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Redoxsensitive Materialien sind verstdrkt in den wissen-
schaftlichen Fokus geriickt.] Insbesondere mit Disulfiden
verkniipfte kolloidale Netzwerke werden intensiv erforscht,
da sie unter den reduktiven Bedingungen im Zellinneren
schnell zu ihren Thiol-funktionalisierten Bausteinen reduziert
werden. Dies ermoglicht eine nahezu quantitative Freiset-
zung von in den Partikeln eingebauten Molekiilen in Zellen.
Dariiber hinaus dienen Disulfid-verkniipfte Hydrogele als
Zelltragermaterialien, die unter milden reduktiven, zyto-
kompatiblen Bedingungen gezielt abgebaut werden konnen,
ohne die Vitalitidt der darin eingeschlossenen Zellen zu be-
eintrichtigen.”!

Disulfid-verkniipfte Polymernetzwerke lassen sich durch
direkte Polymerisation Disulfid-funktionalisierter Monome-
re, mittels Disulfid-haltiger Vernetzer oder durch oxidative
Verkniipfung Thiol-funktionalisierter Bausteine (Thiomere)
herstellen.*> Dabei erlaubt nur der letztgenannte Ansatz
einen unmittelbaren kovalenten Einbau Thiol-funktionali-
sierter Molekiile (wie Cystein-haltige Peptidsequenzen)
wihrend der Bildung des Netzwerkes. Eine Gelbildung von
Thiomeren durch bloBen Kontakt mit Luftsauerstoff ist
moglich, aber zu langsam fiir die definierte Herstellung von
Nanopartikeln mit den meisten iiblichen Methoden sowie fiir
eine homogene Zellverteilung in Hydrogelen .l Daher finden
Oxidationskatalysatoren wie das weit verbreitete Wasser-
stoffperoxid (H,O,) zur Verkiirzung der Reaktionszeiten
Anwendung. Das starke Oxidationspotential des H,O, be-
wirkt jedoch eine Oxidation von Thiolen iiber Disulfide
hinaus,”® was die Auswahl der Molekiile, die wihrend der
Netzwerkbildung anwesend sein konnen, begrenzt und die
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vollstandige Abbaubarkeit der Netzwerke durch reduktive
Stimuli beeintréchtigt.

Im Gegensatz dazu konnen Enzyme unter milden Be-
dingungen mit einzigartiger Selektivitdt und ohne zusétzliche
chemische Vernetzer eingesetzt werden. Eine grofle Anzahl
von Studien beschiftigt sich daher mit enzymvermittelter
Hydrogelbildung.” ' So haben Liitolf und Mitarbeiter in
Analogie zum natiirlichen Vernetzungsprozess des Fibrins
Transglutaminasen zur Vernetzung von Hydrogelen verwen-
det, die mit Zelladhésionspeptiden versehen werden konnen
und anschlieBend durch Matrix-Metalloproteasen abbaubar
sind."” Ein kiirzlich erschienener Ubersichtsartikel zur en-
zymatischen Vernetzung von Hydrogelen zeigt, dass diese
Methode bisher generell zu Gelen gefiihrt hat, die entweder
durch enzymatisch katalysierten Bruch kovalenter Bindun-
gen, oder durch harsche und nicht zytokompatible chemische
Bedingungen wie drastische pH-Anderungen abbaubar
sind.™?)

Die in der Biotechnologie weit verbreitete Meerrettich-
peroxidase (HRP) ist eines der am besten untersuchten
oxidationskatalysierenden Enzyme.'¥ Der konventionelle
HRP-Zyklus wird durch die Reaktion von HRP mit H,O,
initiiert, woraus hochreaktive Intermediate als starke
Oxidationsmittel resultieren. In Gegenwart von Thiolen
werden dadurch Thiyl-Radikale gebildet, die zu Disulfiden
dimerisieren oder mit Thiolaten zum Disulfid-Radikal rea-
gieren konnen, das schlielich durch Reaktion mit Sauerstoff
zu einer Disulfidgruppe umgesetzt wird. Daher wird fiir eine
HRP-unterstiitzte Vernetzung normalerweise die Zugabe von
H,0, benétigt, um die Reaktion zu initiieren.>"! Unter ae-
roben Bedingungen ist dies jedoch nicht notwendig, da H,O,
wihrend der Autoxidation von Thiolen in stochiometrischen
Mengen gebildet wird.!"® Dieses kann dann die Bildung von
Disulfiden katalysieren, wobei das absolute stochiometrische
Verhiltnis eine weitere Oxidation der Disulfide verhindert.

