivs mit Histidinresten untersucht. Die
Zugabe von Cu’"- oder Zn**-Ionen fiihrte zu einem Abfall
des Helixanteils bei gleichzeitigem Anstieg des {-Faltblatt-
anteils.”

2.5. Auswirkungen der Anbindung eines linearen synthetischen
Makromolekiils an ein Peptid auf dessen Sekunddrstruktur

Bindet man eine synthetische Polymerkette an ein Coiled-
Coil-bildendes Peptid an, ist die Stabilitidt des resultierenden
Konstrukts ein wichtiger Faktor fiir 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=3-6) hatte keinen storenden Einfluss auf die Coiled-Coil-
Bildung, sondern verbesserte stattdessen die thermische Sta-
bilitdt der Coiled-Coil-Uberstruktur.” In einer #hnlichen
Studie wurde ein Coiled-Coil-bildendes Peptid G(EAK-
LAEI);Y 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-Kettenlinge.

Der Einfluss der Anbindung eines synthetischen Polymers
an ein Peptid, das p-Faltblitter bildet, wurde ebenfalls um-
fangreich untersucht.7*’"1 Das semitelechele Poly[N-(2-hy-
droxypropyl)methacrylamid] [Poly(HPMA)] mit endstindi-
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gen SH-Gruppen wurde an das mit Maleimid modifizierte {3-
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 konnen.”! 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 erhohten Konzentrationen bildeten
die Konjugate mit 1- und 2-kDa-PEG eine nematische und
die Konjugate mit 10-kDa-PEG eine hexagonale kolumnare
Phase.”® Micellen aus Pluronic F127 waren in der Lage, die
Sekundérstruktur eines eingeschlossenen Peptids
(AKA;KA), zu stabilisieren, was zu einem Anstieg der He-
lizitdit und einem Abfall der thermischen Denaturierung
fithrte. Die kovalente Bindung des Peptids an Pluronic F127
fiihrte zur Selbstorganisation zu Hydrogelen.””! 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.["®

3. Selbstorganisierte Hybridbiomaterialien

Die Selbstorganisation von Hydrogelen aus herkommli-
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 Blocken A eingeschlossen
wird.””® Die Entwicklung von Hydrogel-bildenden Poly-
meren auf Grundlage von Erkennungsmotiven aus der Natur
liefert Hilfsmittel fiir das Design und die Synthese von genau
definierten dreidimensionalen Strukturen.’'%? Die Moglich-
keit, die Selbstorganisation durch ein externes Signal (Reiz-
empfindlichkeit) auszulGsen, ist zur Kontrolle der Endstruk-
tur sehr wichtig.®® Der hohe Grad an Erkennung von Pep-
tidmotiven resultiert in prizisen rdumlichen Anordnungen
von Makromolekiilen in einer dreidimensionalen Struktur.
Zwei Ansitze wurden zur Entwicklung von Strukturen ver-
folgt, die sich zu Biomaterialien und/oder Hydrogelen
selbstorganisieren — Peptid/Protein-Materialien® ! und Hy-
bridsysteme aus mindestens zwei Motiven, einem syntheti-
schen Makromolekiil und einem Peptid/Protein-Motiv.[8¢-1]
Im Folgenden wollen wir die erreichten Ergebnisse beider
Ansitze besprechen.

3.1. Gentechnisch konstruierte Copolymere

Doel et al. versuchten als erste, ein gentechnisch kon-
struiertes Polymer herzustellen.”? Es wurden Klone erzeugt,
die Gene mit Kodierungen fiir bis zu 150 Wiederholungsein-
heiten von Aspartyl-Phenylalanin enthielten. Die polymeren
Einfiigungen wurden in Escherichia coli prozessiert, um ein
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Polymer zu generieren, das enzymatisch zum kiinstlichen
StiBstoff Asp-Phe abgebaut werden kann. Cappello et al.
entwarfen zahlreiche Materialien durch Kombination von
Motiven aus natiirlichen Biomolekiilen.”**¥ Das erste Pro-
teinpolymer wurde aus zwei Oligopeptidblécken, einem sechs
Aminosduren langen Block Seidenfibroin (GAGAGS) und
einem zehn Aminosédure langen Block von humanem Fibro-
nectin (VIGRGDSPAS) hergestellt; dabei wurden der He-
xamerblock wegen seiner Neigung zur Bildung stabiler (3-
Faltblattstrukturen und das Decapeptid wegen seiner Zell-
bindungseigenschaften ausgewihlt. Ghandehari und Capello
untersuchten Proteinpolymere aus im Tandemformat ange-
ordneten Seiden- (GAGAGS) und Elastinblocken
(GVGVP)® und ihre Selbstorganisation zu Hydroge-
len.’> %] Die Seidenblocke bilden Wasserstoff-verbriickte f3-
Faltblatter, die spontan kristallisieren, was ihnen thermische
und chemische Stabilitit verleiht. Der Einschluss von Elastin-
artigen Blocken verringert die Kristallinitdt und erhoht die
Flexibilitdt und Wasserloslichkeit der Copolymere. Die Ein-
fiihrung eines ionisierbaren Restes (Glutaminsidure) in das
Seide-Elastin-Proteinpolymer erhoht die pH- und Tempera-
turempfindlichkeit.”” Zusitzlich zu den Umgebungsbedin-
gungen (pH-Wert, Temperatur, Ionenstirke) beeinflussen
auch die Oberflicheneigenschaften die intermolekularen
Wechselwirkungen und spielen somit eine wichtige Rolle bei
der Selbstorganisation."™ Dank ihren Quell- und Trans-
porteigenschaften sind Seide-Elastin-Hydrogele vielverspre-
chend als Matrices fiir die kontrollierte Freisetzung von bio-
aktiven Materialien.[>#5100-103]

Temperaturempfindliche Elastinhydrogele aus sich wie-
derholenden Pentapeptidmotiven (VPGVG),-(VPGXG),
wurden hergestellt.'"1%! Thr inverser Temperaturiibergang
kann durch die Anderung der Proteinzusammensetzung, des
Ionisierungsgrades, des pH-Wertes, der Salzkonzentration
oder der Phosphorylierung beeinflusst werden.'""”! Bei nied-
rigen Temperaturen bleiben die Proteinketten wegen der
umgebenden pentagonalen Wasserkifige gestreckt. Wenn die
Temperatur steigt (normalerweise iiber 25°C), verlieren die
pentagonalen Wasserkéfige ihre Struktur und verhalten sich
wie ungeordnetes Wasser, was es wiederum den Proteinket-
ten ermoglicht, sich zu kompakten Strukturen zu falten.

Die Beeinflussung der mechanischen Eigenschaften und
des Phaseniibergangs gelingt auch durch Kombination von
mehreren Elastin-dhnlichen Strukturmotiven. Wright et al.
kombinierten Elastin-mimetische Sequenzen mit verschie-
denen mechanischen Eigenschaften zu Triblockcopolymeren.
Nach der Phasentrennung aus wassriger Losung bildeten die
Copolymere ein elastisches Hydrogel.'"”! Die Weiterent-
wicklung dieser Blockcopolymere unter Einschluss langerer
Endblocksegmente fithrte zu Materialien, die deutlich gro-
Beren Belastungen standhalten konnen.!'*!

Die Gruppe von Tirrell synthetisierte strukturell gut de-
finierte Polypeptide mit vorhersagbarer Festkorperstruktur.
Es wurde ein monodisperses Polymer mit 14 Wiederholungen
der Undecapeptidsequenz (AlaGly),ProGluGly herge-
stellt."™ AnschlieBend wurden Polymere mit bis zu 54 Wie-
derholungseinheiten der Nonapeptidsequenz (AlaGly);Pro-
GluGly synthetisiert.''”! Diese Polymere wurden zur Syn-
these eines Lamellarproteins entwickelt, das sich in regel-
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méBigen Abstdnden zu- und wieder auffaltet und funktionelle
Gruppen exponiert, die an den Falten positioniert sind. Der
erste Entwurf benotigte eine Modifikation der Struktur: Die
Entfernung der Prolinreste fithrte zu einer wohldefinierten
Struktur mit kontrollierten Abstinden zwischen den funk-
tionellen Gruppen auf der Oberfliche (Wiederholungsse-
quenz (AlaGly),GluGly; Abbildung 2).0'!

p-Strang

L~

invertierte Schleife

Seidenfibroinanalogon [(AlaGly),GlyGlu], x=3-6;n=14, 20, 28, 39
X, Y: funktionelle Gruppen

Abbildung 2. Das Design und die Synthese von strukturell gut definier-
ten Polypeptiden. Die Festkérperoberfliche ist mit einem vorher fest-
gelegten Muster von funktionellen Gruppen besetzt. Adaptiert aus

Lit. [111].

