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Die molekularen Bausteine biologischer Systeme besitzen die
F�higkeit, sich durch Selbstorganisation in sehr kontrollierter
Weise anzuordnen. Voraussetzung f�r dieses Verhaltens ist
ihre Flexibilit�t und Adaption gegen�ber der Umgebung, mit
der sie ihre Funktionsf�higkeit bewahren. Um diese �berge-
ordneten Strukturen zu stabilisieren, nutzt die Natur ver-
schiedene schwache Wechselwirkungen (z.B. Wasserstoff-
br�cken und Van-der-Waals-Wechselwirkungen) als intra-
molekularen „Klebstoff“. Das kooperative Zusammenwirken
dieser Wechselwirkungen f�hrt zu relativ stabilen Strukturen,
die weiterhin die F�higkeit haben, auf externe Stimuli wie
Fluktuationen der Ionenkonzentrationen oder �nderungen
des pH-Wertes und der Temperatur zu reagieren.

Seit vielen Jahren inspiriert die Natur die supramoleku-
lare Chemie.[1] Chemiker entwickeln einfache Molek�le, die
die F�higkeit zur spontanen Selbstorganisation haben und zu
funktionellen Materialien mit wohldefinierten Eigenschaften
f�hren. Dieser Ansatz wird gemeinhin als Bottom-up-Ansatz
bezeichnet.[2] Auf diese Weise wurde eine Vielzahl responsi-
ver Materialen erhalten, die zusehends die Eigenschaft
haben, die Natur zu imitieren. Ein neuartiger Ansatz ist der
Einsatz supramolekularer Systeme in In-vitro- oder In-vivo-
Umgebungen, um den Einfluss dieser Strukturen auf biolo-
gische Prozesse in einem lebenden Organismus zu untersu-
chen. Supramolekulare Systeme kçnnen beispielsweise in die
Zellmembran eingef�gt werden, was die Modifikation zellu-
l�rer Prozesse durch k�nstliche externe Stimuli ermçglicht.[3]

Es gibt im Allgemeinen zwei Arten von Ans�tzen, um mittels
supramolekularer Chemie eine k�nstliche chemische Kom-
ponente in eine Zellmembran einzuf�gen: 1) spezifische
Bindung von Gastmolek�len an membranverankerte Bio-
molek�le wie nat�rliche Proteine;[4] 2) unspezifische Mar-
kierung von Membranen durch hydrophobe und elektrosta-

tische Wechselwirkung oder durch chemisch verbr�ckende
Molek�le.[5]

Lipidierte Peptide haben sich als hervorragende Kandi-
daten zur Anwendung in biologischen Systemen erwiesen, da
ihr Aggregationsverhalten durch geschicktes Design und
Ausbalancieren der Hydrophobie des Lipidankers und der
Hydrophilie des zu transportierenden Peptids beeinflusst
werden kann,[6] was zur effektiven Verankerung der lipidier-
ten Peptide in die Biomembran f�hren kann.

Hier beschreiben wir die Verwendung eines Peptids mit
Coiled-Coil-Motiv, das ein hochspezifisches Segment zur
molekularen Erkennung in lebenden Zellen darstellen kann.
Dieses Bindungsmotiv wirkt als spezifische Einheit zur Ver-
br�ckung wohldefinierter Strukturen.[7] Ein aktuelles Beispiel
f�r den Einsatz von Coiled-Coil-Bindungsmotiven zur spezi-
fischen Markierung von Proteinen wurde von Matsuzaki et al.
vorgestellt.[8] Weiterhin wurde die Oberfl�chenmodifikation
von Zellmembranen durch unspezifische Bindung von Poly-
meren durch Ijiro et al. untersucht.[9] Lipidierte Polymere
binden an Zellmembranen und sind potentielle Materialien
f�r eine Vielzahl mçglicher Anwendungen an der Zellober-
fl�che. Kationische Copolymere interagieren elektrostatisch
mit der leicht negativ geladenen Zellmembran, was zu signi-
fikant ver�nderten Membranen f�hrt.[10] Diese hier be-
schriebenen Ans�tze illustrieren den Einsatz supramoleku-
larer Systeme in In-vitro-Membranen, jedoch gibt es bis dato
nur wenige solcher Ans�tze f�r die effiziente Modellierung
von In-vivo-Membranen.