Hier beschreiben wir die HRP-vermittelte Herstellung
von funktionalen, redoxsensitiven, Disulfid-vernetzten Hy-
drogelen und Nanogelen durch oxidative Kupplung von
Thiomeren ohne Zugabe von H,0O,. Thiol-funktionalisierte
lineare Poly(glycidole) (M, = 6100 gmol™'; HS-PG) wurden
hierzu als hydrophile und zytokompatible Gel-Vorstufen ge-
wahlt."” Homogene Losungen von HS-PG in phosphatge-
pufferter Salzlosung (PBS; 30 Gew.-%, pH 7.4, 8.0, 8.5)
zeigten bei Raumtemperatur ohne Zugabe von HRP keine
Gelbildung innerhalb von 24 Stunden. In Gegenwart von
HRP gelierte das System jedoch bei pH 8.5 innerhalb von
maximal 4 Stunden (Abbildung 1). Die Gelbildung wurde
dabei in situ mithilfe eines Oszillationstheometers verfolgt.
Ein typisches Zeitprofil der Gelierung ist durch zwei Phasen
charakterisiert. Wahrend einer initialen Anlaufphase von
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Abbildung 1. HRP-katalysierte Gelbildung aus Thiol-funktionalisiertem PG. Das Diagramm zeigt den Verlauf des elastischen (G’) und viskosen
(G") Moduls wihrend der Vernetzung bei 1 Hz, sowie den Einfluss des molaren Verhiltnisses zwischen HRP und HS-PG auf die Gelierungszeit.

2 Stunden, in welcher der elastische (G’) und viskose (G”)
Modul fast unveréndert bleiben, bilden sich zunéchst groflere
Polymeraggregate in Losung, ohne ein makroskopisches
Netzwerk zu bilden. Darauf folgt eine Log-Phase, in der das
Einsetzen der Vernetzung zwischen den Aggregaten zu einem
dreidimensionalen Gel zu einem schnellen Anstieg von G’
fihrt. Der Gel-Punkt kann in erster Ndherung als der Zeit-
punkt angenommen werden, an dem die Kurven von G' und
G" kreuzen. Die Kinetik der Vernetzung héngt stark von der
HRP-Konzentration ab, wobei eine erhohte HRP-Konzen-
tration zu schnellerer Vernetzung fiithrt. Ab einem molaren
Verhiltnis von HRP/HS-PG =0.08 erreicht die Gelzeit bei
110 min ein Plateau, d.h. eine weitere Erhohung der Prote-
inkonzentration bewirkt dann keine schnellere Vernetzung
mehr.

Eine vergleichende Messung an einem mit H,O, statt mit
HRP gelierten Hydrogel zeigte eine langsamere Gelierung
bei Verwendung von H,O, (Abbildung S1 in den Hinter-
grundinformationen), wobei ebenfalls ein elastisches Gel er-
halten wurde.

Zur qualitativen Bestimmung der Reaktionsprodukte
wurde Raman-Spektroskopie an vernetzten Hydrogelen
durchgefiihrt (Abbildung2). Die Spektren der mit H,O,
vernetzten Gele zeigen einen hohen Restgehalt freier Thiol-
gruppen (2075 cm™'), wihrend bei den mit HRP vernetzten
Gelen nach 4 Stunden fast alle Thiolgruppen zu Disulfiden
(507 cm ™) umgesetzt waren. Diese Ergebnisse sind in guter
Ubereinstimmung mit den Rheologiedaten und deuten
darauf hin, dass HRP ein effektiverer Katalysator fiir die
Gelbildung ist als Wasserstoffperoxid.

Mittels inverser Miniemulsionen konnten durch HRP-
Katalyse auch Disulfid-verkniipfte Nanogele hergestellt
werden, die durch Kryo-Rasterelektronemikroskopie (Kryo-
REM) und dynamische Lichtstreuung (DLS) analysiert
wurden (Abbildung 3). Kryo-REM zeigte dabei sphérische
Partikel mit hydrodynamischen Durchmessern zwischen 200
und 350 nm. Dies ist in sehr guter Ubereinstimmung mit dem
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Abbildung 2. Raman-Spektren von mit H,0, und HRP vernetzten HS-
PG-Hydrogelen mit den genannten molaren Verhiltnissen.
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Abbildung 3. Kryo-REM und DLS von HS-PG-Nanogelen in Wasser.

durch DLS bestimmten hydrodynamischen Durchmesser von
250 nm mit einem Polydispersitétsindex (PDI) von 0.24.

