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,»Coiled-Coils“ sind ein in Proteinen sehr hiufig anzutref-
fendes Strukturmotiv, das an vielfiltigen Prozessen wie der
Genregulation,! der Zell-Zell-Kommunikation,” dem
Transport kleiner Molekiile® und der Membranfusion! be-
teiligt ist. So vermitteln SNARE-Proteine intra- und inter-
zelluldre Fusionsprozesse und sind in entscheidender Weise
an exo- und endozytotischen Transportprozessen beteiligt.
Die gemeinsame Eigenschaft aller Coiled-Coils ist das Vor-
liegen mindestens zweier miteinander verwundener o-Heli-
ces, die wie ein molekularer Klettverschluss aneinander
haften. Die spezifische molekulare Erkennung zwischen den
Helices in einem Coiled-Coil-Motiv hat zur Entwicklung
hochkomplexer selbstorganisierter Materialien gefiihrt.>"]
Hier berichten wir iiber die Verwendung des Bindungsmotivs
zur Funktionalisierung von Oberfldchen. Dabei wird gezeigt,
dass ein komplementédres Oligopeptidpaar, bestehend aus
»Peptid E“ (EIAALEK) und ,,Peptid K“ (KIAALKE), durch
die Bildung paralleler, a-helikaler Coiled-Coil-Heterodimere
dazu in der Lage ist, die selektive Anbindung von Liposomen
und Cyclodextrin-Vesikeln (CD Vesikeln) auf strukturierten
Oberfldchen zu induzieren. Die Strukturierung der Oberfl4-
chen konnte durch den Mikrokontaktdruck eines funktiona-
lisierten Peptidstranges erreicht werden.

Die Immobilisierung von Vesikeln und Liposomen auf
Basis komplementirer DNA-Striange,®! elektrostatischer
Wechselwirkungen” oder durch Protein-Ligand-Interaktio-
nen"! hat in den letzten Jahren zunehmende Bedeutung er-
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reicht. Dabei wurden Immobilisierungen auf einer Vielzahl
unterschiedlicher Substrate durchgefiihrt. Die Methoden er-
laubten die Entwicklung von Liposom-Mikroarrays!'"'? oder
von verschiedenen Sensoroberflichen.*"") Weiterhin sind
Reaktionen in immobilisierten Liposomen,'*') wie unter
anderem auch Einzelmolekiilreaktionen,? beschrieben
worden.

In dieser Arbeit wurde das Mikrokontaktdruckverfahren
dazu verwendet, Strukturen von alkinfunktionalisiertem
Peptid E (1) durch kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cyclo-
addition (CuAAC) auf azidterminierten selbstorganisierten
Monoschichten (SAMs) aufzubringen. Die Oberflachen-
strukturierung durch Mikrokontaktchemie wurde in den
vergangenen Jahren durch mehrere Arbeitsgruppen unter-
sucht und konnte unter anderem dazu verwendet werden,
Kohlenhydrat-,???l DNA-?! und Peptid-Mikroarrays®! her-
zustellen. Das auf diese Weise immobilisierte Peptid E bindet
das komplementédre Peptid K unter Bildung eines Coiled-
Coil-Bindungsmotivs. Die Wechselwirkung wurde kiirzlich
dazu verwendet, die Fusion von Liposomen in gepufferter,
wissriger Losung zu induzieren.™?” Die Vorteile des kom-
plementidren Bindungsmotivs sind unter anderem seine Ein-
fachheit, die hohe Selektivitit, gute pH- und Temperatur-
stabilitdt sowie geringe Kosten.

