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Vernetzte Polypeptide durch RAFT-vermittelte Polymerisation zum
kontinuierlichen Aufbau von Polymerfilmen

Nicholas J. Chan, Sarah Lentz, Paul A. Gurr, Shereen Tan, Thomas Scheibel,* und

Greg G. Qiao*

Abstract: Polypeptidbeschichtungen spielen aufgrund ihres
grofien biologischen Potentials eine wichtige Rolle in der
Oberflichenmodifizierung von Materialien. Da ihre Eigen-
schaften durch ihren strukturellen Aufbau mitbestimmt wer-
den, ist eine Kontrolle der Struktur durch entsprechende
Herstellungsstrategien notwendig. In diesem Artikel berichten
wir iiber eine einfache Methode zur prizisen Herstellung von
dicht vernetzten Polypeptidfilmen mit ungewdohnlich hoher f3-
Faltblatt — und Zufallskniuel Konformation durch eine
kontinuierliche Assemblierungspolymerisation (CAP, con-
tinuous assembly polymerization) mittels reversibler Addti-
tions-Fragmentierungs-Ketteniibertragungspolymerisation
(RAFT Polymerisation, reversible-addition-fragmentation
chain-transfer polymerization), kurz CAP-RAFT. CAP-
RAFT wurde bereits grundlegend mit methacryliertem Poly-
L-Lysin (PLLMA) und methacrylierter Poly-L-Glutaminsdu-
re (PLGMA) untersucht. Eine sorgfiltige Anpassung der
Methode fiihrte hier zu Filmen mit einer Schichtdicke von bis
zu 36.1+1.1 nm, die durch mehrfache Anwendung dieser
Strategie auf 94.9+8.2 nm erhoht werden konnte. PLLMA-
und PLGMA-Filme wiesen iiberraschenderweise bis zu 30—
50 % Zufallskndiuel Konformation auf. Durch den enzymati-
schen Abbau mit einem Protease-Mix, der Proteasen im
Wundheilungsmileu reprisentiert, konnte das Potential diesen
Strukturen fiir Anwendungen im Wirkstofftransport und in
der Gewebeziichtung gezeigt werden.

Einleitung

Seit Jahrzehnten nutzen Wissenschaftler Oberflichenmodi-
fikationen durch Polypeptide in Gebieten der Biosenso-
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rik,['l Freisetzung von Wirkstoffen,” sowie in antifouling
und antimikrobiellen Anwendungen.”! Polypeptide kénnen
so modifiziert werden, dass sie anwendungsspezifische
chemische und physikalische Eigenschaften aufweisen, was
groBtenteils darauf basiert, dass sich ihre spezifischen
Aminosdurensequenzen in verschiedene wohldefinierte
Konformationen falten konnen, die Sekundirstrukturen
genannt werden.”! Somit sind das Design und die Manipu-
lation von Sekundirstrukturen (z.B. o-Helices, B-Faltblatt
und Zufallsknduel) wichtige Parameter fiir die Herstel-
lung.! Herkémmliche Techniken zur Herstellung von Be-
schichtungen und zur Filmbildung sind bereits gut etabliert
fiir Polypeptide, die durch N-Carboxyanhydrid-Ringoff-
nungspolymerisation (NCA-ROP) hergestellt werden, was
eine Moglichkeit bietet Polypeptidfilme durch Pfropfpoly-
merisation herzustellen./! Sowohl Grafting-to als auch graf-
ting-from Strategien fithren zu linearen Polymeren mit
einer an der Oberfliche verankerten Endgruppe.” Jedoch
sind Filme, die mit Hilfe von Pfropftechniken hergestellt
werden, in der Regel sterisch durch die Bindung eines
groB3en Molekiils an einer Oberfldche eingeschriankt. Filme,
die mittels Pfropfpolymerisation hergestellt worden sind,
sind schwer zu charakterisieren, da im System mehr als ein
Monomer vorhanden ist.” Grafting-through Strategien zie-
len darauf ab, diese Probleme zu verringern, indem Makro-
monomere mit polymerisierbaren Endgruppen anstelle von
monofunktionellen Monomeren verwendet werden, was zu
Filmen mit groBerer Schichtdicke und definierten Polymer-
biirsten fiihrt.”*® Basierend auf den Vorteilen, die sich aus
der Verwendung von grafting-through Methoden ergeben,
hat unsere Gruppe die Methodik der kontinuierlichen
Assemblierungspolymerisation (CAP) entwickelt, die in
einzigartigen, robusten und vernetzten Filmen resultiert."
Wie bei anderen grafting-through Techniken, benutzt
CAP Monomere mit einer polymerisierbaren Gruppe, je-
doch sind sie nicht auf eine einzelne Endgruppe beschrénkt,
was in einem Makrovernetzer resultiert, anders als bei den
herkommlichen grafting Methoden."”! Das Ergebnis ist ein
dichtes Polymernetzwerk, das einen robusten Film auf der
Substratoberfldche bildet, der oft eine Morphologie auf-
weist, die sich von den Morphologien der herkdmmlichen
grafting through Methoden unterscheidet. Diese Technik ist
so robust, dass einige Makrovernetzer mit dieser Technik
verwendet wurden, z.B. Polymere auf Polyethylenglykol
(PEG) - Basis,"! 2-Hydroxyethylacrylat (HEA) — Basis,”*9
und Polythiophen.” Diese Technik kann mit Makrovernet-
zern kombiniert werden, die bereits einzigartige Morpholo-
gien aufweisen. Makrovernetzer auf Polyrotaxan-Basis wur-
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den eingesetzt, um einen Film mit der dichten Vernetzung
von CAP-Filmen verbunden mit der Empfindlichkeit gegen-
iber Stimuli der “Wirt-Gast” Chemie eines Polyrotoxan-
Netzwerks auf Cyclodextrin-Basis herzustellen.'” Die Mor-
phologie, die durch CAP erreicht wird, und die grofle
Vielfalt an Makrovernetzern, die fiir dieses Verfahren geeig-
net sind, ermdglichen die Synthese von Filmen fiir eine
Vielzahl von Anwendungen.!'”"* Die Antibeschlageigen-
schaften eines PEG-basierten Films wurden mit dieser
Technik nachgewiesen, nachdem der Film Umgebungsbe-
dingungen von —20°C bis Raumtemperatur ausgesetzt wur-
de. Die Filme behielten ihre hohe Lichtdurchlissigkeit mit
einer relativ geringen Vernetzungsdichte.'""” Zusitzlich zu
einer bereits etablierten Datenbank von Vernetzern gibt es
eine Vielzahl von Techniken fiir CAP, die inzwischen
etabliert sind und verschiedene Herstellungsbedingungen
umfassen.’ Jiingst wurde eine neue Strukturierungsmetho-
de entwickelt, bei der das Material fiir die CAP durch
Mikrokontaktdruck mit einem Polymerstempel aufgebracht
wird." Neben des Fortschritts der Entwicklung von CAP
wurden weitere Polymerisationsmethoden wie ringéffnende
Metathesepolymerisation (ROMP)!">"! und radikalische Po-
lymerisation durch Atomtransfer (ATRP) inkludiert.!""
Grundsitzlich wirkt sich die Polymerisationsmethode auf-
grund mechanistischer Unterschiede auf die resultierenden
Filmeigenschaften aus, sodass CAP mit unterschiedlichen
Polymerisationstechniken verkniipft interessante Moglich-
keiten bietet. Bei einem durch blaues Licht initierten System
wurde ein Thiocarbamat als Photoiniferter verwendet, wo-
bei die Filmschichtdicke jedoch auf circa 5nm limitiert
war.” Die erzielbare Variabilitit der Eigenschaften, unter-
streicht Notwendigkeit der Nutzung der reversiblen Addi-
tions-Fragmentierungs-Ketteniibertragung  (RAFT)  als
CAP-Technik.