Die Freisetzung von HRP aus den Nanogelen wurde
mittels der HRP-katalysierten Umsetzung des farblosen Py-
rogallol zum gelbgefirbten Purpurogallin gemessen (sieche
Hintergrundinformationen). Wihrend aus Hydrogelen in-
nerhalb der ersten Stunde 45 % und nach 24 Stunden mehr als
98% der HRP freigesetzt wurden, war die Freisetzung aus
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Abbildung 4. HRP-Freisetzungsprofile und Aktivititsmessungen fur
Hydrogele (oben) und Nanogele (unten).

Nanogelen langsamer und nicht vollstindig (Abbildung 4).
Erst nach 9 Stunden waren 45 % der HRP aus den Nanogelen
freigesetzt, und nach 36 Stunden erreichte die Freisetzung bei
80% ein Plateau. Fine brdunliche Farbung der Nanogele
nach 2 Tagen an Raumluft (Abbildung S3) deutet auch darauf
hin, dass die fehlenden 20% HRP in den Nanogelen ver-
bleiben. Um den Unterschied zwischen Hydrogelen und Na-
nogelen zu verstehen, wurden die Vernetzungsdichten beider
Systeme berechnet (sieche Hintergrundinformationen). Die
Maschenweite der Hydrogele wurde zu 4.9 nm, die der Na-
nogele zu 3 nm bestimmt. Da der Trédgheitsradius von HRP
zwischen 2.5 und 3 nm liegt, erkldren die berechneten Ver-
netzungsdichten die unterschiedlichen Freisetzungsprofile
und den Verbleib von 20 % HRP in den Nanogelen sehr gut.
Dies konnte in zukiinftigen Arbeiten fiir Kombinationsthe-
rapien mit Wirkstoffen von Nutzen sein, welche durch Oxi-
dation mit HRP erst am Wirkzielort aktiviert werden.? Die
aus Hydrogelen und Nanogelen freigesetzte HRP zeigte in
allen Féllen katalytische Aktivitdten von mehr als 90% im
Vergleich zur reinen Enzymkontrolle (Abbildung 5). Dies
beweist, dass die enzymatische Aktivitdt auch nach der oxi-
dativen Vernetzung der Gele erhalten bleibt und eine Ver-
kapselung aktiver Enzyme mit dieser Methode moglich ist.

Um die Zellvertréglichkeit der HRP-vermittelten Ver-
netzung und die Eignung des Verfahrens zur Zellverkapse-
lung zu demonstrieren, wurden 1.929-Fibroblasten in Hydro-
gele eingebettet und nach 1 Stunde und 18 Stunden Zellkultur
mittels lebend/tot-Féarbung analysiert (Abbildung S4). Diese
ersten Experimente unterstreichen durch hohe Zelliiberle-
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Abbildung 5. a) UV-Spektren von HRP, der FAM-markierten Peptidse-
quenz CGGKTFFYGGSRGKRNNFKTEEY und der mittels HRP-Katalyse
hergestellten Peptid-konjugierten HS-PG-Nanogele; b) Kryo-REM-Auf-
nahme von Peptid-konjugierten Nanogelen (Durchmesser: 200

350 nm). ¢, d) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Peptid-kon-
jugierten Nanogele in Lésung vor (c) und nach (d) Reduktion mit
Glutathion.

bensraten die Zellvertréaglichkeit der Vernetzung sowie der
Hydrogele. Weiterhin belegten Zellaktivitédtstests nach 24
und 48 Stunden Inkubation von humanen dermalen Fibro-
blasten mit HRP-vernetzten Nanogelen (1 mgmL~' und
0.1 mgmL™") auch die exzellente Zellvertriglichkeit der Na-
nogele (sieche die Hintergrundinformationen).

Durch HRP-vermittelte Vernetzung von Thiomeren
konnen ebenfalls direkt funktionalisierte Nanogele in einem
Schritt hergestellt werden. Um dies zu zeigen, wurde die mit
Carboxyfluorescein  (FAM) markierte Peptidsequenz
CGGKTFFYGGSRGKRNNFKTEEY zur Losung der
Thiomere bei der Nanogel-Herstellung zugegeben. Durch das
N-terminale Cystein kann dieses Peptid von der HRP kova-
lent in das Polymernetzwerk eingebaut werden. Abbil-
dung 5a zeigt die UV-Spektren der nativen HRP, des mit
FAM markierten Peptids und der Peptid-konjugierten HS-
PG-Nanogele nach Zentrifugation und Dialyse.