Abbildung 1 beschreibt schematisch den Prozess der Im-
mobilisierung von Liposomen oder Vesikeln auf Oberfldchen.
Die chemischen Strukturen der verwendeten Zielmolekiile
sind in Schema 1 dargestellt. Im ersten Schritt wurden azid-
funktionalisierte Monoschichten mithilfe von gemusterten
Stempeln aus Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) durch den Cu'-
katalysierten Mikrokontaktdruck von Peptid E (1) struktu-
riert. Die verbliebenen Zwischenrdume konnten anschlie-
Bend durch die Reaktion mit Tetraethylenglycolalkin 2 pas-
siviert werden. Eine Inkubation der bedruckten Oberflichen
mit Liposomen oder CD-Vesikeln,”! die mit Peptid K mo-
difiziert waren, fiihrte zur Anbindung der Lipidkomparti-
mente an die Substrate. Im Falle der CD-Vesikel gelang die
Modifikation mit Peptid K 5 iiber die Bildung von Gast-Wirt-
Einschlusskomplexen. Dabei bindet der Adamantan-Anker
an die Kavitdten der CDs. Die Modifikation der Liposomen
mit Peptid K 4 wurde iiber die Integration seines hydropho-
ben Cholesterinrestes in die Membranen erreicht. Die nicht-
kovalente, reversible Anbindung der Liposomen konnte
durch das Waschen der Oberflichen mit Ethanol bzw. das
Waschen der CD-Oberflidchen mit einer gepufferten Losung
von B-CD in Wasser nachgewiesen werden.
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2. MeO-EG4-Alkin (2)

1.
2. WaschenmitPBS

Die Immobilisierung von Peptid E
(1) durch Mikrokontaktdruck verur-

Inkubation
Liposomenmit(4)

sacht aufgrund dessen polarer Mole-
kiilstruktur eine signifikante Veréin-
derung der Oberflichenbenetzbar-
keit. Dieser Umstand wurde durch

Zwischenraum Fiillung

. CuSO,‘/Ascorbinséure«J, —— —
2. MeO-EG,-Alkin (2) =

Inkubation
1. CD Vesikelmit (5)
2. WaschenmitPBS

Waschen

10mM B-CD

Abbildung 1. Arbeitsschritte fir den Mikrokontaktdruck von Peptid E (1) und die Immobilisierung

von Liposomen durch ein Coiled-Coil-Bindungsmotiv.
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Schema 1. Chemische Strukturen der in dieser Arbeit verwendeten Ver-
bindungen. 1: Alkin-funktionalisiertes Peptid E; 2: Tetraethylenglycol-
alkin; 3: Fluorescein-markiertes Peptid K; 4: Cholesterin-modifiziertes
Peptid K; 5: Adamantan-modifiziertes Peptid K; 6: amphiphiles 3-CD;
7: Anthranilsdure-markiertes amphiphiles 3-CD; 8: 12-Azidododecan-
thiol.
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Waschen

Wasserkondensationsexperimente auf
10 mL Ethanol

den bedruckten Oberfldchen eindeu-
tig nachgewiesen. Dabei wurde das
Punktmuster durch die Abscheidung
von Mikrotropfchen sichtbar (siehe
Hintergrundinformationen,  Abbil-
dung S1). Durch den Mikrokontakt-
druck mit PDMS-Flachstempeln
konnte eine homogene Bedeckung
mit dem Peptid erreicht werden. Der
statische Kontaktwinkel sank dabei
von etwa 83° fiir die azidterminierte
Monoschicht auf etwa 50° fiir die
Peptidoberfliche (Abbildung S1).

Neben Kontaktwinkelmessungen konnte das Vorhan-
densein des Peptids durch Rontgenphotoelektronenspektro-
skopie (XPS) bestitigt werden. Dabei wurden homogen be-
schichtete Peptidoberfldchen, die chemisch mithilfe von
Flachstempeln modifiziert wurden, untersucht. So konnten
im Cls-Bereich charakteristische Signale fiir Kohlenstoffe in
Amidbindungen (288.5 eV) detektiert werden, die eine Im-
mobilisierung belegen (Abbildung 2A). Gleichzeitig ver-
schwanden im Nls-Bereich die zwei Stickstoffsignale der
Azidgruppen (terminale und internes Stickstoffatom) und
wurden durch ein einzelnes Signal, bestehend aus Amid- und
Triazolstickstoffen, ersetzt (Abbildung 2B).

