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Abstract: Das Nachbilden der Bindungsepitope von Protein-
Protein-Wechselwirkungen mithilfe kleiner Peptide ist wichtig
bei der Entwicklung modularer biomimetischer Systeme. Hier
beschreiben wir eine Strategie zum Design solcher bioaktiver
Peptide, ohne dass Strukturdaten des Proteinkomplexes be-
notigt werden, und weisen den Effekt der Inkorporierung sol-
cher Adhdsionssequenzen in komplexen Biomaterialsystemen
nach. Dazu wurde die hochrepetitive Struktur von Decorin
analysiert. Fiir dessen innere sowie dufsere Oberfliche wurden
reprdisentative Peptide identifiziert und synthetisiert. Nur Pep-
tide auf Basis der inneren Oberfliche binden an Kollagen. Das
Peptid mit der hochsten Bindungsaffinitdt fiir Kollagen [ fiihrte
zu einer geringeren Diffusionsgeschwindigkeit eines gekup-
pelten Farbstoffs in einem Kollagengel. Dimere des Peptids
ermoglichten eine physikalische Vernetzung von Kollagen,
wodurch der Speichermodul eines Gels stark erhoht werden
konnte. Dies belegt das Potenzial der Peptide fiir das Design
von Biomaterialien fiir die regenerative Medizin.

Ein detailliertes Verstdndnis von wesentlichen biologischen
Interaktionen wie Protein-Protein-Wechselwirkungen bei
Zell-Matrix-Kontakten, der makromolekularen Organisation
der extrazelluldren Matrix (EZM) sowie der Pathogenese von
Erreger-induzierten oder degenerativen Erkrankungen bildet
die Grundlage, um diese Interaktionen bei der Entwicklung
von Biomaterialien und Wirkstoffen zu nutzen." Bisher ba-
siert die Identifizierung von Adhisionssequenzen fiir An-
wendungen in Biomaterialien hiufig auf Zufallsmethoden
wie der Phagen-Display-Strategie” oder auf einem Versuchs-
und-Irrtums-Ansatz durch Screening von Sequenzen aus
Komponenten der EZM.P! Im Unterschied dazu sind bei der
Wirkstoffentwicklung rationale Methoden fest etabliert, die
Strukturinformationen von Komplexen der Bindungspartner
nutzen. Computer-gestiitzte Analysen und experimentelle
Methoden konnen dann bei der Identifizierung der Bin-
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dungsepitope helfen.! Dieser Ansatz wird hier auf das ra-
tionale Design Kollagen-bindender Peptide mit Relevanz fiir
Biomaterial-Anwendungen {iibertragen. Trotz der erhebli-
chen Fortschritte in der medizinische Chemie, chemischen
Biologie und Biochemie greifen Biomaterialwissenschaftler
interessanterweise bisher nur auf wenige Motive fiir biomi-
metisches Design zuriick, so z. B. auf RGD-Peptide oder en-
zymatisch spaltbare Peptide.”! Es werden jedoch Motive mit
groflerer Diversitdt und Spezifitit bendtigt, um neuartige
Materialfunktionen wie eine zellspezifische Bindung oder
eine molekulare Strukturierung von Polymeren® #hnlich der
EZM™ zu realisieren. Die EZM ist ein Hydrogel, das durch
reversible supramolekulare Bindungen zusammengehalten
wird, wobei Kollagen der Hauptproteinbestandteil der EZM
ist. Die rdumliche Ausrichtung des Kollagens in der EZM
wird durch Decorin, ein kleines Proteoglycan mit Leucin-
reichen Wiederholungseinheiten (leucine rich repeats, LRR),
mitorganisiert. Decorin bindet an Kollagenfasern und kon-
trolliert in der EZM die Faserbildung,® deren genauer Me-
chanismus bisher nicht bekannt ist."”

Hier wird das rationale Design von Peptiden, die die
beiden gegensitzlichen Seiten des hufeisenférmigen Decorins
repriasentieren, genutzt, um das Bindungsepitop einzugren-
zen (Abbildung 1A). Das Peptid mit der hochsten Bin-
dungsaffinitit zu Kollagen I wurde daraufhin als spezifische
Adhisionssequenz verwendet, und zwar einerseits durch
Konjugation mit Fluorescein als Modellwirkstoff und ande-
rerseits als Dimer, das als physikalischer Vernetzer wirkt. Der
hier verfolgte Ansatz, 1) eine biologisch wichtige Interaktion
zwischen zwei Makromolekiilen zu analysieren und zu ver-
stehen, daraus 2) ein spezifisches Bindungsepitop abzulei-
ten!"”! und 3) das Bindungsepitop zum Design einer Funktion
in einem Material einzusetzen, kann als allgemeingiiltige
Strategie fiir das biomimetische Design von Materialien
dienen.