RAFT gilt als eine der robustesten und vielseitigsten
Techniken fiir die radikalische Polymerisation mit reversi-
bler Deaktivierung."” In einem RAFT Polymerisationssys-
tem wird die Polymerisation durch den degenerativen Ket-
tentransfer des Ketteniibertragungsagens (CTA, engl. chain
transfer agent) in Form einer Thiocarbonylthio-Verbindung,
bekannt als RAFT Agens (engl. RAFT agent) auf die
Polymerketten gesteuert, was zur sequentiellen Einfiigung
von Monomer Einheiten in das urspriingliche RAFT-Agens
fithrt.'**!! Die Initiierung beruht auf freien Radikalen,
daher gibt es zahlreiche Ansitze fiir die RAFT-Polymerisa-
tion, darunter die Initilerung durch Enzyme, thermische
Initiatoren oder die akustische Kavitation von Blasen im
System durch Ultraschall. Dennoch bieten lichtbasierte
RAFT-Techniken fiir eine oberflidcheninitierte Polymerisati-
on eine gute Moglichkeit, gepfropfte Polymere zu erhal-
ten.’*!7 Mithilfe unserer bereits entwickelten Techniken der
RAFT-Polymerisation!® und NCA-ROP,™ wurde das Po-
tenzial von CAP-RAFT weiterentwickelt und dabei Filme
auf Polypeptidbasis mit Sekundérstrukturmorphologien her-
gestellt, die durch das Herstellungsverfahren bestimmt wer-
den.