Die Gruppe um Tirrell entwickelte einen Weg fiir die
Selbstorganisation von gentechnisch konstruierten ABA-
Triblockcopolymeren, die aus einem Zufallskniduelblock (B),
flankiert von zwei Coiled-Coil-bildenden Bldcken (A), be-
stehen.®™ Die Selbstorganisation findet als Gleichgewicht
zwischen der Oligomerisation der helicalen Enden und der
Quellung des zentralen wasserloslichen Zufallskniduelseg-
ments statt. Daraus folgt, dass eine Temperatur- und/oder pH-
Empfindlichkeit durch Manipulation der Aminosédurese-
quenz der Coiled-Coil-Dominen erreicht werden kann.[8>112!
Kleine Anderungen in der Coiled-Coil-Blockstruktur haben
einen groffen Einfluss auf die Reizempfindlichkeit der
selbstorganisierten Hydrogele. Zum Beispiel kann die Tem-
peraturstabilitit von Coiled-Coil-Proteinen auf vorhersag-
bare Weise durch den Austausch von Aminoséduren in der
Coiled-Coil-Doméne beeinflusst werden (Abbildung 3).
Die intermolekulare Assoziation von A-Blocken erzeugt
physikalische Vernetzungen im Hydrogelnetzwerk. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass die ABA-Ketten stark zur Bil-
dung von intramolekularen Schleifen neigen, wodurch be-
ziiglich der Elastizitit ineffektive Ketten erzeugt
werden.!""*1" Die kontinuierliche Neuordnung der A-Blocke
fiihrt zu einer Oberflichenerosion des Netzwerks. Die
Schleifenbildung kann leicht durch die Entwicklung von
ABC-Blockcopolymeren vermieden werden, womit sich auch
die Erosionsgeschwindigkeit kontrollieren lédsst. In solchen
ABC-Blockcopolymeren sind A und C Coiled-Coil-bildende
Blocke, die nicht miteinander assoziieren.!'!
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trationen ist ein interessantes Phdnomen und kénnte
eines Tages die Methoden fiir die Entwicklung,
Synthese und Selbstorganisation von neuartigen
Biomaterialien und von Systemen zum Wirkstoff-
transport und zur Wirkstofffreisetzung ergin-
zen."13! Ein Diblockcopolymer, das durch die

- = 0

o —E, 10‘ ) % CcBC Kombination des Polypeptids Poly(y-benzyl-L-glut-
o i oo amat) (PBLG) mit einem Coiled-Coil-Peptid {G-
. . i o0 . (ETAALEK);} hergestellt wurde, selbstorganisierte
g . o g:...uﬂ""" sich in Abhéngigkeit von der Linge des PBLG-
g 9 ﬁc.ﬂ ” "'"'“::30 ABA Blocks (36-250 Reste) zu Polymersomen oder plétt-

:g 30 | 4y A wo | seses - chenférmigen Micellen.!*
o ' as Gentechnisch hergestelltes Pro-Resilin, das iiber
200 210 220 230 240 250 0@ 20 40 &0 wo 1yr-Tyr-Bindungen photovernetzt ist, bildete ein sehr
% (nm) T(°C) langlebiges und belastbares Hydrogel."*! Kiinstliche

Abbildung 3. Temperaturabhingigkeit der Sekundirstruktur von gentechnisch
hergestellten ABA- und CBC-Proteintriblockcopolymeren; a) Struktur der Blécke
A, B und C. b) Das CD-Signal (Elliptizitit) in Abhingigkeit von der Wellenlinge.
c) Das CD-Signal bei 222 nm in Abhingigkeit von der Temperatur. Geringe Ande-
rungen der Coiled-Coil-Blockstruktur (Struktur A wurde zu Struktur C gedndert: in
C ist in einer Position der vierten Heptade K durch V ersetzt worden, und drei
zusitzliche K-Reste ersetzen S in den c-Positionen der dritten, vierten und fiinf-
ten Heptade; der Zufallsknduelblock B wurde nicht verindert) fithrten zu drasti-

schen Anderungen der Stabilitit. Adaptiert aus Lit. [85].

Heilshorn et al. stellten ein Zweikomponentenhydrogel
her, das aus zwei rekombinanten Proteinpolymeren besteht,
von denen jedes mehrere Wiederholungen der CC43-WW-
Domine!™® oder ihres prolinreichen PPxY-Liganden enthilt.
Die 1:1-Wechselwirkung der Liganden ist die Grundlage fiir
die spontane Hydrogelbildung beim Mischen der beiden Po-
lymere. Die Bioerkennung wird nicht durch andere Biomo-
lekiile gestort, was eine Zellverkapselung ermoglicht. 17118

Polyaminosdure-Diblock- und -Triblockcopolymere, die
durch kontrollierte Ringoéffnungspolymerisation von Leuchs’
Anhydriden hergestellt werden, wurden umfangreich von
Deming und Mitarbeitern untersucht.'”'?l Die Diblockco-
polypeptidamphiphile — Polymere aus geladenen (hydrophi-
len) und hydrophoben Aminosdureblocken — zeigten ein un-
gewohnliches Verhalten.' Blockcopolypeptide mit Poly(L-
lysin) oder Poly(L-glutaminséure) als hydrophilem Block und
Poly(L-leucin), Poly(L-valin) oder Poly(bAi-leucin) als hydro-
phobem Block bildeten in wissrigen Losungen keine Micel-
len, selbstorganisierten sich aber bei sehr geringen Polymer-
konzentrationen zu dreidimensionalen Hydrogelstrukturen.
Zusitzlich behielten die Hydrogele ihre mechanische Stirke
auch bei hohen Temperaturen und erholten (reorganisierten)
sich nach Stress schnell.'"” Ein Vergleich der Gelierungsei-
genschaften von Diblock- und Triblockcopolymeren stiitzt die
Hypothese, dass sich beide Systeme auf dhnliche Art und
Weise anordnen.!"! Die Triblockhydrogele haben jedoch eine
grofere Stiarke und bessere Salztoleranz als Hydrogele aus
Diblockcopolymeren.''?!l 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-Strdnge sind, die
wiederum besser als Zufallsknduel sind. Die Bildung von
Hydrogelen aus Diblockcopolymeren bei niedrigen Konzen-
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elastomere Proteine, die die molekulare Struktur von
Titin imitieren, wurden durch Kombination von GB1
und Resilin-Proteindoméinen, gefolgt von einer
photochemischen Vernetzung, synthetisiert. Dadurch
entstand ein Biomaterial, das bei niedriger Belastung
sehr elastisch, bei hoher Belastung aber dehnbar und
widerstandsfahig war — eine Imitation der Eigen-
schaften eines Muskels."! Inspiriert durch die
Struktur zahlreicher extrazelluldrer Matrixproteine,
die eine modulare elastomere Tandemstruktur aus
einzeln gefalteten Doménen aufweisen, entwarfen Li
und Mitarbeiter Protein-basierte reversible Hydrogele.
Zuerst konstruierten die Forscher ein Hydrogel basierend auf
einem ABA-Triblockprotein, in dem acht GB1-Doménen
(Gyg) in einer Tandemanordnung als zentraler Block ange-
ordnet sind, der an beiden Seiten von einem Coiled-Coil-
bildenden Peptidblock flankiert wird."” Um gewisse Ein-
schrinkungen des ersten Entwurfes — die hohe Erosionsge-
schwindigkeit wegen Bildung intramolekularer Schleifen
sowie die hohe Viskositit der Proteinlosung — zu tiberwinden,
verwendeten sie beim néchsten Versuch zwei komplementire
Peptide (CCE und CCK), die nicht miteinander assoziieren,
sondern antiparallele Coiled-Coil-Heterodimere bilden.['*!
Zur Konstruktion von modularen Tandemproteinhydrogelen
wurden gentechnisch zwei di- und trifunktionale modulare
Tandemproteine mit den CCE- und CCK-Sequenzen herge-
stellt, d.h. CCK-G,-CCK und CCE-G;-CCE-G;5-CCE. Nach
dem Mischen kann die Losung der beiden Proteine tempe-
raturabhiingigen, reversiblen Sol-Gel-Ubergiingen unterzo-
gen werden.!?’)

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,*” elas-
tinartige!* ! und ABA-Triblockcopolymere) eingebaut, in
denen eine Zufallssequenz (mit drei Kopien der RGD-Se-
quenz) von Coiled-Coil-bildenden Dominen flankiert
wird.!"*! Seiden-Elastin-Proteinpolymere wurden so modifi-
ziert, dass sie antimikrobielle, Textilien adressierende- oder
UV-Schutz-Peptidblocke enthalten, wodurch mogliche An-
wendungen in der industriellen Biotechnologie, der person-
lichen Gesundheitspflege oder der Bioabwehr demonstriert
wurden.'*! Ein anderes Beispiel fiir die Einarbeitung von
biologischen Funktionen in gentechnisch produzierte Bio-
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materialien ist die Einfiigung von drei verschiedenen anti-
mikrobiellen Peptiden in einen Sicherungsseidenfaden der
Spinne. Die Spinnenseidendominen behalten die Selbstor-
ganisations-Eigenschaften, und die Bildung von (-Faltblat-
tern sorgt fiir die Entstehung dreidimensionaler Biomateria-
lien.!"*!

3.2. Hybridsysteme

Als hybride Biomaterialien werden iiblicherweise Syste-
me bezeichnet, die aus Komponenten von mindestens zwei
verschiedenen Klassen von Molekiilen bestehen, z.B. aus
synthetischen Polymeren und biologischen Makromolekiilen,
die entweder kovalent oder nichtkovalent miteinander ver-
bunden sind."*"! Die Konjugation von Peptiddominen mit
synthetischen Polymeren kann zu neuartigen Materialien
fiihren, 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-/Entfaltungsiibergénge. Die Pep-
tiddoméne kann die Strukturbildung im Nanometermafstab
zu einem gewissen Maf3 steuern; der synthetische Teil kann
zur Biokompatibilitdt des Hybridmaterials beitragen. Die
synergistische Kombination zweier Strukturarten kann neue
Materialien ergeben, die ein noch nie dagewesenes Maf3 an
Strukturorganisation und neuartigen Eigenschaften aufwei-
Se1,1'[13,137]