Native HRP zeigt in wissriger Umgebung die fiir Him-
haltige Verbindungen typische intensive Soret-Bande bei
403 nm. Dagegen zeigt das Spektrum des Peptids aufgrund
des konjugierten FAM ein Maximum bei 488 nm. In den
Spektren der mittels Dialyse gereinigten Nanogele kommen
beide Banden vor, was sowohl den Restgehalt an HRP als
auch die Gegenwart des Peptides in den Nanogelen beweist.
Die Konjugationseffizienz des Peptides liegt in erster Néhe-
rung durch den Vergleich mit einer bei 475 nm gemessenen
Standard-Absorptions-Kalibrierkurve etwa bei 56 %.

Die Redoxsensitivitdt der Peptid-konjugierten Nanogele
wurde durch Inkubation mit Glutathion (GSH) untersucht.
Dieses Tripeptid ist wesentlicher Bestandteil des zelluldren
Redox-Puffers und enthilt eine freie Thiolgruppe, mit der es
Disulfide schnell und effizient zu Thiolen spaltet.”] Aufgrund
der FAM-Markierung der Peptid-konjugierten Nanogele
konnte der Degradationsprozess mit Fluoreszenzmikroskopie
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analysiert werden. Vor der Inkubation mit GSH wurden die
Nanogele mit Kryo-REM als sphirische Partikel charakteri-
siert (Abbildung 5b). In der Fluoreszenzmikroskopie er-
schienen die verdiinnten Nanogele als individuelle helle
Punkte auf dem dunklen Hintergrund der nicht-fluoreszie-
renden Losung (Abbildung 5¢). Dies impliziert, dass die
vorhandenen Peptide kovalent in den Nanogelen gebunden
sind und alle freien Peptide durch die Dialyse erfolgreich
entfernt wurden. Nach Zugabe von GSH (10 mm) ergibt sich
als Zeichen des Abbaus der Nanogele eine homogene Ver-
teilung der Fluoreszenz iiber die gesamte Losung (Abbil-
dung 5d).

Zur Demonstration der milden Bedingungen bei Vernet-
zung mit HRP wurden Nanogele mit f-Galactosidase ($-Gal),
einem 464 kDa homo-tetrameren Protein, das die Hydrolyse
von B-Galactosiden zu Monosacchariden katalysiert, beladen.
Dieses Protein wird durch die Bildung intermolekularer Di-
sulfidbriicken inaktiviert?™ und ist daher funktionell duBerst
sensitiv gegeniiber oxidativen Bedingungen. Obwohl die
Beladungseffizienz nur bei 4043 % lag, wurden Nanogele
erhalten, aus denen nach Beladung, Reinigung und Degra-
dation 83-85% der 3-Gal-Aktivitit erhalten wurde (Tabel-
le 1; siehe Hintergrundinformationen). Trotz der nicht opti-

Tabelle 1: Beladung, Beladungseffizienz und Aktivitat von (-Gal.

p-Gal Nanogel- Beladungs- B-Gal-

eingesetzt [mg] Beladung [mg] Effizienz [%)] Aktivitat [%]
7.5 3.2 43 85

15.0 6.1 40 83

mierten Beladungseffizienz zeigen diese Daten, dass oxida-
tionsempfindliche groe Proteine durch die HRP-vermittelte
Verkniipfung von Thiomeren unter Erhaltung ihrer enzyma-
tischen Funktion in Nanogele eingebaut und unter Bedin-
gungen, die denen im Zytosol dhneln, aus den Gelen wieder
freigesetzt werden konnen.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass HRP ohne
Zusatz von Wasserstoffperoxid fiir eine milde oxidative Ver-
netzung von Thiol-funktionalisierten Polymeren zu Hydro-
gelen und Nanogelen verwendet werden kann. Zellen konnen
in derart hergestellte Hydrogele eingebaut werden, und Na-
nogele lassen sich in einem Schritt mit Thiol-haltigen Pep-
tidsequenzen kovalent funktionalisieren. Diese Nanogele
sind redoxsensitiv und degradieren schnell unter Bedingun-
gen, die denen im Zytosol dhneln. Wir konnten zudem am
Beispiel der p-Galactosidase zeigen, dass groBe und oxida-
tionsempfindliche Proteine mit dieser Methode in die Nano-
gele eingebaut werden konnen, und ihre enzymatische

gngewandte
Ch

Funktion nach Freisetzung zum grof3en Teil erhalten bleibt.
Damit sind diese Nanogele vielversprechende Kandidaten fiir
Wirkstofftransportsysteme, insbesondere fiir Proteine.

Eingegangen am 5. August 2012,
verdnderte Fassung am 26. November 2012
Online veroffentlicht am 5. Februar 2013
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