Diese Arbeit erweitert die Moglichkeiten, Polypeptid-
basierte Filme mit Blaulicht vermittelten CAP-RAFT unter
Zuhilfenahme von synthetischen Makrovernetzern auf Poly-
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peptidbasis herzustellen. Dies ist das erste Beispiel fiir die
Herstellung eines chemisch vernetzten Polypeptidfilms auf
der Basis von NCA-ROP mit préziser Kontrolle der Schickt-
dicke in einem Schritt, kontrollierten mehrschichtigen Struk-
turen mit angepasster Zusammensetzung und spezifischer
Sekundarstruktur, die sich auch aus der Herstellungstechnik
ergibt und nicht allein aus der Polypeptidsequenz. Der
Fotoinitiator Lithiumphenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphi-
nat (LAP) wurde in Verbindung mit zwei verschiedenen
Modell - RAFT Agentien verwendet. Ein Dithiobenzoat
und ein Trithiocarbonat, die unterschiedliche Kinetiken
aufweisen, wurden ausgewdihlt, um ihren Einfluss auf die
Filmbildung mit gleichméBiger Schichtdicke zu untersuchen.
Desweiteren untersuchten wir die Bedeutung des RAFT-
Agens in Losung, das in der Vergangenheit erforderlich war,
um Filme mit gleichméBiger Schichtdicke zu entwickeln,
und dessen Auswirkung auf Kinetik und Schichtdickenho-
mogenitdt. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit untersuchten
wir auch die Moglichkeit, geschichtete, mehrschichtige ver-
netzte Filme herzustellen, indem wir das RAFT-Agens an
die initiierende Oberfldche koppelten, um den CAP-RAFT-
Prozess an der wachsenden Polymeroberfliche erneut zu
initileren. Zur Demonstration der Vielseitigkeit unserer
Methode wurde ein zweiter Makrovernetzer auf Polypeptid-
basis verwendet. In beiden Féllen wurde ein ungewohnlich
hoher Zufallsknduel Strukturanteil erzeugt, was in Verbin-
dung mit dem nachgewiesenen enzymatischen Abbau einzig-
artige Moglichkeiten fiir Anwendungen im Wirkstofftrans-
port und der Geweberekonstruktion liefert.

Ergebnisse und Diskussion

Die Polypeptid-Makroinitiatoren wurden durch NCA-ROP,
anschliefender Entschiitzung und Methacrylierung syntheti-
siert (siche Abbildung S1, S2 in den Hintergrundinformatio-
nen). NCA-ROP ist bekanntlich ein einfaches Verfahren zur
Herstellung langkettiger, nicht sequenzspezifischer Polypep-
tide.?! Mit einer Auswahl an 21 kanonischen Aminosiu-
ren mit unterschiedlichen Graden an Hydrophobizitit, phy-
sikalischen FEigenschaften und chemischer Funktionalitét
sind sie eine duflerst vielseitige Polymerklasse fiir ein breites
Anwendungsgebiet.”?*?"! Zur Synthese eines Modell-Poly-
peptid-Makroinitiators wurde e-Carboxybenzyl-geschiitztes
Poly(; -lysin(Z)) (PZLL) mit Hexylamin als Initiator synthe-
tisiert. Die Verwendung von PLL als Basispolypeptid ist auf
seine Amine in den Seitenketten zuriickzufiihren, die sich
ideal fiir die Funktionalisierung des Materials eignen. Das
Polypeptid wurde dann mit Bromwasserstoffsdure (HBr)
behandelt, wodurch die Carboxybenzyl-Schutzgruppe ent-
fernt und die primidren Amine des Poly(r-Lysin) (PLL)
exponiert wurden, die sich fiir die Methacrylierung eignen.
Die Methacrylierung wurde durchgefiihrt, indem zunéchst
das Polypeptid in einer 10 gewichtsprozentigen wissrigen
Losung durch Erhohung des pH-Werts auf 10-11 deproto-
niert wurde, und dann Methacrylsdureanhydrid zugegeben
wurde, was zu einer Methacrylierungsrate von 15 % fiihrte
(sieche Tabelle S1). Es sollte beachtet werden, dass eine
zunehmende Funktionalisierung der Makrovernetzer im
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Allgemeinen zu einer erhohten Filmdicke fithrt wenn CAP
verwendet wird, wie in einer fritheren Studie gezeigt wur-
de."™ Fiir das CAP-Verfahren reicht es in der Regel, wenn
10% der wiederkehrenden FEinheiten Doppelbindungen
vorweisen. Wihrend dies wie beabsichtigt zu Poly(L-Lysin-g-
methacrylat) (PLLMA) fiihrt, bleibt das Polypeptid als
Nebeneffekt deprotoniert, wodurch CAP in organischen
Losungsmitteln durchgefiihrt werden kann (Abbildung 1).

Als Vorbereitung fiir CAP wurde das RAFT-Agens auf
aminierten Silizium-Oberfldchen immobilisiert. Die Silizi-
umdioxid-Oberfldchen wurden mit 3-Aminopropargyltrieth-
oxysilan (APTES) mittels bereits etablierter Methoden
aminiert.””’ Die subsequenten Amingruppen waren emp-
fanglich fiir die Carbodiimid-Kopplung mit RAFT-Agentien
mit endstindiger Carbonsiure (Begleitschema S3). Um die
Umsetzbarkeit dieser Methode nachzuweisen, wurde 4-
Cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentansdure (CPADB)
als Modell-Dithiobenzoat-RAFT-Agens verankert, so dass
CAP-RAFT mit PLLMA-Makrovernetzer durchgefiihrt
werden konnte. 4-Cyan-4-(thiobenzoylthio)-pentansiure
(CTP) wurde bereits frither als Modell-Dithiobenzoat-
RAFT-Agens fiir die Untersuchung von Methacrylaminmo-
nomeren in Losung verwendet® und wurde daher in diesem
Fall als geeignetes Modell-RAFT-Agens angesehen.