Peptid- und/oder Proteinsegmente wurden verwendet, um
bei Hybridhydrogelstrukturen Abbaubarkeit,!*¥14) tempe-
raturinduzierte Phaseniiberginge™®! und Empfindlichkeit
gegen biologisch aktive Molekiile!"¥! zu erzielen. Die
Verkniipfung von synthetischen Segmenten und Protein-/
Peptidsegmenten zu selbstorganisierten Hybridmaterialien
eroffnet eine Moglichkeit, die Eigenschaften der Einzelbe-
standteile zu kombinieren. Inspiration fiir 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 o-helicalen
Motivs, das Homodimere bildet, mit einem HPMA-Copoly-
mer.®] Die wichtige Schlussfolgerung aus dieser Studie war
die Bestitigung der Hypothese, dass die Eigenschaften eines
Coiled-Coil-Proteinmotivs auf das Verhalten des gesamten
Hybridhydrogels iibertragen werden konnen. Die Tempera-
turen fiir den Schmelzpunkt des Peptidmotivs (ein Segment
der Stielregion des Drosophila-Motorproteins Kinesin) und
fir den Phaseniibergang (Kollaps) der Hybridhydrogel-
struktur waren sehr dhnlich. Es wurde ein temperaturindu-
zierter Hydrogelkollaps beobachtet, der dem Strukturiiber-
gang der Coiled-Coil-Doménen von einer gestreckten Helix
zum ungefalteten Zustand entspricht. Dies ist ein neuer Me-
chanismus der Reaktion auf eine Temperaturdnderung, der
iiber einen weiten Temperaturbereich eingestellt werden
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kann, indem Gele aus Coiled-Coils mit verschiedenen
Schmelztemperaturen aneinandergefiigt werden. In dieser
Studie wurden die gentechnisch konstruierten Proteinmotive
iiber Metallkomplexbildung an das hydrophile HPMA-Co-
polymerriickgrat angebunden (His-Tag am Peptid mit Ni*" an
den Seitenketten des Polymers). Die Struktur der Coiled-
Coil-Vernetzungen war komplex: Die Peptidsequenzen bil-
deten Homodimere, und somit konnte sich eine beziiglich der
elastischen Eigenschaften wirkungslose ,,Vernetzung“ durch
Dimerisierung von Motiven auf demselben Makromolekiil
bilden; infolgedessen waren Tetramere und hohere Verbin-
dungen fiir die Hydrogelbildung nétig. 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-Blocke aus einem Peptid der
Coiled-Coil-Region von Fibrin aufgebaut sind, ordnen sich zu
viskoelastischen Hydrogelbiomaterialien an. Wie auch
andere Materialien mit dhnlichem Aufbau losen sich die
Hydrogele nach ungefdhr acht Tagen in einer Pufferlosung
auf, was vermutlich an der Bildung von intramolekularen
Schleifen liegt.'*! 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 Glutaminsiure-reichen Coiled-
Coil-bildenden Peptiden. Die Produkte behielten ihre Fa-
higkeit zur Erzeugung heterooligomerer Micellstrukturen.['*!
Collagenpeptidhydrogele fiir dreidimensionales Zellwachs-
tum wurden durch Vernetzung von Maleimid-funktionali-
sierten, achtarmigen PEG-Sternpolymeren mit Cystein-ter-
minierten, Tripelhelix-bildenden Collagenpeptiden herge-
stellt.[14e]

Neuere Entwiirfe von Hybridhydrogelen basieren auf
Pfropfcopolymeren, die ein Paar von Sequenzen enthalten,
das antiparallele Coiled-Coil-Heterodimere bildet.'”'#"] Eg
wurde vorgeschlagen, dass die antiparallele Orientierung der
Heterodimere zur Homogenitit des selbstorganisierten Hy-
bridhydrogels durch eine einzigartige Zwischenketten-Di-
merisierung sowie verringerte sterisch hindernde Wirkung
des (synthetischen) Polymerriickgrats auf die vollstindig
iberlappende Ausrichtung des Heterodimers beitrdagt. Mit
anderen Worten: Die Verteilung von Vernetzungen in diesen
selbstorganisierten Hydrogelen ist gleichméBiger als in sol-
chen, die aus Pfropfcopolymeren mit homodimerisierenden
Coiled-Coil-Einheiten bestehen oder die mit herkommlichen
Methoden hergestellt wurden. Dariiber hinaus hat die vor-
geschlagene Anordnung der selbstorganisierten Hybridhy-
drogele das Potenzial zur Weiterentwicklung zu einem
Zweikomponenten-Wirkstofftransportsystem, das in situ ein
Gel bildet.

Fiir den Aufbau eines Peptidpaares, das antiparallele
Heterodimere bildet, wurden zwei gegensétzlich geladene
Pentaheptadsequenzen (CCE und CCK; Abbildung 4) ent-
wickelt.'”®! Die drei wichtigsten stabilisierenden Wechsel-
wirkungen wurden beriicksichtigt: die hydrophoben Wech-
selwirkungen im Kern, die elektrostatische Anziehung tiber
die Kontaktfliche sowie die Neigung zur Helixbildung. V und
L wurden wegen ihrer hohen Hydrophobie, ihrer Fahigkeit,
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Abbildung 4. Helixraddarstellung der zweistrangigen, 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 Glutaminsdure bzw. Lysin besetzt sind. Die Sequenzen sind
mit dem Einbuchstabencode fiir Aminosauren bezeichnet. Die Positio-
nen a und d der Heptadenwiederholung sind unterstrichen und bilden
den hydrophoben Kern des Coiled-Coil-Motivs. Adaptiert aus Lit. [128].

sich in den Kern zu packen, und ihrer Neigung, die Bildung
von dimeren Coiled-Coils in zahlreichen Leucin-Reifiver-
schluss-Mutanten zu fordern, fiir die a- und d-Positionen
ausgewihlt. Die geladenen Reste (E und K) wurden an die
Positionen e und g gesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die
potenziell anziehenden oder abstoBenden elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen diesen Resten die Komplemen-
tarstrangspezifitdt und Orientierungspriferenz beeinflussen.
Die e- und g-Positionen besetzt E im einen Strang (CCE) und
K im anderen (CCK). Diese Anordnung minimiert die
Wabhrscheinlichkeit der Bildung von Homodimeren, da diese
durch elektrostatische Absto3ung destabilisiert werden. Au-
Berdem wurde ein einzelner Rest an der g-Position der vier-
ten Heptade in jedem Strang durch einen entgegengesetzt
geladenen Rest ersetzt. Die Orientierungspriferenz wurde
damit verbessert, da alle potenziell anziehenden Wechsel-
wirkungen nur fiir die antiparallele Anordnung erwartet
werden.*1#1¥l Dje Positionen b und ¢ wurden mit S- bzw. A-
Resten gefiillt. In diesen Positionen wurden ungeladene
Reste verwendet, um elektrostatische Wechselwirkungen mit
benachbarten Resten in den Positionen e und g zu vermeiden.
S wurde gewdhlt, um die Loslichkeit zu verbessern; A hat
eine starke Neigung zur Helixbildung und sollte die Helix-
bildung férdern. K wurde fiir die Position f im CCE- und E fiir
die Position f im CCK-Knéuel gewihlt, um die Gesamtladung
jedes Peptids auszugleichen und die Loslichkeit zu erhohen.
Verborgene polare Wechselwirkungen spielen eine Schliis-
selrolle bei der strukturellen Ausprédgung von Coiled-Coils.
Tatsichlich war eine einzelne derartige polare Wechselwir-
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kung an der hydrophoben Grenzfliche der Helices eines
Coiled-Coil-Motivs ausreichend, um eine antiparallele An-
ordnung zu erzwingen."™” Darum wurden an die a- und d'-
Positionen der dritten Heptade des CCE- bzw. CCK-Knéuels
N-Reste gesetzt. Schlieflich wurden die Coiled-Coil-Se-
quenzen am N-Terminus mit dem CYGG-Tetrapeptid-Spacer
flankiert, um die sterisch hindernde Wirkung des Polymer-
riickgrats 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-Copolymerriickgrat) beobachtet werden.
Einzelne Pfropfcopolymere liegen iiberwiegend in der Zu-
fallsknduelkonformation vor. Allerdings bilden dquimolare
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).1'%*!
Untersuchungen des zeitlichen Verlaufs der Selbstorganisa-
tion mithilfe der dynamischen Lichtstreuung (dynamic light
scattering, DLS)*7 zeigten, dass Konzentration und Zeit den
Selbstorganisationsprozess von HPMA-Pfropfcopolymeren
beeinflussen. Die umgehende Verschiebung der Zerfallszeit-
verteilung der 4quimolaren Mischung von CCE-P und CCK-P
hin zu lingeren Zerfallszeiten zeigt eine sofortige Assoziation
der Komplementirpeptide an. Die normierten Intensitéts-
autokorrelationsfunktionen verbreitern sich mit der Zeit und
verschieben sich zu ldngeren Zerfallszeiten, was eine Ver-
langsamung der Losungsdynamik bei Anndherung an den
Gelierpunkt kennzeichnet.'*” CCE und CCK vermitteln auch
die Selbstorganisation von gentechnisch hergestellten Tan-
demproteinen!'® (siehe Abschnitt 3.1).

3.2.2. Hybride aus synthetischen Polymeren und f3-Faltblattpep-
tiden

Die Selbstorganisation von hybriden Block- und Pfropf-
copolymeren, die aus einem synthetischen Polymerriickgrat
und B-Faltblattmotiven aufgebaut sind, wurde ebenfalls un-
tersucht [ 1311321 Dje [28-Immunglobulin(Ig)-Domine von
menschlichem Herztitin wurde zur Vernetzung von Acryl-
amidcopolymeren zu temperaturempfindlichen Hydrogelen
verwendet. Die Ig-Doméne liegt als Schichtanordnung von
zwei antiparallelen p-Faltbldttern vor, die sich bei einem
Mittelwert von 58 °C entfaltet. Acrylamidhydrogele, die mit
der Ig-Doméne vernetzt sind, zeigen oberhalb der Schmelz-
temperatur der Querverbindungen eine positive Tempera-
turempfindlichkeit (Anstieg der Quellung; Abbildung 6).”
Es wurde ein Modell zur Beschreibung der Quellungsédnde-
rungen in Hydrogelen vorgestellt, die durch die Entfaltung
der Querverbindungen zustande kommen.['*!

Zahlreiche Entwiirfe von Hybridblockcopolymeren kon-
zentrierten sich auf kiirzere p-Faltblattpeptide.l*!%1 Das
erste Beispiel eines Blockcopolymers aus Polyethylenglycol
(PEG) und einem f-Faltblattpeptid wurde von Lynn und
Mitarbeitern beschrieben. Die Anbindung von PEG (Mole-
kulargewicht 3000) an den C-Terminus der Reste 10-35 von
AP (AP(10-35)) des Amyloidpeptids macht die Bildung von
Fibrillen vollstdandig reversibel, anders als im Fall natiirlicher
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Abbildung 5. a) Selbstorganisation der HPMA-Pfropfcopolymere CCE-P und CCK-P, die entgegengesetzt geladene Peptideinheiten enthalten (P ist
das HPMA-Copolymerriickgrat). Wassrige Lésungen von CCE-P oder CCK-P bilden keine Hydrogele. Dagegen werden gelartige Materialien aus
dquimolaren Mischungen von CCE-P/CCK-P bei niedrigen Konzentrationen erhalten. b) Normierte Intensitatsautokorrelationsfunktionen, g ()—1,
fur Lésungen dquimolarer Mischungen von CCE-P und CCK-P (Gesamtkonzentration 10 mgmL™) bei verschiedenen Inkubationszeiten. c) CD-
Spektren von CCE, CCK und der dquimolaren Mischung CCE/CCK. PBS = Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung. d) Mikrorheologie von 1-proz. (w/
v) Lésungen von CCE-P, CCK-P und der dquimolaren Mischung von CCE-P/CCK-P. Mittlere quadratische Teilchenverschiebung in Abhingigkeit

von der Zeit. Adaptiert aus Lit. [128,147].