Um die Strukturierung der Oberflichen durch den Mi-
krokontaktdruck von Peptid E (1) genauer zu untersuchen,
wurde eine Analyse mittels Sekundérionen-Flugzeitmassen-
spektrometrie (ToF-SIMS) durchgefiihrt (Abbildung 2E und
F). Dabei wurden im Positiv- sowie im Negativionenmodus
charakteristische Fragmente (vornehmlich CH,O, und
C,H,N,) identifiziert, die die Strukturierung mit dem Peptid
verdeutlichen und das Punktmuster des Stempels widerspie-
geln. Die Immobilisierung des Peptids konnte ebenfalls in-
direkt in einer Analyse des SiO, -Signals nachgewiesen
werden. Durch die abschirmende Wirkung des aufgedruckten
Molekiils gegeniiber den Primérionen kam es zu einer ver-
ringerten Ionisation der unterliegenden SiO,-Schicht (Ab-
bildung S2). Weiterhin wurden die strukturierten Oberfld-
chen mithilfe von Rasterkraftmikroskopie (AFM) untersucht.
Die Immobilisierung des Peptids war sowohl im Hoéhen- als
auch im Phasenbild eindeutig zu erkennen (Abbildung 2C
und D). Die Hohendifferenz zwischen den bedruckten und
den unbedruckten Bereichen betrug 0.7-1nm (Abbil-
dung S3).

Nach der detaillierten Analyse der hergestellten Ober-
flichen lag der Fokus weiterer Experimente auf der Unter-
suchung ihrer Bindungseigenschaften zu Systemen, die mit
dem komplementdren Peptid K modifiziert waren. In einem
ersten Experiment wurden die strukturierten Oberflichen
mit einer Losung von mit Carboxyfluorescein markiertem
Peptid K 3 (ohne Liposom oder Lipidanker) inkubiert.
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Abbildung 2. A) XPS-Analyse der C1s-Region einer Undecylazid-Monoschicht auf Silicium
vor und nach dem Bedrucken mit Peptid E (1). B) XPS-Analysen der N1s-Regionen dersel-
ben Oberflichen. C) AFM-Héhenbild und D) Phasenbild einer mit Peptid E (1) bedruck-
ten Siliciumoberfliche. E) und F) Ausgewihlte Sekundirionenbilder einer ToF-SIMS-
Untersuchung im Positiv- (E) sowie im Negativionenmodus (F) (abgebildete Fliche:

50x 50 um?). Der MaRstabsbalken in (C)—(F) entspricht 10 pm.

Fluoreszenzmikroskopische =~ Untersuchungen  belegten
anhand der Bildung eines griin fluoreszierenden Punkmus-
ters, dass die immobilisierten Peptide nach wie vor dazu in der
Lage sind, einen Coiled-Coil-Komplex mit dem komple-
mentéren Peptid K zu bilden (Abbildung 3 A).

In einem néchsten Schritt wurden Anbindungsstudien mit
modifizierten Liposomen und Vesikeln durchgefiihrt. Zu-
néchst wurde Peptid K mithilfe eines Lipidankers in Liposo-
men, die aus einer Mischung von DOPC, DOPE und Cho-
lesterin bestanden (50:25:25 Mol-%), integriert. Zur Veran-
kerung wurde Peptid K mit einer Cholesterineinheit verse-
hen, da sich dieses Sterin effektiv durch hydrophobe Wech-
selwirkungen in Lipiddoppelschichten einlagert. Die
Herstellung der Liposomen geschah ausgehend von einem
Lipidfilm, bestehend aus der oben genannten Zusammen-
setzung und 1 Mol-% Peptid K 4. Der Film konnte durch
langsames Verdampfen des Losungsmittels (MeOH/CHCL,)
im Argonstrom erzeugt werden. Die Liposomen wurden tiber
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die Hydratation dieses Films mittels PBS-
Puffer (phosphate-buffered saline; 100 mm)
und 5-10 min Ultraschallbehandlung gewon-
nen. Dabei handelte es sich um unilamellare
' Liposomen mit einem mittleren Durchmesser

von etwa 150 nm. Die finale Konzentration
wurde auf 0.1 mm eingestellt.