Die CAP-RAFT wurde durchgefiihrt, indem die behan-
delten Oberflichen in eine DMSO-Losung von PLLMA-
Makrovernetzer und LAP-Fotoinitiator getrdnkt und mit
blauem Licht (4 mWcm™>, max. 460 nm) bestrahlt wurden.
Um zu bestétigen, dass die Filmbildung auf CAP und nicht
nur auf die Adhésion des Makroinitiators an der Oberflidche
zuriickzufithren ist, wurden Kontrollexperimente durchge-
fiihrt, bei denen bestimmte Elemente im System fehlten

Blaulicht LAP

a) (460nm) _  (Fotoinitiator)

7 =

‘ ¥ Trithiocarbonat
o U t;

Abbildung 1. Schema fiir CAP-RAFT unter Verwendung eines Polypep-
tid-Makroinitiators auf einer mit einem RAFT-Agens funktionalisierten
Oberfliche. a) Grafisches Schema fiir CAP-RAFT von PLLMA-Makrover-
netzern durch die Verwendung von blauem Licht (4 mWcm ™2,
Amax=460 nm). b) Chemisches Schema, das die Verwendung von

Modell-Dithiobenzoat- und Trithiocarbonat-RAFT-Agentien darstellt.
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(siche Tabelle S2 in den Hintergrundinformationen). Alle
Proben zeigten aufgrund der Adhésion des abgeschiedenen
Polypeptids eine sehr geringe Schichtdicke (1.31-5.60 nm).
Wie zu erwarten war, ergaben Oberflichen ohne Oberfli-
cheninitiator Filme &#hnlicher Schichtdicke, was auf eine
fehlende oberflichenbegrenzte Polymerisation hindeutet
(Abbildung 1). Dariiber hinaus zeigten Proben, die im
Dunkeln aufbewahrt wurden (d.h. ohne Blaulichtexpositi-
on), ebenfalls eine fehlende oberflichenbegrenzte Polymeri-
sation, was die Notwendigkeit von Blaulicht fiir die RAFT-
Polymerisation bestétigt. Unsere Gruppe konnte bereits
zeigen, dass die RAFT-Polymerisation mit blauem Licht
ohne Verwendung eines Fotoinitiators eingeleitet werden
kann, wobei die Polymerisationsgeschwindigkeit im Ver-
gleich zu anderen bekannten RAFT-Mechanismen deutlich
geringer ist.”! Allerdings zeigten nur Proben mit Fotoinitia-
tor eine Polymerisation, wobei eine Schichtdicke von min-
destens 30 nm beobachtet wurde, was eine Bestétigung fiir
eine oberflichenbegrenzte RAFT-Polymerisation ist.
Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass die oberfldchenin-
itilerte RAFT-Polymerisation im Allgemeinen die Verwen-
dung eines RAFT-Agens in Losung erfordert, um eine
gleichmiBige Schichtdicke zu gewihrleisten.” Kiirzlich de-
monstrierten Seo et al. die Verwendung von SI-PET-RAFT
ohne RAFT-Agens in Losung was in strukturierbaren Poly-
merbiirsten resultierte.” Dies stimmt mit unseren Ergebnis-
sen iiberein, die darauf hindeuten, dass die Polymerisation
auf die Filmoberflache beschriankt ist. Um den Polymerisati-
ongrad sowohl mit als auch ohne RAFT-Agens in Losung zu
bestimmen, wurde die Aggregatgrofle analysiert. DLS-Ana-
lysen zeigten eine Zunahme der Partikelgrofe von 0.901 +
0.0590 nm auf 2.47+0.21 nm mit LAP und ohne funktiona-
lisierte Oberfldchen nach der Bestrahlung mit blauem Licht,
solange der Fotoinitiator in Losung vorhanden war (Hinter-
grundinformationen Abbildung S6 und S7). Eine Abnahme
der PartikelgroBe, die mit einer Abnahme der Polymerisati-
on im Uberstand korreliert, wurde mit der Einfithrung von
funktionalisierten Oberflichen beobachtet, was auf eine
Zunahme der Kontrolle nach deren Einfithrung hindeutet.
Fir Reaktionen ohne RAFT-Agens in Losung wurden
Partikel mit einem Durchmesser von 2.47+0.21 nm nach
der Reaktion ohne Oberflichen im Vergleich zu 2.04+
0.36 nm mit Oberflichen beobachtet. Mit RAFT-Agens in
Losung wurden Partikel mit einem Durchmesser von 4.01 +
0.51 nm ohne Oberfldchen im Vergleich zu 3.19+£0.41 nm
mit Oberfldchen beobachtet. Es wurde jedoch festgestellt,
dass der Polymerisationsgrad ohne freies RAFT-Agens in
der Losung abnimmt, was auf eine stiarkere Oberfldchenein-
schrinkung der Reaktion hindeutet. Um die Notwendigkeit
eines RAFT-Opferagens bei der Verwendung von polyme-
ren Makroinitiatoren weiter zu untersuchen, wurden Versu-
che mit und ohne RAFT-Agens in Losung durchgefiihrt
(Abbildung 2). In Gegenwart des RAFT-Opferagens er-
reichten die Filme nach 16 Stunden ein Maximum von
36.1+1.1nm (Abbildung2ai) mit einer quadratischen
(RMS)-Rauheit von 6.1 nm (Abbildung 2aii). Ohne das
RAFT-Agens in der Losung wuchsen die Oberflichen
langsamer (Maximum nach 24 Stunden), waren rauer und
diinner (31.5+2.4 nm mit einer RMS-Rauheit von 9.4 nm),
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Abbildung 2. AFM-Abbildung und -Analyse von CAP-RAFT-Filmen unter Verwendung eines PLLMA-Makrovernetzers mit verschiedenen RAFT-
Agentien. ai, aii) Analyse des Filmwachstums mit einem Dithiobenzoat-RAFT-Agens unter Beobachtung der Kinetik des Filmwachstums (ai) und
der Filmrauhigkeit (aii) sowohl mit als auch ohne RAFT-Agens in Lésung. aiii, aiv) Analyse des Filmwachstums mit einem Trithiocarbonat-RAFT-
Agens unter Beobachtung der Kinetik des Filmwachstums (aiii) und der Filmrauhigkeit (aiv) sowohl mit als auch ohne RAFT-Agens in Lésung.