Peptide. Das Hybridmaterial nimmt eine Struktur an, in der
bis zu sechs (erweiterte) lamellare, parallele 3-Faltblitter vom
PEG-Block umgeben sind. Anscheinend verhindert PEG die
laterale Assoziation der Fibrillen und unterbindet somit den
irreversiblen Schritt der Fibrillogenese.[’*1

Borner et al. demonstrierten die peptidgesteuerte An-
ordnung von PEG-Peptidkonjugaten zu Bandstrukturen.['")
Klok et al. stellten Blockcopolymere aus amphiphilen (-
Strangpeptidsequenzen her, die von ein oder zwei PEG-
Ketten flankiert werden. Die PEG-Konjugation stabilisierte
die -Strangsekundérstruktur gegeniiber dem unveridnderten
Peptid und verringerte die Empfindlichkeit der Peptidse-
kundirstruktur gegen pH-Anderungen.'**'>] Pechar et al.
kuppelten mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) ge-
schiitztes PEG (Molekulargewicht 500) an (VPGVG), und
(VPAVG), und untersuchten die resultierenden Eigenschaf-
ten. Wihrend die Diblockcopolymere PEG-(VPGVG), und
PEG-(VPAVG), keine makroskopischen temperaturindu-
zierten Phaseniiberginge durchliefen, verursachte die Ge-
genwart der hydrophoben Fmoc-Gruppe am Ende des Pep-
tids oder der PEG-Kette die reversible, temperaturresponsive
Selbstorganisation der Molekiile.['"”

Ein Blockcopolymer aus poly(HPMA) (2 und 5 kDa) und
ein p-Faltblattpeptid (QQRFQWQFEQQ-NH,) wurden
durch eine Thiol-Maleimid-Kupplung hergestellt. Das semi-
telechele poly(HPMA)-SH wurde durch die reversible Ad-
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ditions-Fragmentierungs-Ketteniibertragungs(RAFT)-Poly-
merisation von HPMA mit nachfolgender Aminolyse syn-
thetisiert. Das Diblockcopolymer wurde durch eine
polymeranaloge Reaktion am N-terminalen Maleimid-modi-
fizierten [-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 (3-Faltblattbildung fiir das freie Peptid von dem
des Polymerkonjugats.*”)

HPMA-Hybridpfropfcopolymere wurden durch Anbin-
dung eines N-terminal CGG-modifizierten (3-Faltblattpeptids
(CGGTTRFTWTFTTT) an eine Maleimid-funktionalisierte
poly(HPMA)-Vorstufe erhalten. CD-Spektren zeigten, dass
die starke Tendenz des Peptids zur Selbstorganisation zu f3-
Faltbléttern in den Copolymeren erhalten blieb. Zusétzlich
verringerte sich wegen der Abschirmung durch poly(HPMA)
die Empfindlichkeit des p-Faltblatts gegen pH- und Tempe-
raturdnderungen. Atomkraftmikroskopie und Kleinwinkel-
rontgenstreuung zufolge hat das Copolymer die Féhigkeit,
sich zu Fibrillen anzuordnen.'™ 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.!*" Diese Beobachtung
stimmt mit den FTIR-spektroskopischen Befunden iiberein,
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Abbildung 6. Polyacrylamidhybridhydrogele, die durch Selbstorganisation von Acryl-
amidcopolymer (AAm) und dem ((3-Faltblatt-)128-1g-Modul von humanem Herztitin
(einem elastischen Muskelprotein) hergestellt wurden. Das Hydrogel wurde durch die
Metallkomplexbildung der angebundenen Metallchelat-bildenden Liganden NTA-Ni*"
auf dem Polymer mit den endstindigen His-Tags des Proteins gebildet. a) Chemische
Struktur des Metallchelat-bildenden Copolymers Poly(AAm-co-2-methacroylamidobutyl-
nitrilotriessigsdure) (MABNTA). Das Polymer wurde durch Copolymerisation von AAm
mit dem Comonomer des Metallchelatbildners MABNTA in einem Tris-Puffer (pH 8.9)
in Stickstoffatmosphire unter Verwendung von Ammoniumpersulfat und N,N,N’,N’-Te-
tramethylendiamin als Redoxinitiator hergestellt. b) Die Proteinsequenz des rekombi-
nanten Titin-128-Vernetzers (His),-128-(His)e. Das Protein tragt His-Tags an beiden
Enden. Die unterstrichenen Aminoséurereste kennzeichnen den Anfang und das Ende
des menschlichen Herztitin-128-Segments. Das rekombinante Proteinmodul enthilt 111
Aminosduren mit einer erwarteten molekularen Masse von 12.2 kDa. c) Temperaturant-
wort des Hydrogels in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (pH 7.2). Das Volumen-
quellverhiltnis ist das Verhiltnis des Hydrogelvolumens bei einer erhdhten Temperatur
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3.2.3. Hybride aus synthetischen Polymeren und
Proteinmutanten

Hydrogele aus Proteinen, die infolge eines
Reizes eine umfangreiche Konformationsidnde-
rung durchlaufen, kénnen moglicherweise 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 enthilt) und einem polymerisierbaren
Phenothiazinderivat synthetisierten Daunert
und Mitarbeiter!'®! Hydrogele mit kovalent ge-
bundenem Calmodulin, einem Calcium bin-
denden Protein. Calmodulin erfdhrt ausgehend
vom natiirlichen Zustand zwei Konformations-
dnderungen: in eine Hantelkonformation, wenn
es an Ca’" gebunden ist, und in eine einge-
schrinktere Konformation, wenn es an Pheno-
thiazin gebunden ist. Das Hydrogel reagierte
sowohl auf Ca*" als auch auf Phenothiazin. Sein
Einbau in ein einfaches Mikrofluidiksystem
zeigte das Potenzial des Hydrogels, den Durch-
fluss zu steuern (Abbildung 8).1°!! Mrksich und
Mitarbeiter modifizierten Calmodulin gentech-
nisch derart, dass es zwei Cysteinreste ent-
hilt."® Dieser Mutant wurde als Vernetzer
(zusétzlich zu Dithiothreitol, DTT) fiir vierar-
miges PEG mit Acrylatgruppen verwendet. Die
resultierenden Hydrogele erfuhren durch die
Bindung des Calmodulinliganden Trifluopera-
zin eine Anderung des Quellgleichgewichts.'*?
Murphy etal. verdnderten eine Calmodulin-

zum Volumen bei 29°C. @: vernetztes (His)q-128-(His)q-Titinhydrogel; o: Methylen-

bis (acrylamid)-vernetztes Hydrogel. Adaptiert aus Lit. [87].

die nahe legen, dass poly(HPMA) durch die antiparallele
Anordnung der (3-Strangpeptide die Verdrillung der Fibrillen
behindert, die im Copolymer gebildet werden. Zum Schluss
wurde untersucht, ob ein selbstorganisiertes Hybridhydrogel
aus HPMA-Copolymeren und den komplementiren {3-Falt-
blatteinheiten (TTRFTWTFTTT-NH, und TTEFTWTFETT-
NH,) die Féhigkeit hat, als Geriist fiir die Konstruktion von
Knochengewebe zu fungieren.®? Das Hydrogel weist eine
anisotrope Porositdt auf und bietet somit auBer seiner
Funktion als Tréagermaterial fiir Praosteoblastzellen auch eine
Oberflache, deren Beschaffenheit sich fiir die Epitaxie, d.h.
die templatunterstiitzte Mineralisation von Hydroxyapatit
eignet (Abbildung 7). Das Uberleben und die Vermehrung
der Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum belegen, dass dieses
[B-Faltblatt-Hybridhydrogel nicht zytotoxisch ist und deshalb
als Knochengeriist verwendet werden konnte. Solche neuar-
tigen Nanostrukturen und Hydrogele konnten fiir eine Reihe
von biomedizinischen Anwendungen genutzt werden — von
Depots fiir den Wirkstofftransport iiber Gerdliste fiir die
Zellabgabe bis zur Gewebeziichtung.

www.angewandte.de

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Mutante (T34C, T110C) mit Poly(ethylengly-
col)diacrylat, um ein Protein mit zwei polyme-
risierbaren Gruppen zu erhalten.'®® 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 Doménen, die
durch eine Drehachse miteinander verbunden sind. Bei Bin-
dung von Glucose rotieren die beiden Doménen gegenein-
ander und bilden einen geschlossenen Zustand. Das GBP-
Hydrogel zeigt eine dynamische Reaktion auf Glucose.!'*!
Hydrogele, die in der Lage sind, Konformationsédnderun-
gen, die durch Enzym-Substrat-Erkennung ausgelost werden,
in makroskopische Bewegung zu iibertragen, wurden eben-
falls hergestellt.'! Thr Design nutzt die Substrat-Enzym-
Wechselwirkungen der Adenylatkinase mit Adenosin-5'-tri-
phosphat (ATP), um eine Konformationsdnderung zu bewir-
ken, die mit einer Verringerung des Hydrogelvolumens ein-
hergeht. Die  Escherichia-coli-Adenylatkinase  (AKe;
EC 2.7.4.3) ist ein drei Dominen umfassendes Bakterienen-
zym (Transferase) aus 214 Resten, das die Phosphoryltrans-
ferreaktion Mg’ ATP + AMP = Mg*"-ADP + ADP kataly-
siert. Durch die Bindung eines Substrats (oder Inhibitors)
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Dreifachmutante  der  Adenylatkinase
SR REDREegeny y [AKtm (C77S, A55C, V169C)] hergestellt
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Abbildung 7. a) Selbstorganisation von HPMA-Pfropfcopolymeren, die komplementire 3 sich von 29.5 A im Apoenzym al}f 1.2'4 A.lm
Faltblatt-bildende Gruppen enthalten. b) Rasterelektronenmikroskopisches (SEM-)Mikrobild Enzym-Substrat-Komplex. Zusitzlich sind
von lyophilisiertem (Poly(HPMA)-g-311A,RGD/ Poly(HPMA)-g-B11B,RGD)-Hydrogel vor der  die SH-Gruppen der Positionen 55 und 169
Mineralisation; Einschub: SEM-Bilder von Hydroxyapatit(HA)-Kristallen, die auf der Ober- leicht zuginglich.'*! Die enzymatische Ak-
fliche von (Poly(HPMA)-g-311A,RGD/ Poly(HPMA)-g-311B,RGD) abgeschieden und dann tivitit von AKtm entspricht der von

simulierter Kérperflissigkeit ausgesetzt wurden. Der Pfeil zeigt auf (c), die EDS-Analyse AKe 19! Die hybriden HPMA-Hydrogele
(EDS =energiedisperse Spektroskopie) gehdrt zum im Einschub von (b) gezeigten Mineral.
c) EDS-Spektren von Mineralien am Rand der Poren. Adaptiert aus Lit. [152].