Eine Visualisierung der Anbindung auf
Oberfldchen mittels Fluoreszenzmikroskopie
wurde mithilfe von Liposomen, die mit
DOPE-LR (1 Mol-%) markiert waren, nach
15 min Inkubation erreicht. Zur Verminde-
i rung von hydrophoben Wechselwirkungen

11.34 nm

0nm

13.84 deg

mit den unpolaren Alkylazidgruppen der
Substrate wurden restliche Azide nach dem
Mikrokontaktdruck von Peptid E (1) jeweils
durch die Reaktion mit dem alkinfunktiona-
lisierten Tetraethylenglycolderivat 2 via
CuAAC abgesittigt (Abbildung S4). Die
fluoreszenzmikroskopische Betrachtung der
Oberfldche im Anschluss an ein vorsichtiges
Waschen mit 100 mm PBS (10 mL) ergab, dass
die Vesikel effektiv auf den mit Peptid E be-
druckten Oberflichenbereichen immobili-
siert wurden (Abbildung 3B). Die Punkt-
struktur blieb selbst nach intensivem Waschen
mit PBS bestehen (Abbildung S5). Wurde die
Oberfldche allerdings mit Ethanol (10 mL)
gespiilt, so konnten die Liposomen aufgrund
der Zerstorung des Coiled-Coil-Motivs sowie
der Lipiddoppelschichten effektiv von der
Oberfldche entfernt werden (Abbildung S5).

Um zu ergriinden, ob die Liposomen auch
nach ihrer Immobilisierung auf den Oberfla-
chen intakt bleiben, wurden Losungen von
Sulforhodamin (20 mm) in HEPES-Puffer in
die mit Peptid K 4 modifizierten Liposomen
eingeschlossen und diese im Anschluss an ihre
Aufreinigung durch GroBenausschlusschro-
matographie iiber Sephadex G50 mit einer
vorstrukturierten Oberfldache inkubiert. Nach
15 min wurde die Oberfliche mehrfach mit HEPES-Puffer
gewaschen. Die anschlieBende Analyse mittels Fluoreszenz-
mikroskopie belegte aufgrund des Vorhandenseins des er-
warteten Punktmusters das Vorliegen intakter Liposomen
(Abbildung S6).

Weitere Studien wurden mittels Oberfldchenplasmonen-
resonanz(SPR)-Spektroskopie und einer Quarzkristall-Mi-
krowaage mit Dissipationsmessung (QCM-D) durchgefiihrt.
Dazu wurden zunidchst Goldoberflichen (SPR-Goldchips
und goldbeschichtete Quarzkristalle) iiber Nacht mit Thiol 8
inkubiert. Die Inkubation fiihrte zur Bedeckung der Ober-
flaichen mit azidterminierten Alkylthiol-Monoschichten, die
im Anschluss durch die kupferkatalysierte Immobilisierung
von Peptid E (1) weiter funktionalisiert wurden. Verbliebene
Azide wurden wie im Fall der gemusterten Oberfldchen durch
die Reaktion mit Alkin 2 abgeséttigt. Eine Anbindung von
mit Peptid K 4 modifizierten Liposomen (1 Mol-%) an die
hergestellten Goldoberfldchen konnte mittels SPR-Spektro-

() geg
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Abbildung 3. A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Punkt-
struktur von Peptid E (1) nach 15 min Inkubation mit Peptid K 2.