Decorin besteht aus einem Proteinteil, der aus 12 LRRs
aufgebaut ist.”! Jede der Wiederholungseinheiten enthilt
etwa 24 (21-30) Aminoséduren. Decorin ist mit drei N-Gly-
canen funktionalisiert und enthélt dariiber hinaus eine Gly-
cosaminoglycan-Kette nahe dem N-Terminus."'! Die Ront-
genkristallstruktur des Decorins (pdb-Eintrag 1XKU; Ab-
bildung 1 A, T) zeigt parallele p-Faltblattstrukturen auf der
konkaven Oberfliche (innere Oberfliche, 10). Die konvexe
Oberfliche (duBere Oberfliche, AO) weist 3;,-Helices, Po-
lyprolin-II-Helices und kurze (-Stringe oder ungeordnete
Sequenzen auf."? Homologie-Modeling und Dockingstudien
lassen darauf schlieBen, dass Decorin mit seiner IO an Kol-
lagen bindet.™™ Diese Vermutung wurde durch Mutations-
studien gestiitzt, in denen Anderungen der IO zum Verlust
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Abbildung 1. A) Decorin (griin) tragt zur raumlichen Organisation von Kollagen-I-Fasern in der EZM bei. Konsensussequenzen der 10 (rot, gelbe
Box) und der AO (blau, rote Box) des Decorins (I) wurden identifiziert. Reprisentative Peptide (Ila, IIb) wurden synthetisiert und auf ihre Bin-
dungsaffinitit zu Kollagen untersucht. Eine stark bindende Peptidsequenz (Ila) wurde kovalent mit einem Farbstoff verkniipft oder dimerisiert
(1), um so einen makroskopisch wirksamen Effekt zu erzielen. B) Alignment der Peptidsequenzen der 10 und der AO. Die Balken unterhalb des
Buchstabencodes zeigen die vorhergesagten Sekundérstrukturen der Peptidsequenzen an (rote Pfeile=f-Faltblatt, blaue Linien=a-Helices). Die
farbig hervorgehobenen Buchstaben korrespondieren mit der Sekundirstruktur in der Réntgenstruktur (rot=f-Faltblatt, blau = a-Helices).
Rahmen weisen auf das Streichen von Aminoséuren bei der Entwicklung der Konsensussequenzen (CS, unterer Rand) hin.