iertes Hybridhydrogel

wurden in einer Form durch Vernetzung des
HPMA-Copolymers entweder nur mit
AKtm oder mit AKtm und dem zusitzli-
durchldauft AKe eine ausgepridgte Konformationsinderung. chem Vernetzer DTT synthetisiert. Durch Vernetzung mit
Die sperrige Deckeldomine schlief3t sich iiber dem aktiven = DTT allein wurde ein Kontrollgel hergestellt. Wie bereits
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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 (Ca’*-gebunden); 2. die natiirliche Konformation (in Abwesenheit
von Calcium); 3. die Phenothiazin- und Calcium-gebundene Konformation. b) Die Hydrogelstruktur bei verschiedenen Bedingungen; EGTA [Ethy-
lenglycolbis (3-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsdure)] entfernt Calcium von seinen Bindungsstellen. c) Die Effizienz des Hydrogels als Ventil
in einem Mikrofluidiksystem; @ Ventil geschlossen, keine Freisetzung; m Ventil offen, Ca** vorhanden. Adaptiert aus Lit. [161].
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Abbildung 9. Hydrogele, die eine dreifache Mutante der Adenylatkinase AKtm (C77S, A55C, V169C) als Vernetzer enthalten, kénnen eine Kon-
formationsinderung des Enzyms, die durch die Bindung eines Substrats hervorgerufen wird, in eine mechanische Bewegung tiberfiihren. a) Das
Hydrogel entsteht durch die Vernetzung eines HPMA-Copolymers, dessen Seitenketten mit Maleimid funktionalisiert sind, tiber Thioetherbindun-
gen, die durch Reaktion von Cys169 und Cys55 mit den Maleimiden gebildet werden. b) Banderdarstellung der Adenylatkinasestruktur (AKe) in
zwei Konformationszustianden: offen und geschlossen. c) Drei Zyklen des Abschwellens eines Hydrogels, das mit 100% AKtm vernetzt ist. Adap-

tiert aus Lit. [165].

erwartet, fand ein Ubergang von einer ,,offenen* zu einer
»geschlossenen“ Konformation statt, wenn die Hydrogele
ATP (Substrat) ausgesetzt wurden. Dies fiihrte zu einem
Kollaps des Hydrogelvolumens um ca. 5-17 %, proportional
zum AKtm-Gehalt. Das Kontrollgel, das nur mit DTT ver-
netzt wurde, dnderte sein Volumen nicht. Der Grad an Ent-
quellung des Hydrogels erhohte sich mit der Substratkon-
zentration. Die Reproduzierbarkeit der Anderung 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).'%! Die Neuartigkeit dieses Kon-
zepts beruht auf der Kombination von Bioerkennung mit
einer katalytischen Reaktion — der Ubertragung 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 Konformationsdnde-
rung erfahren. Somit handelt es sich hierbei um eine neue
Strategie fiir die Entwicklung von Hybridhydrogelen, bei dem
eine Vielfalt von chemischen Reaktionen mit Bioerkennung
kombiniert werden kann, um nanoskalige Konformationsén-
derungen in makroskopische Bewegung umzusetzen.

4. Strukturanalyse selbstorganisierter Hydrogele

Fiir die Hydrogelcharakterisierung sind zusétzlich zu den
herkémmlichen Methoden (z.B. Rheologie, Quellung, Be-
stimmung der Reizempfindlichkeit, CD-Spektroskopie und
analytische Ultrazentrifugation (AUC)) weitere analytische
Techniken notig, um die Hypothese zu bestitigen, dass die
Selbstorganisation von loslichen Polymeren zu Hydrogelen
durch Bioerkennung zu prézisen dreidimensionalen Struktu-
ren mit Eigenschaften fiihrt, die denen herkémmlicher Hy-
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drogele tiberlegen sind. Zur Entwicklung von entsprechenden
Techniken und zur Erstellung einer Experimentdatenbank,
die als Referenz verwendet werden konnte, 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.®™ Fiir 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 vollig iiberlappen? 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 BC- und "N-Festkorper-NMR-Spektroskopie unter-
suchten Hong et al. die dynamische Struktur eines Hydrogels
aus einem ABA-Triblockcopolymer, dessen A-Blocke
Coiled-Coil-bildende Doménen (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-Blocken schlieen. Auf der Mikro-
sekundenzeitskala war der B-Block isotrop mobil, wihrend
die Leucin-ReiBverschluss-A-Blocke starr waren.'""’”! Diese
Beobachtung passt zu einer Hydrogelstruktur, in der die B-
Doménen als Quellungsvermittler des Netzwerkes agieren
und die A-Doméne an physikalischen Vernetzungen beteiligt
ist. Hong et al. untersuchten die Konformation des Elastin-
mimetischen  rekombinanten  Proteins  [(VPGVG),-
(VPGKG)]3y mithilfe der MAS-NMR-Spektroskopie
(MAS =Rotation um den magischen Winkel). Die durch-
schnittlichen chemischen Verschiebungen des festen Proteins
dhneln den Werten, die in Losung erhalten werden, und legen
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nahe, dass in beiden Fillen eine dhnliche Konformation vor-
liegt."®! K¥fz und Mitarbeiter untersuchten die Struktur von
Elastinpolypeptiden [Poly(GVGVP) und Poly(AVGVP); M,
~10°] in wissriger Umgebung mit 'H-, *H-, *C- und "N-
NMR-Spektroskopie und konnten unter Erhéhung der
Temperatur vier physikalische Zustdnde beobachten: Zu-
stand I: statistisch geformtes, komplett hydratisiertes Poly-
mer; Zustand II: relativ verknduelt und kugelformig; Zu-
stand III: straff verknduelt und kompakter; Zustand IV: ag-
gregiertes Polymer.'®! Die heterodimere Coiled-Coil-Struk-
tur eines stabilen Coiled-Coil-Motivs IAAL (E3/K3) in
Losung wurde mithilfe von "H-NOE-NMR-Spektroskopie
(NOE =Kern-Overhauser-Effekt) und strukturellen Ein-
schriankungen bestimmt.'™ Koksch et al. verwendeten eine
Kombination von resonantem Fluoreszenzenergietransfer
(FRET) und NMR-Spektroskopie, um die Struktur von
Coiled-Coil-Heterodimeren zu losen.'’" Sahin und Kiick
nutzten die Kombination aus NMR-Spektroskopie, Grofen-
ausschlusschromatographie (SEC) und elektrophoretischer
Analyse, um die Struktur von Blockcopolymeren aus PEG
und Coiled-Coil-Peptiden zu dekodieren.*! Diese Ergeb-
nisse sind ermutigend, aber eine detailliertere Analyse von
selbstorganisierten Hydrogelen ist notwendig. Fiir Hydrogele
aus Pfropfcopolymeren mit Peptideinheiten, die antiparallele
Heterodimere bilden, miissen z.B. einige Fragen geklart
werden (sieche oben), die sich auf die Detailstruktur des
dreidimensionalen Netzwerks beziehen (Anteil an Pfrop-
feinheiten, die Vernetzungen bilden; Anteil an Vernetzungs-
heterodimeren; Ausrichtung; AusmaB der Cyclisierung).’

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-Ubergangs ist
moglich.'™! Das Profil der Homodyn-Autokorrelationsfunk-
tion dndert sich mit ansteigender Konzentration der assozi-
ierenden Makromolekiile von einer gestreckten Exponenti-
alfunktion hin zum Potenzgesetz am Gelierpunkt, und die
Dynamik der Losung vor der Gelierung verlangsamt sich mit
der Annsherung an den Gelierpunkt.'” Beide Effekte
stehen im Zusammenhang mit der Polydispersitidt von Clus-
tern, die sich durch zufillige Assoziation gebildet haben.
Kopplungseffekte, die denen in glasartigen Systemen dhneln,
konnen bei Konzentrationen wichtig werden, bei denen
kleinere Cluster teilweise die groBeren durchdringen. Zum
Beispiel wurde DLS fiir die Untersuchung der zufilligen
Assoziation von hydrophob modifizierten wasserloslichen
Polymeren,™ Blockcopolymeren aus Elastin- und PEG-
Blocken!® und Multiblockcopolymeren verwendet.['”]

Die dynamische Vielfachstreuung von Licht (diffusing-
wave spectroscopy, DWS) wird genutzt, um das viskoelasti-
sche Verhalten einer komplexen Fliissigkeit 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 Verhiltnis gesetzt werden.['”!