B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Punktstruktur von

1 nach der Inkubation mit Liposomen, die mit Peptid K 3 und DOPE-
LR modifiziert waren. C) AFM-Héhenbild der Analyse von immobili-
sierten Liposomen auf einer Punktstruktur von Peptid E (1). D) Fluo-
reszenzmikroskopische Aufnahme der Anbindung von CD-Vesikeln, die
mit Peptid K 5 modifiziert waren an eine mit Peptid E (1) bedruckte
Oberfliche. Die Maf3stabsbalken in (A), (B) und (D) entsprechen

40 um.

skopie verfolgt werden (Abbildung 4 A). Dabei fiihrte die
Anbindung zur deutlichen Steigerung des Brechungsindex,
wihrend nackte Liposomen nur eine leichte Anderung des
Signals bewirkten. Auch die Wechselwirkung von mit
Peptid K 4 modifizierten Liposomen mit einer Oberfléche,
die lediglich mit dem Tetraethylenglycolderivat 2 zur Re-
aktion gebracht wurde, fiel gering aus. Hieraus kann ge-
schlossen werden, dass die Anbindung der modifizierten
Liposomen an die Substratoberfldchen selektiv ablauft.
Eine weitergehende Analyse der Struktur der immo-
bilisierten Liposomen konnte mithilfe einer Quarzkristall-
Mikrowaage vorgenommen werden.”” Die Inkubation
einer mit Peptid E (1) bedeckten Goldoberflidche mit Li-
posomen, die mit Peptid K modifiziert waren (1 Mol-%),
fiilhrte zu einem signifikanten Anstieg der Dissipation
(Abbildung 4B) und gleichzeitig zu einem Abfall der
Schwingungsfrequenz (Abbildung 4 C). Dieses belegt eine
dissipativen Stoffadsorption auf der Oberfléche, die allein
durch die Immobilisierung einer intakten Liposomschicht
erklart werden kann, da bei Lipiddoppelschichten keine
signifikante Dissipationsinderung zu erwarten ist.””! Das
Waschen der Oberflichen mit PBS hatte keinen Einfluss
auf das Signal (blauer Pfeil). Der Zusatz von Triton X zum
Puffer fithrte jedoch zu einer Zerstérung der immobili-
sierten Liposomen (schwarzer Pfeil). Nackte Liposomen
zeigten nur eine vernachldssigbare Anbindung an eine
modifizierte Goldoberflache, was die Spezifizitit des
Coiled-Coil-Paares veranschaulicht. Mithilfe der Blind-
proben konnte berechnet werden, dass ca. 7% der Lipo-
somen durch unspezifische Wechselwirkungen an die
Oberfliche binden. Zusammenfassend muss aus den
Fluoreszenzaufnahmen in Abbildung3B und Abbil-

Angewandte

dung S6 sowie den QCM-D- und SPR-Ergebnissen aus Ab-
bildung 4 geschlossen werden, dass mithilfe des Coiled-Coil-
Strukturmotivs intakte Liposomen auf den Oberfldchen im-
mobilisiert werden konnen.

Die Untersuchung von mit Peptid K 4 modifizierten Li-
posomen auf Siliciumoberfldchen mithilfe von Rasterkraft-
mikroskopie deutete jedoch stark darauf hin, dass es nach
langerer Lagerung in Puffer (3—4 h) zum Kollabieren der Li-
posomen und zur Bildung von Lipiddoppelschichten kommt.
Abbildung 3 C belegt die Ansammlung von Lipidmaterial auf
den aufgedruckten Punktstrukturen von immobilisiertem
Peptid E (1). Die Hohendifferenz im Vergleich zu den mit
Tetraethylenglycol bedeckten Arealen betrug 5-6 nm (Ab-
bildung S3). Dieser Wert stimmt in guter Ndherung mit dem
Durchmesser einer Lipiddoppelschicht iiberein. Die Entste-
hung von Doppelschichten nach lidngerer Zeit ist aufgrund
der grof3en Kraft, mit der die Coiled-Coils die Liposomen an
die Oberfliche ziehen, leicht zu erklidren. Durch die starke
Wechselwirkung (Assoziationskonstante K,~10'mM™') fla-
chen die Liposomen ab, und es bilden sich schlieBlich Lipid-
doppelschichten.