der Kollagenbindung fiihrten."" Interessanterweise ist die TO
auch an der Dimerisierung von Decorin beteiligt.'”) Wegen
der sich wiederholenden Sequenzen der einzelnen Loops ist
es wahrscheinlich, dass mehrere Wiederholungseinheiten zur
Bindung an Kollagen beitragen und/oder dass die Bindungs-
affinitdt durch Rebinding-Effekte verstdarkt wird. Unsere
Strategie (Abbildung 1 A) bestand darin, zunichst die Kon-
sensussequenzen fiir die I0- und AO-Wiederholungseinhei-
ten zu identifizieren, anschlieBend Peptide zu synthetisieren,
die fiir die Konsensussequenzen représentativ sind, und in der
Folge die Bindungsaffinitit der Peptide zu Kollagen zu
quantifizieren, um so die Bindungsepitope zu bestimmen.
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Decorin wurde anhand der Rontgenstruktur in eine 10
und eine AO unterteilt, um das lokale Alignment der Wie-
derholungseinheiten durchfithren zu kénnen. Die sich nicht
wiederholenden Peptidsequenzen der N- und C-Termini
wurden dabei nicht beriicksichtigt.'”! Die Wiederholungsse-
quenz der IO besteht aus neun Aminosduren, die den gro-
Beren Teil der allgemeinen LRR-Konsensussequenz
(LxxLxLxxNxL) umfassen, die an verschiedenen Protein-
Protein-Wechselwirkungen beteiligt ist."") Die AO-Sequen-
zen waren 12-21 Aminoséduren lang. Das durchgefiihrte ma-
nuelle Alignment der Peptidsequenzen beruhte auf einer
Kategorisierung der Aminosdureseitenketten als hydrophob
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(V,L, I, F, W, M, C), hydrophil (G, A, S, T, o]
Q, N, P, Y), sauer (D, E) oder basisch (K,
H, R). Diese Einteilung folgt den Beob-
achtungen von Rose et al.,l”! beriicksich-
tigt jedoch auch Ladungen. Die Frequenz- o
analyse der Aminosiure(kategorien) an
den einzelnen Positionen ergab die Kon-
sensussequenzen fir die IO und die AO
(Abbildung 1B). Entscheidungen iiber die |2
Insertion von Leerstellen in Peptidse-
quenzen mit weniger als 15 Aminosduren
oder Streichen von Aminosduren in den
Wiederholungseinheiten mit mehr als
15 Aminosduren (Abbildung 1B) wurden
auf Grundlage der Rontgenkristallstruktur
getroffen (Abbildung 1 A, I). Peptide, die
die Konsensussequenzen der IO und der
AO reprisentieren (Tabelle 1), wurden
nun durch Mikrowellen-unterstiitzte Fest-
phasensynthese (Abbildung 2) mit einem
Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Ver-
fahren hergestellt und per Umkehrphasen-
(RP)-HPLC gereinigt (Reinheit aller Pep-
tide >95%). Das korrekte Molekularge-
wicht der synthetisierten Peptide wurde
mit MALDI-TOF-MS bestétigt. Die Pep-
tide wurden weiterhin mit TOCSY-,
NOESY- und HSQC-NMR-Spektroskopie charakterisiert.!'*!
Die Bindung der Peptide an Kollagen wurden mittels
Oberflichenplasmonenresonanz  (SPR) studiert (Abbil-
dung 3). Die Peptide oder Decorin (aus Rindergelenkknor-
pel) wurden in unterschiedlichen Konzentrationen iiber einen
Biacore-CM5-Chip geleitet, auf dem 4000 RU Rinderkolla-
gen ] immobilisiert war. Die Dissoziationskonstanten Kp,
wurden durch einen Angleich der Kurven an ein 1:1-Bin-

Fmoc
SNH

 —

Tabelle 1: Ubersicht iiber die synthetisierten Peptide 101-6 und AO1/2,
ihre vorhergesagten Sekundarstrukturen sowie die ermittelten Disso-
ziationskonstanten fiir die Bindung zu immobilisiertem Kollagen | (be-
stimmt per SPR)."

Analyt Ko ko Ko
[Imol's™ [s7 [M]
Decorin 2465 8x107° 3.5x10°
LTELRLSNN
101 L — k.B.f. k.B.f. k.B.f.
LSELRLHEN
102 : : 3.0 1x10*  3.4x10°°
LTELHLDNN
103 . : 2.7 4x10*  1.6x10°*
LSELRLHNN
104 ; 3 ‘ 22 5x107°  2.2x107*
LSELRLHAN » >
105 — . 6.6 1x10 1.9x10
LRELHLNNN » o
106 EE— 15300 3x10 1.7x10
KITKVEAASLKGLNN
AOl —— k.B.f. k.B.f. k.B.f.
KITKIEGAFAKNLNN
AC? — k.B.f. k.B.f. k.B.f.

[a] Rote Pfeile: B-Strang, blaue Linien: a-Helices, k.B.f.: keine Bindung
festgestellt. Werte wurden unabhingig gerundet.
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Abbildung 2. Synthese der Peptide |01-6 und AO1/2 sowie des propionylierten Peptides 1;
Synthese des Peptid-Fluorescein-Adduktes 4 und des dimeren Peptides 6. i) 20% (v/v) Pipe-
ridin in NMP; ii) 10 Aquiv. DIPEA, 5 Aquiv. PyBop, 5 Aquiv. Fmoc-Aminosaure-OH; iii) 10%
(v/v) Ac,0 in NMP; iv) TFA/TIPS/H,0 95:2.5:2.5 (v/v); v) 10 Aquiv. DIPEA, 5 Aquiv. PyBop,
5 Aquiv. Propionsaure; vi) 5-Azidopentansaure, EDC; vii) 1 und CuCl in PBS; viii) 2 Aquiv.