b) Oberflichenmorphologie nach 48 Stunden CAP-RAFT, die mit AFM abgebildet wurde, mit bi) einem Dithiobenzoat-RAFT-Agens, das sowohl an
der Oberfliche als auch im RAFT-Agens in Lésung verankert ist; bii) einem Dithiobenzoat-RAFT-Agens, das an der Oberfliche verankert ist, aber
nicht in der Reaktionslésung vorhanden ist; biii) einem Trithiocarbonat-RAFT-Agens, das sowohl an der Oberfliche verankert als auch im RAFT-
Agens in Lésung vorhanden ist; und biv) einem Trithiocarbonat, das an der Oberfldche verankert ist, aber nicht in der Reaktionslésung vorhanden
ist (Maf3stab=1 pm).

blieben jedoch in ihrer Schichtdicke relativ einheitlich, ungleichméBige Wachstum der CAP-Schicht auch auf ande-
obwohl es mehr Bereiche mit variierender Schichtdicke gab  re Griinde zuriickzufithren sein, wie z.B. dem verwendeten
(Abbildung 2b). In beiden Fillen wurde festgestellt, dass die =~ Monomertyp, die Polymerisationsmethoden sowie die Effi-
Oberfldchen eine relativ hohe RMS-Rauheit in Bezug auf  zienz der erneuten Initiierung, wie sie bereits bei anderen
die Schichtdicke aufwiesen. AuBerdem wurde festgestellt, Systemen beobachtet wurde. Dariiber hinaus hat die Einfiih-
dass die Gesamthomogenitit der Oberfliche ohne RAFT- rung des RAFT-Agens in die Losung zwar einen relativ
Agens in Losung abnimmt. Obwohl beide Schichten relativ.  grof3en Einfluss, ist aber in diesem System keine entschei-
homogen waren, wurden auch grof3e Bereiche mit dichteren = dende Voraussetzung.

Schichten beobachtet. Dies wurde bereits in fritheren Fillen Um festzustellen, ob dieser Trend auch bei anderen
der Verwendung von CAP beobachtet, was auf die geringere  Initiatoren zu beobachten ist, wurde 4-Cyano-4-[(dodecyl-
Verfiigbarkeit des Initiators an der Filmoberfliche zuriick-  sulfanylthiocarbonyl)sulfanyl]pentansdure (CDTPA) - ein
zufithren ist, da dieser widhrend des Filmwachstums von = RAFT-Agens auf Trithiocarbonatbasis - auf die gleiche
Makrovernetzern bedeckt wird, wobei Unterschiede in der  Weise wie der Dithiobenzoat-Initiator verwendet. Trithio-
Homogenitdt in Abhéngigkeit von der verwendeten Polyme-  carbonate haben in der Regel eine hohe Affinitit zu
risationstechnik und den Makromonomeren auftreten."”  Methacrylamiden®” und ermoglichen einen gewissen Ein-
Dariiber hinaus sind RAFT-Agenzien anfillig fiir die Ami-  blick in die Variabilitdt der Verwendung von CAP (Abbil-
nolyse durch primire Amine, was zum Abbau fithren dung?2). Die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Filmdi-
kann.”! Um festzustellen, ob dies der Fall war, wurde der  cke war identisch wie beim Dithiobenzoat-Initiator mit und
Uberstand nach der Reaktion sowohl mit als auch ohne  ohne RAFT-Opferagens (16 h bzw. 24 h), aber die Filmdi-
RAFT-Agens in Losung analysiert. Es wurde eine Dialyse = cken waren sowohl mit als auch ohne RAFT-Agens deutlich
durchgefiihrt, um iiberschiissiges CPADB (RAFT-Agens) reduziert (25.3+3.0 bzw. 22.34+1.3 nm) (Abbildung 2aiii—
und LAP zu entfernen. Ein durchgefithrtes 'H NMR -Spek-  iv). AuBerdem wurde festgestellt, dass die Filme noch
trum zeigte Spaltmuster, die mit den aromatischen Ringen  Aggregate aufwiesen (Abbildung 2biii-iv). Dies scheint mit
iibereinstimmen, die nur durch die Aminolyse von CPADB  dem allgemeinen Grundsatz iibereinzustimmen, dass Tri-
vorhanden sein konnten (sieche Abbildung S8). Obwohl thiocarbonate bekanntermaBen weniger aktiv sind als Dith-
Experimente in Losung bestitigt haben, dass die Aminolyse  iobenzoate.l™¥ Allerdings sind sie auch weniger anfillig fiir
mit PLLMA stattfinden kann, ist eine direkte Bestitigung eine Aminolyse,”* was die Hypothese unterstiitzt, dass die
auf der Oberfliche aufgrund der geringen Konzentration geringere Gesamthomogenitit der Dithiobenzoat-Proben
der RAFT-Endgruppen schwierig. Andererseits kann das  auf den Abbau des RAFT-Agens durch Aminolyse zuriick-
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zufiihren ist. Da es jedoch unser Ziel war, die Methode
weiterzuentwickeln, in dem wir die Polymerisationsoberfla-
che begrenzt hielten, wurden die weiteren Tests ohne
RAFT-Agens ins Losung durchgefiihrt.