Unser Ziel war es, Lipidmembranen in vitro und in vivo
mithilfe gerichteter und spezifischer supramolekularer
Wechselwirkungen zu modifizieren. Hierf�r wurde ein Paar
komplement�rer Coiled-Coil-bildender Peptide (E und
K)[7a,11] eingef�hrt, um ein bioorthogonales, nichtkovalentes
und spezifisches Bindungsmotiv in der Zellmembran zu eta-
blieren (Schema 1).

Wir beschreiben hier einen allgemeinen supramolekula-
ren Ansatz zur schnellen und effizienten Bildung eines
Coiled-Coil-Bindungsmotivs an der Oberfl�che von biologi-
schen Membranen, der die Einf�hrung einer Vielzahl mole-
kularer Funktionen ermçglicht. Die Coiled-Coil-bildenden
Peptide E [(EIAALEK)3] und K [(KIAALKE)3]

[12] wurden
zun�chst mit einer PEG12-Einheit (PEG = Polyethylenglykol)
und dann mit einer Cholesteroleinheit substituiert, die als
Lipidanker durch hydrophobe Wechselwirkungen an biolo-
gische Membranen binden kann. Dies f�hrte zu den Peptiden
CPE und CPK (Schema 1 A).[13] Die PEG-Kette wurde als
Abstandhalter eingef�hrt, um eine effiziente Wechselwirkung
der komplement�ren Peptide zu gew�hrleisten. Vor kurzem
konnten wir bereits zeigen, dass micellare Lçsungen der
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Peptide CPE oder CPK spontan in die Membran von Lipo-
somen insertieren.[13]

In der vorliegenden Studie wurden die Zellmembranen
von CHO-Zellen (CHO = Chinese hamster ovarian) und von
Zebrafischembryonen mit den Coiled-Coil-bildenden Pepti-
den durch die Zugabe micellarer Lçsungen von entweder
CPE oder CPK modifiziert. Dies f�hrte zur spontanen Ver-
ankerung dieser Amphiphile in die Membranen, was in An-
wesenheit des komplement�ren Peptids zur Bildung eines
Heterodimers f�hrte. Dieses System ermçglicht das Ando-
cken einer Vielzahl von molekularen Strukturen (Schema 1B
und C).

In einem ersten Versuch wurde zun�chst �berpr�ft, ob der
Cholesterol-Anker in die Zellmembran von CHO-Zellen in-
sertiert werden kann. Hierzu wurde das mit Carboxyfluores-
cein markierte Peptid CPE (5 mm) zu den Zellen gegeben und
f�r einige Minuten inkubiert. Konfokalmikroskopie zeigte,
dass alle Zellmembranen eine starke gr�ne Fluoreszenz auf-
wiesen, was auf eine Bindung der Cholesteroleinheit des
Peptids in die Biomembran hinweist (Abbildung 1). �berra-
schenderweise wurde auch eine Internalisierung des CPE in
die Zellen nachgewiesen, was in �bereinstimmung mit den
Beobachtungen von Irvine et al. ist, die ein Dialkyllipid (C18)
und Cholesterol zur Verankerung von Oligonukleotiden
nutzten.[14] Diese lipidierten Oligonukleotide konnten nach
einer Inkubationszeit von etwa 30 min in der Membran ver-
ankert werden, wohingegen unsere lipidierten Peptide CPE
und CPK in weniger als 5 min eine �hnliche Distribution
zeigten. Eine Erkl�rung hierf�r ist der st�rkere anionische
Charakter der Oligonukleotide, der zu einer elekrostatischen
Abstoßung durch die negativ geladene Membran f�hren

kann. Weiterhin wurde beobachtet, dass die Einf�hrung einer
langen PEG-Gruppe (PEG24) zwischen den Oligonukleotiden
und dem Lipidanker zu einer verminderten Aufnahme in die
Biomembran f�hrte. Die von uns verwendete PEG12-Einheit
zeigte keinerlei negativen Einfluss auf die Insertion der
Amphiphile.

Im n�chsten Schritt wurde untersucht, ob immobilisierte
Peptide an der Oberfl�che der CHO-Zellen weiterhin f�r die
Bildung von Coiled-Coils mit den komplement�ren Peptiden
zug�nglich sind. Hierzu wurden die Zellen 5 min mit CPK
inkubiert, gefolgt von einem Waschvorgang mit HBSS-Puffer
(Hank�s balanced salt solution), um ungebundene, freie
Amphiphile zu entfernen. Im Anschluss wurden die Zellen
10 min mit dem fluoreszierenden Peptid E (2.5 mm Endkon-
zentration) inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden
konfokalmikroskopische Aufnahmen angefertigt, die ein-
deutig eine gr�ne Fluoreszenz in den Zellmembranen auf-
zeigten (Abbildung 2). Als Kontrolle wurde das zuvor be-
schrieben Experiment wiederholt, jedoch wurde das amphi-
phile Peptid CPK weggelassen, und es wurde daraufhin keine
signifikante Fluoreszenz in den Zellmembranen beobachtet
(Hintergrundinformationen, Abbildung S1).