Die Mikrorheologie ist eine Methode zur Messung der
mechanischen Eigenschaften eines Materials, indem die Be-
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wegung von mikrometergro3en Tracer-Partikeln beobachtet
wird. Anders als herkobmmliche mechanische Rheometer, fiir
die iiblicherweise ein Milliliter einer Probe benétigt wird,
braucht die Mikrorheologie nur kleine Probenvolumen von
meist weniger als 10 uL. 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 kg T bedingt ist. Die
theoretische Grundlage der passiven Mikrorheologie ist die
verallgemeinerte Stokes-Einstein-Beziehung (generalized
Stokes-Einstein relation, GSER) fiir Materialien mit visko-
elastischen Eigenschaften,!'”"'") die gemiB Gleichung (1)

” dky T
(aF() = 3nasG(s) @
ausgedriickt werden kann, wobei (AP(s)) die Laplace-
Transformation der mittleren quadratischen Verschiebung
(mean square displacement, MSD) ((r(t+7)—r(¢)?)) der Tra-
cerpartikel, d die Dimensionalitit des Austauschvektors
(normalerweise 2 in der Videomikroskopie), s die Laplace-
Frequenz, a der Partikelradius und G(s) die Laplace-Dar-
stellung des komplexen Moduls ist, der sowohl den Spei-
chermodul G’ als auch den Verlustmodul G” umfasst. Die
Mikrorheologie wurde fiir Untersuchungen von Fliissig-fest-
Ubergingen wihrend der Gelierung!™ von Blockcopoly-

meren®™"?  und hybriden Pfropfcopolymeren verwen-
det [128.151.180,181]

Die Kleinwinkelneutronenstreuung ist fiir die Bestim-
mung von Volumen-Phaseniibergingen und Mikrophasen-
trennung, den Nachweis von Inhomogenitidten in der Hy-
drogelstruktur und fiir die strukturelle Charakterisierung von
sehr widerstandsfiahigen Gelen geeignet.!'*”

FRET kann genutzt werden, um die Ausrichtung von
Coiled-Coils einzuschitzen.'™1%1 Zum Beispiel kann der
Donor (Tyr) in der einen Helix und der Akzeptor (Trp) im
komplementiren Coiled-Coil-Motiv platziert werden. Nur
die perfekte Ausrichtung liefert dann ein starkes FRET-
Signal.'®]

5. Designbeispiele

Die obige Diskussion bietet Richtlinien fiir die Entwick-
lung von selbstorganisierten Hybridbiomaterialien. Trotzdem
miissen fiir einzelne Anwendungen verschiedene Aspekte
beriicksichtigt werden, sodass die resultierenden multifunk-
tionalen Materialien die optimale Kombination von struktu-
rellen, mechanischen und biologischen Eigenschaften auf-
weisen.['#]

5.1. Mimetika der extrazelluliren Matrix

Die Selbstorganisation durch Bioerkennung von Mate-
rialien spielt eine Rolle bei der Entwicklung funktionaler
extrazelluldrer Matrices (extracellular matrices, ECMs), weil
sie die Herstellung dreidimensionaler Anordnungen mit
hoher Genauigkeit ermdoglicht. Hybridhydrogele sind viel-
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versprechende Matrices fiir die Untersuchung der Zellphy-
siologie und fiir die Entwicklung von Gewebeersatz.['” Sie
konnen unter zellkompatiblen Bedingungen hergestellt
werden, und ihre physikochemischen Eigenschaften sind sehr
gut steuerbar; dariiber hinaus konnen auch zellbindende Li-
ganden einfach eingebaut werden.l'¥'®) Die Moglichkeit zur
Steuerung der Porositdt und Interkonnektivitidt der dreidi-
mensionalen Hydrogelstruktur ermdoglicht die gleichzeitige
Steuerung der Gas- und Nihrstoffversorgung in einer drei-
dimensionalen Umgebung."®"!*" Das Steuern der mechani-
schen Eigenschaften des Tridgermaterials beeinflusst auch die
Ausdifferenzierung der Zellen.'” Um physikalische Ein-
schrankungen zu umgehen, die die Zellproliferation und
Migration behindern, miissen entweder Materialien mit ge-
niigend hoher Porositédt verwendet werden oder Hydrogele
mit Oligopeptidvernetzungen, die von in Zellen natiirlich
vorkommenden Proteasen gespalten werden koénnen. %1%
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 natiirlichen Mikroumgebung kultiviert
wurden."™ Um den Einfluss der nanoskaligen Ligandenor-
ganisation auf die Regulierung der Zellfunktion zu demon-
strieren, untersuchten Mooney und Mitarbeiter Alginathy-
drogele mit verschiedenen Abstdnden zwischen den RGD-
Liganden und konnten zeigen, dass die Zahl der Liganden,
die an einer Stelle angehauft waren (bulk island density), den
Osteoblastphdnotyp kontrollierte. Die Kontrolle iiber die
Ligandenabstidnde regulierte die Adhésion, Proliferation und
Ausdifferenzierung von Osteoblasten.” Anseth und Mitar-
beiter passten die Elastizitédt 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 Anderung des Elasti-
zitdtsmoduls des zugrundeliegenden Substrats desaktiviert
werden konnen.™ 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) fordern. Die
Moglichkeit zur Verdnderung der SELP-Struktur ist ein
Zeichen dafiir, dass Materialien mit genau definierter drei-
dimensionaler Struktur als Geriiste fiir die Verkapselung und
Chondrogenese von hMSCs entwickelt werden konnen.!'”!

5.2. Peptidvermittelter Wirkstofftransport

Gentechnisch konstruierte SELPs, die sich zu Hydrogelen
selbstorganisieren (siehe Abschnitt 3.1), wurden auch als
Matrices fiir den Wirkstofftransport verwendet. Plasmid-
DNA, die durch ein SELP-Hydrogel abgegeben worden ist,
zeigt eine um 1-3 GroBenordnungen hohere Transfektion im
Mausmodell von menschlichem Brustkrebs als freie DNA.I¥
SELP-Hydrogele wurden auch fiir die Intratumorabgabe von
Adenoviren in feste Tumoren des Halses und Nackens an-
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gewendet."*1%22 Dje Befunde zeigen deutlich, dass die re-
kombinanten Polymere die Sicherheit der Adenovirusthera-
pie verbessert haben.”!

Selbstorganisierte Hybridhydrogele konnten als Depots
fiir die verzogerte Freisetzung von therapeutischen Proteinen
fungieren. Mit geeigneten Selbstorganisationskinetiken*’!
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-
MAXS8-Hydrogel. Die Freisetzung von positiv geladenen und
neutralen Proteinen wurde hauptsichlich durch die raumli-
chen Gegebenheiten des Netzwerks reguliert. Negativ gela-
dene Proteine wechselwirken jedoch sehr stark mit dem po-
sitiv geladenen Hydrogel, wodurch ihre Freisetzung einge-
schrinkt ist.?**!

Beispiele fiir Freisetzungstrigger schlieBen die liganden-
induzierte Konformationsénderung, die ligandeninduzierte
Herabsetzung der Vernetzungsdichte und Erosion in Ge-
genwart des entsprechenden Rezeptors ein. Eine liganden-
induzierte Konformationsianderung des Proteins in Hydro-
gelmikrokugeln wurde genutzt, um die Volumenénderung
(Quellung) und die Freisetzung von verkapselten Wirkstoffen
zu steuern. Eine modifizierte Version von Calmodulin (CaM)
mit zwei SH-Gruppen wurde mit PEGs;s-Diacrylat durch eine
Michael-Addition verkniipft.”* Mithilfe der Emulsionspo-
lymerisation wurden Mikrokugeln hergestellt und mit vas-
kulirem Endothelwachstumsfaktor (VEGF) beladen. Die
ligandeninduzierte (Trifluoperazin) Konformationsianderung
von CaM ermoglicht die Modulierung der VEGF-Freiset-
zung.”™ Ein Antibiotika-empfindliches Hydrogel fiir 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 zeitabhidngiger Freisetzung des
eingeschlossenen VEGF fiihrt (Abbildung 10).2%! Kiick und
Mitarbeiter demonstrierten eine rezeptorvermittelte Prote-
infreisetzung. Dabei wirken VEGF-Molekiile als elastische
Vernetzer in nichtkovalent verkniipften 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."”)

Die Coiled-Coil-Bildung zwischen einer Peptideinheit,
die an ein synthetisches Copolymer gebunden ist, und einer
komplementiren Einheit, die eine biologisch aktive Verbin-
dung enthilt, wurde fiir die Entwicklung von neuartigen
Wirkstofftransportsystemen genutzt. Pechar und Mitarbeiter
verwendeten Coiled-Coil-Peptide fiir die Anbindung von re-
kombinanten Proteinen an makromolekulare HPMA-Copo-
lymer-Therapeutika.”™  Apostolovic etal. untersuchten
anhand von B16F10-Zellen die Aufnahme und den subzellu-
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Abbildung 10. Entwicklung und Synthese pharmakologisch gesteuerter Hydrogele: ein Antibiotika-empfindliches Hydrogel fiir die induzierte Frei-
setzung von VEGF. Die an Polyacrylamid gekuppelte, gentechnisch konstruierte bakterielle GyrB wurde durch Zugabe von Cumermycin dimeri-
siert, was zur Hydrogelbildung fiihrte. Versetzen mit steigender Konzentration von Novobiocin spaltet die GyrB-Untereinheiten und sorgt fiir die
Auflésung des Hydrogels und Freisetzung von VEGF. a) Gel-Sol-Ubergang durch Exposition von Cumermycin-vernetztem Hydrogel gegeniiber
Novobiocin; b) Struktur von Polymer-GyrB-Konjugaten; c) Bindung von GyrB mit Cumermycin und Novobiocin. Adaptiert aus Lit. [206].

laren Transport von HPMA-Copolymeren mit K3-Einheiten,
die mit Methotrexat-terminierten E3-Peptiden dimerisiert
waren.?®2% Als vorbereitende Arbeiten fiir die mogliche
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. Erwartungsgemif fand
keine sterische Hinderung der Hybridisierung durch PEG
statt.l*!]