Ein Vorteil von CAP ist die Moglichkeit, die Filmdicke
zu erhdhen, ohne sich Gedanken iiber die Aufrechterhal-
tung der Kettengenauigkeit durch erneute Initiierung zu
machen. Da Lysinreste primdre Aminseitenketten besitzen,
konnen diese Filme mit der gleichen Carbodiimid-Chemie
modifiziert werden, die auch fiir die Immobilisierung des
RAFT-Agens mit Carbonsdure Funktionalitit verwendet
wird. Aufbauend auf mit dem RAFT-Agens funktionalisier-
ten Schichten kann eine zweite CAP-Schicht aufgebracht
werden (Abbildung 3a). Dieser Prozess konnte theoretisch
kontinuierlich wiederholt werden, um, je nach gewiinschter
Funktionalitidt, dickere Schichten zu erhalten. Mit dieser
Strategie konnten wir nach 4 Iterationen, Schichten mit
einer Filmdicke von 94.9+8.2 nm erzeugen (Abbildung 3b).
Es ist anzumerken, dass eine deutliche Zunahme der Aggre-
gation beobachtet wurde wenn immer mehr Schichten in das
System eingebracht wurden (Abbildung 3d). Dariiber hinaus
sind diese seitenstdndigen primédren Amine nach dem An-
griff auf ein anderes immobilisiertes RAFT-Agens nicht
mehr fiir die Carbodiimid-Kopplung verfiigbar. Wéhrend
dies bei der ersten oder zweiten Schicht keine nennenswer-
ten Auswirkungen zu haben schien, war diese unregelmafi-
ge Morphologie bei der dritten und vierten Schicht viel
ausgeprigter. Nichtsdestotrotz zeigt dies das Potenzial fiir
die Entwicklung mehrschichtiger Systeme, das auf der
Grundlage fritherer Arbeiten, noch weiter gesteigert werden
kann.!'!
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Die Verwendung von Polypeptiden bei der Herstellung
dieser Filme fiihrt zur Ausbildung von Sekundarstrukturen,
die fiir Proteine und Polypeptide typisch sind, wobei Poly-L-
Lysin keine Ausnahme bildet.”® ATR-FTIR-Spektren im
Bereich der Amid-I-Bande (1600-1720 cm ™) werden hiufig
zur Analyse des Sekundirstrukturgehalts von Proteinen
verwendet.” Bei der Analyse der Amid I Bande wurde
festgestellt, dass die unteren drei Schichten dhnliche Sekun-
dérstrukturen aufwiesen (Abbildung 3c). Die Einfiihrung
der vierten Schicht schien jedoch eine drastische Auswir-
kung zu haben, da sich der Peak bei 1649 cm™ in zwei Peaks
(1658 und 1642cm™') aufspaltete und der Peak bei
1696 cm™ abnahm, was beides auf einen Riickgang der B-
Faltblattanteile hinweist.