Diese Beobachtungen bewiesen klar die effiziente Bil-
dung von Coiled-Coils zwischen dem membrangebundenen
Peptid K und Peptid E. Weiterhin kann auch die umgekehrte
Route gew�hlt werden, bei der zun�chst Peptid E immobili-
siert wird und mit Peptid K inkubiert wird. Diese Herange-
hensweise f�hrte zu vergleichbaren Ergebnissen (Abbil-
dung S2). Auch wurde in beiden Experimenten eine Inter-
nalisierung der lipidierten Peptide beobachtet, was deutlich
zeigt, dass sowohl CPE als auch CPK die Eigenschaft haben
die CHO-Zellmembran zu funktionalisieren.

Im Gegensatz dazu hatten Matsuzaki et al. in einer Pro-
tein-Engineering-Studie gefunden, dass eine Bildung der
Coiled-Coils nur mçglich ist, wenn Peptid E membran-
gebunden ist, jedoch nicht umgekehrt.[15] Weiterhin erlaubt
unser System mçglicherweise die Modifizierung von Zell-
membranen verschiedener Zelllinien, ohne die Membran-
proteine durch komplizierte experimentelle Protokolle ver-
�ndern zu m�ssen. Dar�ber hinaus ist unsere supramoleku-

Schema 1. A) Aufbau der lipidierten Peptide E und K, eines CPE-deko-
rierten Liposoms und des fluoreszenzmarkierten Peptids E. B) Veran-
kerung von CPE in die CHO-Zellmembran und Bildung des Coiled-
Coil-Bindungsmotivs mit dem fluoreszenzmarkierten Peptid E oder mit
CPE-dekorierten Liposomen. C) Verankerung von CPE in die Zellmem-
bran von Zebrafischembryonen und Bildung des Coiled- Coil-Bindungs-
motivs mit dem fluoreszenzmarkierten Peptid E oder mit CPE-deko-
rierten Liposomen. (Die Abbildung zeigt nicht die tats�chlichen Grç-
ßenverh�ltnisse.)

Abbildung 1. Konfokalmikroskopie von CHO-Zellen. Die Zellen wurden
mit dem Zellkernfarbstoff Hoechst 30 min inkubiert und anschließend
mit dem fluoreszierenden amphiphilen Peptid CPE bei 37 8C inkubiert.
A) 0 min und B) 10 min nach der Zugabe von CPE (5 mm effektive Kon-
zentration). Der Einschub ist ein vergrçßerter Auschnitt von (B) und
zeigt eine schwache Internalisierung des Lipopeptids. Skalenbalken:
25 mm.
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lare Methode schnell und effektiv, da die erforderlichen
Peptide in einem Tag hergestellt werden kçnnen, und sie ist
somit signifikant schneller als ein Protein-Engineering von
Membranproteinen.

Diese Vorversuche haben klar demonstriert, dass Inku-
bieren mit einem Cholesterol-substituierten Peptid und dem
entsprechenden komplement�ren Peptid zur Bildung von
Coiled-Coils an der Oberfl�che von CHO-Zellen f�hren
kann. Dieses System ermçglicht das Andocken verschie-
denster Molek�le und Nanopartikel an die Zellen. Vor
kurzem wurde gezeigt, dass Liposomen einer Grçße von
100 nm mithilfe dieses Systems auf Glas und Siliciumober-
fl�chen immobilisiert werden kçnnen.[16]