5.3. Biomineralisationsmatrices

In dem Bestreben der Herstellung von Biomaterialien, die
die Struktur und Eigenschaften von Knochen simulieren
sowie aktiv vom Korper integriert und umgebildet werden
konnen, werden die Strategien zur Gewebeziichtung von
Knochen und zur Knorpelregeneration sténdig verbessert. Es
werden biomimetische Gerliste benotigt, die die Eigenschaf-
ten der natiirlichen extrazelluliren Matrix imitieren. Hydro-
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gele scheinen wegen ihrer Biokompatibilitédt, ihres hohen
Wassergehalts, ihrer Viskoelastizitdt und Permeabilitit ge-
eignete Matrices fiir die Ziichtung von Muskeln und Knochen
zu sein.”'? Zusitzlich zu den herkdmmlichen Hydrogelen, '
Peptiden®* und Peptidamphiphilen! sind selbstorgani-
sierte, gentechnisch konstruierte Polymere®® und Hybrid-
polymere vielversprechende Kandidaten fiir die Knorpelre-
generation und dhnliche Anwendungen.

Eine neue Generation von Knochengeriisten wurde ent-
wickelt, die auf selbstorganisierten Hybridhydrogelen aus
HPMA-Pfropfcopolymeren basieren, die komplementire [3-
Faltblattpeptide enthalten. Dabei wird angenommen, dass das
Gel durch die Bildung von knochenéhnlichem Hydroxyapatit
innerhalb der (-Faltblatt-Fibrillentemplate biomineralisiert
wird. Dieser Ansatz wiirde die Grundlage fiir die Entwick-
lung von dreidimensionalen Verbundmaterialien bieten, die
in der Lage sind, als Matrix fiir das Osteoblastwachstum und
die Ausdifferenzierung in vitro und in vivo zu fungieren.*
Die Vorteile des vorgeschlagenen Systems — faserartige
Struktur, einstellbares/programmierbares Design  auf
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Grundlage der Assoziation der f-Faltblattdoménen sowie die
Fahigkeit der p-Faltblatter, die Ablagerung von Hydroxy-
apatit zu ermoglichen (Abbildung 7)P728 _ sichern die er-
folgreiche Konstruktion neuer Tragermaterialien fiir die
Knochengewebeziichtung.

Gungormus et al. nutzten eine Konstruktion aus einem 3-
Haarnadelpeptid und einem Heptapeptid (MLPHHGA) fiir
die Herstellung von Hydrogelen, die das Peptid an der Au-
Benseite der Fibrillenoberfliche priasentieren und die Bio-
mineralisation lenken."*”! Das Peptid wurde durch Phagen-
display identifiziert und kann die Mineralbildung in Losung
steuern.??"!

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 Doménen: einem gespaltenen Reporterprotein,
einem antiparallelen heterodimeren Coiled-Coil-Motiv und
einem Protease-empfindlichen Linker. Anfinglich ist die
Assoziation der beiden Reporterfragmente autoinhibiert,
weil die Wechselwirkung der Coiled-Coils A und B’ thermo-
dynamisch giinstig ist. Nach der Spaltung des Linkers findet
eine Coiled-Coil-vermittelte Komplementierung des gespal-
tenen Reporterproteins unter Wiederherstellung der Repor-
teraktivitat statt. Das Konstruktionsprinzip ist in Abbil-
dung 11 dargestellt.”®"! Die Bioerkennung von E/K-Coiled-
Coils (E: [EVSALEK]s; K: [KVSALKE]s) wurde fiir die
Proteindetektion durch Western-Blot?®! und fiir die Ent-
wicklung eines Coiled-Coil-basierten analytischen ELISA-
Systems verwendet.”” Die Coiled-Coil-Erkennung kann
auch fiir die spezifische Markierung von Proteinen in leben-
den Zellen verwendet werden.**?*! Eine Peptidsonde K3

H 0
N N, 1 -+
S~ TcooH =
- Ay ]
Luciferin . +
\ AR W
erasé _//
D 2 c
Protease-vermittelte
Linker- Spaltung A B
B
N D N
Spaltbarer L|nker Cc

CFluc-A-TEV-B B-NFluc CFluc-A/B-NFluc

Abbildung 11. Proteasebiosensoren auf Basis eines autoinhibierten
Coiled-Coil-Schalters. Intramolekulare Coiled-Coil-Spaltung fiihrt zu
einer Komplementierung des gespaltenen Proteins — die beiden Half-
ten der Leuchtkaferluciferase werden wieder zum aktiven Protein zu-
sammengesetzt, das die Monooxygenierung von Luciferin katalysiert
und so Licht erzeugt. CFluc: C-terminales Fragment der Leuchtkafer-
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 iiber eine Tabakitzvirus(TEV)-Protease-
Spaltstelle verkniipft ist. Adaptiert aus Lit. [221].
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(KIAALKE);, die mit einem Fluorophor markiert ist, kann
spezifisch die oberflichenexponierte Marker-Sequenz E3
(ETAALEK); am Prostaglandinrezeptor in lebenden Zellen
anfiarben.”! Auf dhnliche Weise konnen selbstorganisierte
Proteinfasern durch die Wechselwirkung zweier komple-
mentdrer  Leucin-Reif3verschluss-Peptide  nichtkovalent
funktionalisiert werden. !

Yoshida et al. entwickelten selbstoszillierende Hydrogele,
die ohne externen Impuls expandieren und sich zusammen-
ziehen konnen. 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);]*", wurde kovalent an Poly(N-
isopropylacrylamid)(PNIPAAm)-Ketten im Hydrogel ge-
bunden. In einer Losung der BZ-Substrate fiihrt die autono-
me Oxidation (Ru™) und Reduktion (Ru") zu einer Ande-
rung der Hydrogelquellung.”?*! Anscheinend wird die
chemische Energie der BZ-Reaktion in mechanische Oszil-
lation des Gels iiberfiihrt.”” 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-LoOsung selbsttitig eine
schlagende Bewegung ausfiihrte — dhnlich einem Herzmuskel.
Die enzymatische Reaktion fiihrt zur Anderung der Calci-
umionenkonzentration, und da Ca®*" Phosphorgruppen
chelatisiert (vernetzt), bilden und trennen sich Vernetzungen
periodisch, wobei sich der Quellungsgrad des Gels sndert."
Ein Hydrogel, das unter konstanten Bedingungen periodisch
an- und abschwillt, kann zu einem autonomen Massetrans-
portsystem entwickelt werden.**

Fiir Bioerkennungsstudien wurde ein Modell entwickelt,
das als Biosensor Anwendung finden konnte und auf einem
Epitop-Présentationsgeriist aufbaut. Das ist ein Peptid mit
einer antiparallelen Coiled-Coil-Heterodimer-Haarnadel-
struktur (coiled-coil heterodimer stem loop, CCSL), das sich
auf einem festen Tragermaterial selbstorganisiert. His-mar-
kierte CCSL-Peptide mit Peptidepitopsequenzen in der
Haarnadelstruktur, die durch den CD21-Rezeptor erkannt
werden konnen, wurden gentechnisch hergestellt.?**2 Diese
Peptide selbstorganisieren sich in der Gegenwart von Nickel
auf einem Polystyroltragermaterial, an das kovalent ein
HPMA-Copolymer mit Nitrilotriessigsduregruppen aufge-
propft wurde. Die rezeptorbindenden Epitope wurden durch
die selektive Bindung von Raji-B-Zellen und/oder 16slichen
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.*

Die Oberfliche von Poly(acrylamid)-Hydrogel wurde
durch Selbstorganisation eines Coiled-Coil-Heterodimers mit
RGD-haltigen Zelladhisionsliganden funktionalisiert.”” In
einem anspruchsvolleren Entwurf wurden auf Coiled-Coil-
Basis unter Verwendung eines heterodimerisierenden Pep-
tidpaars bioaktive Oberflichen hergestellt, die in der Lage
waren, dynamisch und reversibel immobilisierte Liganden zu
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Abbildung 12. Oberflichenmodifizierung mit selbstorganisierten, gentechnisch hergestellten
Peptiden, deren exponierte Epitope von humanen Lymphomzellen erkannt werden. Eine anti-
parallele CCSL selbstorganisiert sich auf einer Polystyrol-Zellkulturschale, deren Oberfliche
mit einem HPMA-Copolymer mit Nitrilotriessigsauregruppen (NTA; zur Komplexierung von
Ni**) und Benzophenongruppen (BP) fiir die kovalente Anbindung an die Oberflache funktio-
nalisiert ist. Die Bioerkennung des exponierten Peptids kann unter Verwendung von CD21-
positiven B-Zellen oder des I6slichen CD21-Rezeptors untersucht werden. Adaptiert aus

Lit. [234,235].

regulieren. Peptid 1 wurde dabei mit einem Ende auf der
Oberfliche immobilisiert, wihrend das andere Ende mit dem
zelladhédsiven RGD-Liganden modifiziert wurde. Komple-
mentédrpeptid 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 Uberschusses an 2 (nicht an PEG konju-
giert) fithrte zu einer Ablosung des 2-PEG-Konjugates von
der Oberfliche, wodurch der RGD-Ligand freigelegt
wurde.[**!

Die spezifische biomolekulare Erkennung zwischen
Coiled-Coil-bildenden Sequenzen wurde fiir die Anordnung
von Goldnanopartikeln®! oder Kohlenstoffnanorshren ge-
nutzt.?*! Die Verwendung von Hydrogelen als Durchfluss-
regler beim Wirkstofftransport wurde von Eddington und
Beebe untersucht.” Hydrogele konnen auch als Wider-
standsventile, Mantelventile, elektrisch auslosbare Ventile
und biomimetische Ventile verwendet werden. Das Ziel ist
letztlich, eine physiologische Riickkopplung zu ermoglichen,
um die Infusionsrate eines Wirkstofftransportsystems zu
steuern.