Um die Anwendbarkeit des Systems zu verdeutlichen,
wurden auch Vesikel aus dem amphiphilen CD 6! mithilfe

30
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Abbildung 4. A) SPR-Sensogramm von mit Peptid K 4 modifizierten Lipo-
somen sowie von zwei Blindproben; [Liposomen]=0.2 mm. B) und

C) QCM-D-Messungen: Dissipation (B) und Frequenz des flinften Ober-
tons (C); Inkubation mit Liposomen (0.1 mm) mit (schwarze Kurve) und
ohne (blaue Kurve) Peptid K 4. Rote Pfeile: Inkubation mit Liposomen,
blaue Pfeile: Waschen mit PBS, schwarze Pfeile: Inkubation mit Triton X
(0.1 Gew.-%).
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des Coiled-Coil-Bindungsmotivs auf Oberflachen immobili-
siert. Dazu wurden die CD-Vesikel mit einer Losung von
Adamantan-funktionalisiertem Peptid K § vermischt. Ada-
mantan ist bekannt dafiir, stabile Einschlusskomplexe mit {3-
CD zu bilden, sodass eine effektive Umbhiillung mit Peptid K
gewihrleistet werden kann. Um die Vesikel sichtbar zu
machen, wurden durch Beimengung des CD 7 mit Methyl-
anthranilsdure markierte Vesikel hergestellt. Dazu wurde
eine Losung der Verbindungen 6 und 7 (9:1) in Argonstrom
eingedampft, wonach ein diinner Lipidfilm erhalten wurde.
Dieser konnte anschlieBend durch die Zugabe von PBS hy-
dratisiert und durch Ultraschallbehandlung (10 min) in CD-
Vesikel mit einem mittleren Durchmesser von etwa 150 nm
transformiert werden. Nach der Zugabe von Peptid K §
(1 Mol-%) wurden die hergestellten Vesikel mit einer vor-
strukturierten, komplementédren Peptidoberfliche inkubiert
(15 min). Eine darauffolgende fluoreszenzmikroskopische
Betrachtung der Oberflidchen belegte anhand der Entstehung
eines blauen Punktmusters, dass die CD-Vesikel effektiv im-
mobilisiert wurden (Abbildung 3D). Die Stiarke der Anbin-
dung ist auf die Bildung multivalenter Bindungen zuriickzu-
filhren, auch wenn die Bindungskonstante zwischen Ada-
mantan und B-CD eher klein ist (K,~1x10*m™ ). Um
nachzuweisen, dass die Anbindung tatsdchlich auf der ge-
nannten Gast-Wirt-Wechselwirkung beruht, wurden die
Oberflaichen mit einer wissrigen Losung von 3-CD (10 mm)
gewaschen. Der Waschvorgang fiithrte zur konkurrierenden
Komplexierung der oberflichenverankerten Adamantane
und damit zur Zerstorung der Einschlusskomplexe mit den
CD-Vesikelmembranen, wodurch es zum vollstindigen Ver-
schwinden des fluoreszierenden Musters kam (Abbil-
dung S7).

Zusammenfassend wurde eine biomimetische, nichtko-
valente Methode zur Immobilisierung von Liposomen und
zur Herstellung oberflichenverankerter Lipiddoppelschich-
ten beschrieben. Die Immobilisierung gelang auf mittels Mi-
krokontaktdruck strukturierten Oberflichen und unter der
Verwendung eines Coiled-Coil-Bindungsmotivs. Der Ansatz
besitzt unserer Ansicht nach grofles Potential in Hinblick auf
das Studium der Fluiditidt von Lipiddoppelschichten sowie
ihrer Erkennungsprozesse. Weitere Arbeiten zur Untersu-
chung der Orthogonalitit des Coiled-Coil-Bindungsmotivs
und zur Herstellung von Arrays mit verschiedenen Lipid-
zusammensetzungen sind geplant.
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