Daher war es von großem Interesse, ob auch Liposomen
�ber ein Coiled-Coil-Bindungsmotiv an die Oberfl�che von
Zellen andocken kçnnen. Hierzu wurde anstelle eines fluo-
reszierenden Peptids ein in fluoreszierenden Liposomen
eingebundenes komplement�res Peptid eingesetzt (Abbil-
dung 2). Nach der Membranfunktionalisierung mit CPK
wurden die CHO-Zellen mit fluoreszierenden Liposomen
(1 Mol-% DHPE-TR (Texas Red/1,2-Dihexadecanoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamin) und 1 Mol-% CPE) 5–
10 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden kon-
fokalmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Die Bilder
zeigen klar einen Fluoreszenzanstieg in den Zellmembranen
und eine partielle Internalisierung. Zur Kontrolle wurde in
einem �quivalenten Experiment das membrangebundene
CPK weggelassen. Es konnte keine signifikante Fluoreszenz
nachgewiesen werden. (Abbildung S3). Dieses Experiment
zeigte eindeutig, dass große supramolekulare Strukturen
mithilfe eines orthogonalen nichtkovalenten Coiled-Coil-

Bindungsmotiv an Membranen in einer In-vitro-Umgebung
angebunden werden kçnnen.

Diese Beobachtungen ermçglichen weitere Untersu-
chungen wie biophysikalische Studien und pharmazeutische
Forschung. So besteht die Mçglichkeit, modifizierte Zellen in
Tiere zu injizieren, was zu einem zellbasierten Therapieansatz
f�hren kçnnte.[17] Vorklinische Studien werden bençtigt, um
Innovationen vom Laboreinsatz hin zur klinischen Anwen-
dung zu bringen. Aktuelle Restriktionen bez�glich der An-
wendung von Tierversuchen f�hrten zur Verwendung von
Zebrafischen als alternatives Tiermodell f�r medizinische
Untersuchungen. Zebrafische schlagen die Br�cke zwischen
zellbasierten Ans�tzen und Tiermodellen.[18] Aufgrund der
geringen Kosten, der optischen Transparenz und der hohen
Reproduzierbarkeit stellen Zebrafischembryonen ein geeig-
netes System zur Entwicklung von Wirkstofftransporten f�r
verschiedenste menschliche Krankheiten dar.[19]

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob unser Coiled-
Coil-System auch in Zebrafischembryonen funktioniert.
Soweit wir wissen, wurde die Modifikation der Membran von
Zebrafischen bisher noch nicht untersucht (Schema 1C).
Eint�gige Zebrafischembryonen wurden mit CPE in Eiwasser
inkubiert. In einem zweiten Schritt wurde mit dem fluores-
zenzmarkierten Peptid E weitere 30 min inkubiert, dreimal
gewaschen und dann mikroskopisch untersucht. Es wurde
eine signifikante Fluoreszenz an der Oberfl�che der Zebra-
fische beobachtet, was auf eine spezifische Coiled-Coil-Bil-
dung in vivo hinweist. Ein Kontrollexperiment ohne CPK
zeigte keine signifikante Fluoreszenz (Abbildung S4). Diese
Beobachtungen belegen eindeutig, dass CPK effizient in die
Zebrafischmenbran eingelagert wird und f�r die Bildung
eines Coiled-Coils zur Verf�gung steht.

Interessanterweise wurde eine Funktionalisierung des
gesamten Zebrafischembryos beobachtet. Dies ist darin be-
gr�ndet, dass die Epidermis des Zebrafischembryos aus-
schließlich aus lebenden Zellen besteht und keine toten ke-
ratisierten Zellen vorhanden sind.[20]

Entsprechend der In-vitro-Experimente wurde versucht,
die Reihenfolge der Peptide umzukehren. So wurde zun�chst
mit CPE inkubiert, gefolgt vom fluoreszenzmarkierten Peptid
K. Interessanterweise wurde bei dieser Reihenfolge keine
signifikante Fluoreszenz beobachtet, was mit den zellbasier-
ten Experimenten kontrastiert. Zu erkl�ren ist dieses Ver-
halten mit einer anderen Zusammensetzung der Fischmem-
bran, von der bekannt ist, dass sie grçßere Mengen an
mehrfach unges�ttigten Fetts�uren enth�lt,[21] die das positiv
geladene Peptid K gegen�ber Peptid E bevorzugen. Jedoch
sind weitere Untersuchungen notwendig, um das unter-
schiedliche Verhalten der Peptide E und K in CHO-Zellen
und an der Oberfl�che von Zebrafischen genauer zu verste-
hen.

Als finales Experiment wurde untersucht, ob ein Ando-
cken von Liposomen an die Oberfl�che von Zebrafischem-
bryonen in gleicher Weise wie auch f�r die CHO-Zellen
mçglich ist. 2 Tage alte Embryonen wurden selektiert und
zun�chst 30 min bei 34 8C mit CPE inkubiert. Nach dieser
Zeit wurden die Embryonen gewaschen und 30 min mit CPE-
dekorierten fluoreszierenden Liposomen inkubiert (0.25 mm

Gesamtlipidkonzentration mit 1% CPE und 1% DHPE-TR).