Zur weiteren Analyse der vorhandenen Sekundéarstruk-
turen wurde eine IR-Linienformanalyse geméaf3 Chirgadze
et al.”! durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass hochmolekulares
Poly-L-Lysin in Losung Zufallsknéduel bildet, wenn es gela-
den ist,’""! die sich unter alkalischen, wissrigen Bedingungen
(d.h. ungeladene primire Amine) in eine primir o-helikale
Struktur umwandeln.”™! Poly-L-Lysin-Filme, die mit ver-
schiedenen Methoden gebildet wurden, einschlieflich der
Tauchbeschichtung von Quarz in einem alkalischen wissri-
gen Medium oder der direkten Pfropfung des Polypeptids
auf die Oberfliche, zeigten diese o-helikale Struktur im
ungeladenen Zustand.® Folglich kénnte angenommen wer-
den, dass die hier hergestellten Filme die gleiche Sekundér-
struktur annehmen, da Polylysin die Ausbildung von a-
Helices bevorzugt.” Dies war jedoch bei der Verwendung
von CAP-RAFT nicht der Fall, da stattdessen in der
Mehrzahl der Filme bevorzugt Zufallsknéduel und B-Faltblat-
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Abbildung 3. Mit CAP-RAFT synthetisierte Mehrfachschichten. a) Schema fiir die Reinitialisierung und Ausfithrung von Mehrfachschichten mit CAP-
RAFT. b) Mit AFM ermittelte Filmdicke fiir Mehrfachschichten mit PLLMA-Makrovernetzer. ¢) Amid-I-Bande der FTIR-Spektren jeder Schicht.
d) Oberflichenmorphologie der Schichten dargestellt als AFM-Abbildung der di) 2. und dii) 3. und diii) 4. Schicht (Mastab=1 pm). EDC ist 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid.
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ter gebildet wurden (Tabelle 1). Wahrend der Gehalt an
Zufallskniduel zwischen 30 und 50 % schwankte, blieb der
Gehalt an B-Faltbldttern zwischen 32 und 39 % konstant.
Diese Abweichung von den erwarteten a-helikalen Struktu-
ren ist wahrscheinlich auf die kovalent vernetzte Morpholo-
gie der durch CAP gebildeten Filme zuriickzufiihren, die zu
einer verringerten Mobilitdt der PLLMA-Ketten fiihrt und
somit ihre iibliche bevorzugte Konformation verhindert.
Interessanterweise scheinen sich die vierschichtigen Filme
wieder der erwarteten Norm anzunihern, wobei der Gehalt
an B-Faltbldttern und Zufallsknéuel auf 21 bzw. 19 % sinkt,
wihrend die o-helikalen Strukturen von etwa 13-19 % auf
26 % ansteigen. Dariiber hinaus wurden B-Schleifen mit
27% in weitaus groBerer Menge beobachtet. Die zuvor
genannten Probleme im Zusammenhang mit dem lokalen
Filmwachstum wiirden auch zu einer geringeren Vernet-
zungsdichte fithren. In der Folge wiirde sich die Kettenbe-
weglichkeit erhohen, so dass die PLLMA-Ketten beginnen
konnten, ihre favorisierten Konformationen anzunehmen.
Die ungewohnlich hohe zufillige Zufallsknéduel Strukturan-
teil verleiht diesen Filmen eine eher amorphe Struktur, die
den Zugang zu funktionellen Gruppen oder Motiven er-
leichtern kann, die fiir eine weitere Oberflichenmodifizie-
rung oder die spezifische Bindung von Molekiilen wiin-
schenswert ist, was sie zu einem guten Kandidaten fiir die
Verabreichung von Arzneimitteln oder als Material fiir die
Geweberekonstruktion macht, wo solche Signalmolekiile
und molekulare Beladungen erwiinscht sind.

Um die Vielseitigkeit dieser Technik zu zeigen, wurde
Poly(L-Glutaminsiure-r-L-Lysin-g-methacrylat) (PLGMA)
mit dhnlich modifizierbaren funktionellen Gruppen an den
Seitenketten (d.h. Carbonsduren) analog zu PLLMA unter-
sucht (Hintergrundinformationen, Abbildung S3, Tabel-
le S3). Bei der Durchfiihrung von CAP mit PLGMA in
wissrigen Medien wurde die Bildung eines etwas dickeren
Filmes von 41.2+1.4nm beobachtet, was moglicherweise
darauf zuriickzufiihren ist, dass PLGMA nicht aminolysiert
werden kann (Abbildung 4a). Die vergleichbare Zunahme
der Filmdicke war jedoch ausgeprigter, wenn CAP an einer
neu initilerten PLLMA-Schicht durchgefithrt wurde, mit
einem Sprung auf 76.0+9.4 nm. Da die Reaktion bei pH 7
(deionisiertes Wasser) durchgefiihrt wurde, liegen PLLMA-
und PLGMA-Schichten sowohl in kationischer als auch in
anionischer Form vor. Dies konnte zu einer ionischen
Anziehung der Schichten fithren, was die beobachtete
erhohte Schichtdicke erkldren wiirde.
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Abbildung 4. a) Vergleich der Schichtdicke und der Rauheit nach dem
Einbringen von PLGlu als Ausgangsschicht und als zweite Schicht;

b) FTIR-Spektren der obersten PLGlu-Schicht; c) Oberflichenmorpholo-
gie der PLGlu-Schicht als ci) Ausgangsschicht und cii) zweite Schicht
(MaRstabsbalken=1 pym).

Obwohl die Proben eine PLLMA-Schicht unter der
PLGMA-Schicht enthielten, wiesen beide Proben mit
PLGMA ihnliche FTIR-Spektren in der Amid-I-Bande auf
(Abbildung 4b). Da man davon ausgeht, dass Poly-L-Glut-
aminsidure bei neutralem pH-Wert iiberwiegend eine Zu-
fallsknduel Struktur annimmt,* ist der hohe Gehalt an
Zufallsknduel Strukturen in den PLGMA-Filmen (37+2 %)
nicht iiberraschend, auch wenn es immer noch betrichtliche
Anteile anderer Sekundirstrukturen gab, die auf lokale
Einschliisse in den CAP-Filmen zuriickzufithren sein kénn-
ten. Analog zu den aus Poly-L-Glutaminsdure und Poly-L-
Lysin®! hergestellten Schicht-fiir-Schicht-Filmen (LbL-Fil-
men) wiirde man jedoch erwarten, dass die PLLMA/
PLGMA-Filme aufgrund der polyionischen Komplexierung
in erster Linie (-Faltblatt Strukturen bilden. Allerdings
wurde dies nicht beobachtet, stattdessen wurde ein dhnlicher
Sekundirstrukturaufbau wie bei den reinen PLGMA-Fil-
men (mit Ausnahme von B-Schleifen bei 23 +14 %) festge-
stellt. Dies fithrt zu der Vermutung, dass nach der anfingli-
chen PLGMA-Schicht die nachfolgend abgeschiedene

Tabelle 1: Sekundarstrukturelemente von mehrschichtigen PLLMA- und PLGMA-Filmen (bestimmt mit ATR-FTIR).