5.5. Bildung supramolekularer Strukturen durch Bioerkennung
von Peptiddomdnen

Die Bioerkennung von Coiled-Coils kann fiir die pro-
grammierte Anordnung selbstorganisierter Systeme hoherer
Ordnung genutzt werden.”*! Die nichtkovalente supramole-
kulare Anordnung von mehreren Proteinen auf einem Den-
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drimergeriist fithrt zu dendrimerfixierten
Fasern mit helicaler Sekundérstruktur.”*
Auf dhnliche Art und Weise steuert die
Bildung eines antiparallelen Leucin-
ReiBverschlusses den Wiederzusammen-
bau von griin 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.?*! Chelur und
Chalfie zeigten, dass die Coexpression
von Caspase-3-Untereinheiten eine Ak-
tivitdt von konstitutiv aktiver (d.h. aktiv
nach Rekonstitution von Fragmenten)
Caspase bewirkt, die zum Zelltod fiihrt.
Die Caspaseaktivitit tritt nur auf, wenn
die Untereinheiten durch eine Bindung
mit der angekuppelten antiparallelen
Coiled-Coil-Domine assoziieren.*! Die
Bildung von Molekiilen mit hoher Avidi-
tit (d.h. kombinierter Stirke von mehr-
fachen bindenden Wechselwirkungen)
wurde durch Coiled-Coil-Erkennung er-
reicht.  Tetravalente = Miniantikorper
wurden durch Selbstorganisation von vier
einkettigen variablen Fragmenten (Fvs)
hergestellt, die iiber eine flexible Dreh-
achse zu einem tetrameren helicalen
Peptid verbunden sind.? Ein pentameres mehrwertiges
Bindungsmolekiil (,,Peptabody*) wurde durch Selbstorgani-
sation eines kurzen Peptidliganden gebildet, der iiber eine
halbstarre Drehachse mit der Coiled-Coil-Domine des oli-
gomeren Knorpelmatrixproteins verbunden ist.?*! Diehl
et al. verwendeten mit Phenylalanin modifizierte FElastin-
peptide fiir die Herstellung mehrteiliger Biomotoren. Die
kooperative Wechselwirkung zwischen monomeren Kinesin-
1-Motoren, die an Proteingeriiste gebunden sind, verbesser-
ten die hydrolytische Aktivitit und die Gleitgeschwindigkeit
von Mikrotubuli.?*! Die Erkennung von Coiled-Coil-Heter-
odimeren wurde auch fiir die Anordnung des nichtkovalenten
Triblockcopolymers PEG-Coiled-Coil-Polystyrol genutzt.**!
Ryadnov und Mitarbeiter entwickelten einen Cyclopeptid-
block aus zwei Doménen, die durch Bildung eines parallelen
Coiled-Coil-Heterodimers oligomerisieren. Die Selbstorga-
nisation fiithrt zur Bildung von hochverzweigten nano- bis
mikroskaligen Fibrillennetzwerken.”*!

i'i. H

6. Von Nanobiomaterialien zur Nanomedizin

Die Selbstorganisation von Hybridmaterialien aus syn-
thetischen und biologischen Makromolekiilen wird durch die
Bioerkennung von biologischen Motiven vermittelt. Dabei
fungiert ein Paar von gegensitzlich 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
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besondere Bioerkennung von CCK- und CCE-Peptidmotiven
iiber die Konstruktion von Biomaterialien hinaus in der Art
erweitert werden kann, dass sie auf lebende Systeme ange-
wendet wird und biologische Prozesse vermittelt. Sie konnte
eine Briicke zwischen dem Design von Biomaterialien und
makromolekularen Therapeutika bilden >

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden CCE und
CCK fiir die Konstruktion eines neuen Systems zur Induktion
der Apoptose in CD20-positiven Zellen, eines so genannten
wirkstofffreien makromolekularen Therapeutikums, verwen-
det.?*>1 CD20 ist einer der zuverlissigsten Biomarker fiir B-
Zell-Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). CD20 ist ein nicht
internalisierendes Antigen, das auf der Zelloberflache ver-
bleibt, wenn es an einen komplementidren Antikorper bindet.
Die Vernetzung von CD20-gebundenen Antikorpern mit
einem sekunddren Antikorper fithrt jedoch zur Apoptose.
Um dieses Phdnomen zu nutzen, wurde ein System aus CCE-
und CCK-Peptiden, einem Fab'-Fragment des 1F5-Anti-
CD20-Antikorpers und einem HPMA-Copolymer entwickelt
(Abbildung 13). Werden CD20-positive Raji-B-Zellen dem
Fab’-CCE ausgesetzt, fithrt dies durch Bioerkennung des
Antigen-Antikorper-Fragments zu einer Dekoration der
Zelloberfliche mit mehreren Kopien des CCE-Peptids. Wei-

Fab'-CCE-Konjugat

cD20+ Y
Antigen-Antikérper- B-Zelle -8

Bioerkennung

- CD20+
B-Zelle 3§

CD20-Antikérper (Fab') wurde
durch Bildung heterodimerer
Coiled-Coils vernetzt

B-Zelle @

Apoptose

Induktion

Abbildung 13. Design wirkstofffreier makromolekularer Therapeutika. Gesamtaufbau und méglicher
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 Oberflaichen-CD20-Antigens ausgelost, die durch Bioerkennung
zwischen Antigen-Antikorper-Fragment und komplementiren Peptiden zustande kommt. Durch den
Kontakt der Raji-B-Zellen mit einem Anti-CD20-Fab’-CCE-Konjugat wird die Zelloberfliche durch Anti-
gen-Antikérper-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)
fiihrt zur Bildung von CCE/CCK-Coiled-Coil-Heterodimeren auf der Zelloberfliche. Diese zweite Bio-
erkennung induziert die Vernetzung der CD20-Rezeptoren und 16st die Apoptose der Raji-B-Zellen aus.
Fab’-CCE ist ein Konjugat des Fab’-Fragments des 1F5-Antikérpers und des CCE-Peptids (YGG-
EVSALEKEVSALEKKNSALEKEVSALEKEVSALEK); CCK-P ist ein HPMA-Copolymer, das neun Einheiten
des CCK-Peptids (CYGGKVSALKEKVSALKEEVSANKEKVSALKEKVSALKE) enthilt. Adaptiert aus

Lit. [250].

www.angewandte.de

Anbringen von Fab’' (mit
CCE-Schwanz) auf B-Zell-
oberflache)

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

J. Kopecek und J. Yang

teres Aussetzen der dekorierten Zellen gegeniiber dem
HPMA-Copolymer, das mit mehreren Kopien von CCK
funktionalisiert ist, fiihrt zur Bildung von CCE-CCK-Coiled-
Coil-Heterodimeren auf der Zelloberflache. Dieses zweite
Bioerkennungsereignis induziert die Vernetzung des CD20-
Rezeptors und 16st die Apoptose der Raji-B-Zellen aus.'”!
Dieses System ist auch in vivo aktiv: Die intravendse Ver-
abreichung des Fab’-CCE-Konjugats, gefolgt von der Verab-
reichung von CCK-P, filhrte zum Langzeitiiberleben bei
SCID-Miusen (C.B.-17), die ein humanes B-Lymphom-He-
terotransplantat trugen.”"

Die Begriindung fiir die Entwicklung wirkstofffreier ma-
kromolekularer Therapeutika ist, dass niedermolekulare
Wirkstoffe fehlen, sowie die Tatsache, dass die Vernetzung
von CD20 auf der B-Zelloberfliche zur Apoptose fiihrt.
Dieser Ansatz liefert neue Modelle fiir die Beeinflussung der
molekularen Erkennung bei der Entwicklung verbesserter
Krebstherapien.

7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Peptide und Proteine bieten reichlich Moglichkeiten fiir
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-
moglicht es, funktionale Proteine
zu entwickeln und sie kiinftig in
Hybridsysteme mit neuartiger
Struktur und Funktion einzubau-
en. Jiingst wurden mehrere mo-
derne Ansitze veroffentlicht, 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).?®? Koder etal. syntheti-
sierten ein Sauerstofftransport-
protein iber einen vierstufigen
Prozess: Aufbau eines Vier-Helix-
Biindels; Einbringen einer Cofak-
tor-bindenden Aminosidure; An-
passen der Sequenz zur Verbesse-
rung der Strukturauflosung; Ab-
stimmen der Funktion.” 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.”*
Perez-Caballero etal. konnten
zeigen, dass fiir seine antivirale

—

CCE/CCK-
Coiled-Coils

knéuol-CCE]
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Abbildung 14. Die De-novo-Entwicklung von funktionalen Peptiden/Proteinen. Der
Austausch von funktionalen Dominen von Tetherin mit analogen Motiven aus
nicht verwandten Proteinen fiihrt zu einem funktionalen Konstrukt. Das kiinstli-
che Tetherin besteht aus Dominen des Transferrinrezeptors (TfR), der Dystrophia-
Mytonica-Proteinkinase (DMPK) und des Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezep-
tors (uPAR). Das komplett kiinstliche Protein, dem jede Sequenzhomologie mit
dem natiirlichen Tetherin fehlt, imitiert die antivirale Aktivitit von Tetherin. Adap-

tiert aus Lit. [255, 256].

Aktivitit die Tetherinkonfiguration (oder -struktur) ent-
scheidend ist, und nicht die Primirsequenz.”™ Die Autoren
ersetzten die Hauptdoménen von Tetherin — die Transmem-
bran-, Coiled-Coil- und Glycophosphatidylinosit-Anker-
Domiéne — mit analogen Motiven aus drei nicht verwandten
Proteinen,” ! und diese komplett kiinstliche Form des
Tetherins blockierte die Partikelfreisetzung auf die gleiche
Art und Weise wie das natiirliche Molekiil (Abbildung 14).

Peptide, Proteine, Polyaminoséduren und hybride Makro-
molekiile konnen sich spontan durch Bioerkennung zu genau
definierten dreidimensionalen Hydrogelstrukturen selbstor-
ganisieren. Um die vielfialtigen Anwendungsméglichkeiten
dieser Systeme nutzen zu konnen, miissen die Faktoren, die
die Faltung und Selbstorganisation beeinflussen, genau be-
stimmt werden.*”>*! Designs, die sich auf solide wissen-
schaftliche Grundlagen stiitzen und zugleich die biologischen
und technischen Anforderungen erfiillen, werden auf prakti-
sche Anwendungen iibertragen werden. Fiir die nahe Zukunft
konnen 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
iiberfithren konnen. Die weitere Miniaturisierung préazise
konstruierter Hydrogelbestandteile von biomedizinischen
Bauteilen, Nanomedikamenten, Sensoren, Mikrofluidiksys-
temen, Nanoreaktoren und interaktiven Oberflichen mit
einer hohen Genauigkeit in der Bioerkennung ist in greifba-
rer Néhe.

Angew. Chem. 2012, 124, 7512 —7535
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