Abbildung 2. A–C) Konfokalmikroskopische Aufnahmen (A: Lichtmi-
kroskopie, B: Fluoreszenz, C: �berlagerung), die die Bildung von
Coiled-Coils zwischen Peptid E und K an der Oberfl�che von CHO-
Zellen verdeutlichen. Zun�chst wurde CPK in einer Endkonzentration
von 5 mm in HBSS zu den CHO-Zellen gegeben und f�r 5 min inku-
biert, gefolgt vom fluoreszenzmarkierten Peptid E (2.5 mm Endkonzen-
tration) und einer weiteren Inkubation f�r 5 min. Nach dreimaligem
Waschen wurden die Bilder bei 37 8C aufgenommen. Skalenbalken:
50 mm. D–F) Konfokalmikroskopische Aufnahmen (D: Lichtmikrosko-
pie, E: Fluoreszenz, F: �berlagerung), die das Andocken von Liposo-
men an die Oberfl�che von CHO-Zellen verdeutlichen. Zun�chst wurde
CPK in einer Endkonzentration von 5 mm in HBSS zu den CHO-Zellen
gegeben und f�r 5 min inkubiert, gefolgt von CPE-dekorierten Liposo-
men (0.25 mm Gesamtlipidkonzentration und 1% CPE und 1% DHPE-
TR). Alle Experimente wurden bei 37 8C durchgef�hrt. Skalenbalken:
25 mm.
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Mikroskopische Aufnahmen zeigten eine starke Fluoreszenz
an der Zebrafischmembran, was deutlich auf die Bindung der
Liposomen und die Bildung des entsprechenden Coiled-Coil-
Bildungsmotives hinweist (Abbildung 3D–F). Kontrollexpe-
rimente ohne CPK zeigten keine Fluoreszenz, was auf die
Abwesenheit von Liposomen hinweist (Abbildung S5).

Zebrafische wurden als Modell f�r Studien einer Vielzahl
infektiçser Krankheiten verwendet.[22] Der hier beschriebene
Ansatz ermçglicht zuk�nftige Studien, in denen infizierte
Zebrafische mit therapeutischen Liposomen auf einer su-
pramolekularen Ebene therapiert werden kçnnen. Liposo-
men bestehen aus sowohl hydrophoben als auch hydrophilen
Regionen, die eine Vielzahl von Einschlussmçglichkeiten von
Wirkstoffen ermçglichen. Diese kçnnten somit als Transpor-
ter in Zebrafischembryonen verwendet werden. Zuk�nftige
Studien werden ein Screening verschiedenster Wirkstoffe
beinhalten, um ihren Einfluss auf eine große Anzahl von
Krankheiten zu untersuchen.[23] Weiterhin ist es mçglich, eine
grçßere In-vivo-Selektivit�t in unser Modellsystem einzu-
f�hren. Beispielsweise kçnnten Aptamere kovalent an das
lipidierte Peptid gekuppelt werden, oder es kçnnten ge-
mischte Micellen (CPK + lipidiertes Aptamer) verwendet
werden, um die Zell- und Organselektivit�t zu erhçhen. Eine
technische Alternative w�re die Verwendung von automati-
sierten Mikroinjektionen der lipidierten Peptide oder der
gemischten Micellen in die Zebrafischembryonen oder in die
Hauptblutgef�ße.[24]

Zusammenfassend haben wir ein allgemeines System f�r
die schnelle und effektive Funktionalisierung von Zellen und
Zebrafischembryonen entwickelt. Durch die Verwendung
eines orthogonalen Coiled-Coil-bildenden Peptidpaares war
es mçglich, die Oberfl�che von Zellen und Zebrafischen zu
funktionalisieren. Die Methode ermçglicht das Andocken
einer Vielzahl von Materialien in hoher lokaler Konzentra-
tion, wie durch das Anlagern von Liposomen in vitro und
in vivo gezeigt wurde. Das hier beschriebene System stellt
eine elegante und schnelle Methode zur supramolekularen
Funktionalisierung von Biomembranen und zum Wirkstoff-

transport dar. Weiterhin ermçglicht es weitere biophysikali-
sche Studien von biologischen Prozessen an Membranen.
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4306; b) H. Gradišar, S. Božič, T. Doles, D. Vengust, I. Hafner-
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