1 und CuCl in PBS. EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, DIPEA = Di-
isopropylethylamin, FI-NH,=5-Aminofluorescein, NMP = N-Methylpyrrolidon, PBS = Phos-
phat-gepufferte Natriumchloridlésung, PyBop = Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoni-
um-hexafluorophosphat, TFA =Trifluoressigsiure, TIPS =Triisopropylsilan, Trt="Trityl.

dungsmodell bestimmt (K, = kq/k,,). Fiir Kollagen wurden
mehrere Epitope mit unterschiedlichen Bindungskonstanten
fiir die Bindung an Decorin beschrieben. Daher gibt das im
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-5 T T T T T 1
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tls —
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0 -y 01mM
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Abbildung 3. SPR-Graphen von A) Decorin und B) 106 zeigen eine

konzentrationsabhingige Bindung zu immobilisiertem Kollagen I.
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Einklang mit der Literatur! genutzte 1:1-Modell eine ge-
mittelte Bindungsaffinitit wieder. Der Kp-Wert fiir Decorin
und Kollagen war im unteren nanomolaren Bereich (3.5 x
10~°m) wie in der Literatur beschrieben,” wihrend die K-
Werte der Peptide abgeleitet von der 10 des Decorins im
Bereich von 170 nm bis 220 um lagen (Tabelle 1). Die kyy-
Werte der bindenden Peptide befanden sich alle bei 5x 107
bis 1 x 10~*s7!, wihrend die k,,-Werte stirker variierten. Von
den untersuchten Peptiden zeigte 106 die niedrigste Disso-
ziationskonstante fiir die Bindung zu Kollagen I. Diese Se-
quenz enthélt das Motiv RELH. Dieses wurde als mogliche
Komplementédrsequenz zu GDRGE beschrieben, einer Se-
quenz, die in der al-Kette der Kollagene I, II und III vor-
kommt.['¥! Ein wichtiges Resultat der SPR-Experimente war,
dass mit nur einer Ausnahme alle untersuchten Peptidse-
quenzen der IO starke Bindung an Kollagen I zeigten, wih-
rend die Peptide der AO keine Bindung aufwiesen.

Im nidchsten Schritt wurden Experimente durchgefiihrt,
die die molekulare Erkennung der Peptide und des Kollagens
in Biomaterial-Anwendungen demonstrieren sollten. Zu-
ndchst wurde 106, das von den betrachteten Peptiden den
niedrigsten Kp-Wert fiir die Bindung zu Kollagen I zeigte,
kovalent an einen Farbstoff gebunden. Dies wurde durch die
Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition von propi-
onyliertem 106 (1; Abbildung 2) mit N-(5'-Azidopentanoyl)-
5-aminofluorescein unter Bildung von 4 erreicht. Eine wiss-
rige Losung von 4 wurde in ein Kollagengel injiziert (Abbil-
dung 4 A). Als Kontrollen wurden einerseits 4 in einem
Hyaluronangel und andererseits die physikalische Mischung
von Peptid und Flurosceinamin sowie von Fluoresceinamin
alleine in Kollagengelen untersucht. Die Diffusion wurde mit
einem Digital Imaging System (UVP) verfolgt. Die Diffusion
von 4 war dabei signifikant langsamer in Kollagen als in
Hyaluronan und ebenfalls langsamer als die von Fluores-
ceinamin (mit oder ohne freies Peptid). Dies belegt, dass die
N-terminale Funktionalisierung des Peptides die molekulare
Erkennung von Kollagen nicht behindert. Dariiber hinaus
verlief die Freisetzung von 4 aus einem Kollagengel in eine
wissrige Phase langsamer als diejenige von freiem Fluores-
ceinamin, wie Studien in einem Glaskammermodell mit de-
finierter GroBe der Grenzflache zeigten (siche Abbildung S2
der Hintergrundinformationen). Da beide analysierten Ver-
bindungen — Farbstoff und Farbstoff-Peptid-Konjugat — ein
Molekulargewicht von < 2 kDa aufweisen und somit die freie
Diffusion in Kollagengelen gegeben ist,”!! kann die verlang-
samte Freisetzung der Peptid-vermittelten Bindung des
Konjugates an die Kollagenmatrix zugeordnet werden. Daher
konnen die hier vorgestellten Peptide moglicherweise fiir eine
verzogerte Freisetzung bioaktiver Substanzen genutzt
werden. !

Weiterhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein
Peptiddimer als physikalischer Vernetzer zwischen Kolla-
genstrdngen agieren und so den Speichermodul von Kolla-
gengelen erhohen kann. Dazu wurde das IO6-Dimer 6 durch
Reaktion von 1 mit 4,4'-Diazidostilben-2,2’-disulfonsdure-
Dinatriumsalz (Abbildung 2) hergestellt. Rheologische Un-
tersuchungen von Kollagengelen mit dem Dimer (Abbil-
dung 4B) zeigten erhohte Speicher- und Verlustmoduln als
bei reinem Kollagen oder Mischungen aus Kollagen und 1.
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Abbildung 4. Untersuchung der Eignung des Peptides 106 fiir die Ver-
ringerung der Diffusion von Sonden in einem Kollagengel sowie des
106-Dimers fur die Erhéhung des Speichermoduls eines Kollagengels.
A) Diffusionsversuch in Hyaluronan(HA)- und Kollagen(Col)-Gelen. 1:
Propionyliertes 106, 2: Fluoresceinamin, 4: propionyliertes 1, gekup-
pelt an 2. Mafdstabsbalken: 1 cm. B) Rheologisches Verhalten eines
Kollagengels (hellgrau, =), eines Kollagengels, gemischt mit propiony-
liertem 106 (1) (dunkelgrau, m), sowie eines Kollagengels, gemischt
mit dem 106-Dimer 6 (schwarz, m). Das Bild zeigt ein Kollagengel
(links, hellgraue Kurve) und ein Kollagengel, gemischt mit dem Dimer
(rechts, schwarze Kurve); Durchmesser der Glasschalen =4 cm.

Dies kann unter Bestédtigung der oben genannten Hypothese
darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Dimere tatsédchlich als
Vernetzer des Kollagens wirken. Solche Effekte konnen von
Interesse fiir die Einstellung der mechanischen Eigenschaften
von Hydrogelen sowie fiir die Erth6hung von Gewebestabili-
tit sein. Als Kontrollexperiment (siche Hintergrundinfor-
mationen und Abbildung S1) wurde das Propionsdureaddukt
von 4,4'-Diazidostilben-2,2'-disulfonsdure ohne Peptidanteil
einem Kollagengel zugesetzt. Dies fiihrte nicht zu einer An-
derung des maximalen Speichermoduls des Gels, sodass aus-
geschlossen werden kann, dass das konjugierte aromatische
System als Vernetzer wirkt. Dementsprechend stiitzen die
rheologischen Experimente die Hypothese, dass die Verstar-
kung der Kollagengele auf dem Effekt der Peptidsequenzen
beruht.

Fazit: Die Entwicklung der Konsensussequenzen aus
einem Protein mit einer sich stark wiederholenden Sequenz
ermoglichte die Identifizierung von Adhésionspeptiden mit
Relevanz als Bindungsepitop in Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen. Mithilfe dieser Sequenzen lieB3en sich funktionale
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Biomaterialsysteme realisieren, die auf einer molekularen
Erkennung geméfl biomimetischen Konzepten beruhen.
Dariiber hinaus konnten experimentelle Belege fiir das Bin-
dungsepitop fiir die Anbindung von Decorin an Kollagen
erlangt werden. Die vorgestellte Strategie der Identifizierung
von Adhésionspeptiden wird vermutlich am effizientesten bei
Proteinen mit hochrepetitiver Struktur anwendbar sein; falls
jedoch Strukturinformationen iiber einen biologisch rele-
vanten Proteinkomplex zugénglich sind, wird der hier ver-
folgte Transfer von Methoden des Wirkstoffdesigns auf die
Biomaterialwissenschaften auch dariiber hinausgehend mog-
lich sein. Die vorgestellten Beispiele fiir Materialfunktionen,
d.h. die Einstellbarkeit der mechanischen Eigenschaften
weicher Hydrogele sowie die verldngerte lokale Retention
bioaktiver Substanzen, sind hochrelevant fiir Anwendungen
in der regenerativen Medizin. Die hier vorgestellte, generelle
Strategie zur Identifizierung bioaktiver Peptide kann den
Zugang zu Sequenzen fiir unterschiedliche Zielstrukturen
eroffnen.
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