Anzahl an Schichten [-Faltblatt
1 (untere) 2 3 4 (obere) [%]
PLLMA - - - 37+6
PLLMA PLLMA - - 3247
PLLMA PLLMA PLLMA - 39+2
PLLMA PLLMA PLLMA PLLMA 21+4
PLGMA - - - 19+£1
PLLMA PLGMA - - 14+4

a-Helices Zufallsknduel f3-Schleifen Andere®
[%] [%] [%] [%]
19411 35411 945 N/A
13+£3 50+£5 5+2 N/A
15+3 40+2 6+2 N/A
26£1 1942 27+4 6+4
2942 37+£2 13+£2 2+1
25+8 37£12 23+14 241

[a] In einigen Fallen war die Menge der “anderen” Sekundirstrukturelemente vernachldssigbar und wird daher als “N/A” bezeichnet.
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Abbildung 5. a) Schematische Darstellung des enzymatischen Abbaus von Polypeptidfilmen durch Hydrolyse der Amidbindungen im Polypeptid-
riickgrat (in rot). Das RAFT-Polymer bleibt intakt (schwarz). b-e) AFM-Bilder von mit Enzymen behandelten Filmen. b) PLLMA-basierte Filme vor
(bi, bii) und nach Inkubation (biii, biv) mit T mgmL™" a-Chymotrypsin bei 25°C. c) PLGMA-basierte Filme vor (ci,cii) und nach Inkubation (ciii, civ)
mit 1 mgmL™" a-Chymotrypsin bei 25°C. d) PLLMA-basierte Filme vor (di,dii) und nach Inkubation (diii, div) mit 1 mgmL™" Protease XIV bei 37°C.
e) PLGMA-basierte Filme vor (ei, eii) und nach Inkubation (eiii,eiv) mit 1 mgmL™" Protease XIV bei 37°C. b)—e) 2D- (i, iii) und 3D-Bildkarten (ii, iv).

Die verwendeten Proteaseldsungen waren (b, ¢) 1 mgmL™" a-Chymotrypsin bei 25°C und (d, e) 1 mgmL™' Protease XIV bei 37°C
(MaRstab=200 nm).
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PLGMA-Schicht nicht mehr so stark mit der vorangehenden
PLLMA-Schicht interagiert, um den polyionischen Komplex
zu bilden.

Strukturierte Polypeptide sind fiir Bioanwendungen wie
Wirkstofftransport und -Freisetzung und die Geweberekon-
struktion von Vorteil, da sie enzymatisch abgebaut werden
konnen.™ Um den enzymatischen Abbau zu bewerten,
wurden die PLLMA- und PLGMA-basierten Filme sowohl
mit o-Chymotrypsin als auch mit dem Protease Mix Typ
XIV als Modellproteasen inkubiert. a-Chymotrypsin ist ein
Verdauungsenzym, das im Darm von Sdugetieren vor-
kommt,* wihrend Protease Typ XIV ein Protease Gemisch
ist, von dem bekannt ist, dass es [-Faltblattstrukturen
abbaut, weswegen es hdufig in Wundheilungsstudien ver-
wendet wird, da es den Cocktail von Metalloproteasen
(MMPs) nachahmt, der in Wunden vorkommt.’! Es wird
erwartet, dass Proteasen die Amidbindungen des Polypep-
tidriickgrats an mehreren Stellen hydrolysieren, wihrend sie
das durch die RAFT-Polymerisation gebildete Kohlenwas-
serstoffriickgrat intakt lassen (Abbildung5a). Es ist also
davon auszugehen, dass zwar ein Restpolymer verbleibt, der
grofite Teil des Films jedoch abgebaut wird. Die AFM-
Analyse von Filmen an der gleichen Stelle (korrelativ) der
PLLMA-basierten Filme vor und nach der Inkubation
(Abbildung 5b und d) ergab signifikante Verdnderungen
durch beide Enzyme. Nach der Verwendung von o-Chymo-
trypsin wurde eine deutliche Zunahme der Rauheit beob-
achtet, wobei sich sowohl die oberen als auch die unteren
Bereiche der Filme relativ zueinander ausdehnten, was auf
den Abbau insbesondere in diesen unteren Bereichen
zuriickzufiihren ist (Abbildung 5b). Dies konnte auch in
Gegenwart von Protease Typ XIV beobachtet werden (Ab-
bildung 5d), und es fehlte nach der Inkubation ein groBes
Stiick, was auf einen erfolgreichen Abbau hindeutet. Inter-
essanterweise fithrte die Behandlung von PLGMA-Filmen
mit diesen Enzymen nicht zu einem nennenswerten Abbau,
der in Gegenwart von o-Chymotrypsin nur geringfiigig
verdnderte (Abbildung 5c) und in Gegenwart von Protease
Typ XIV gar nicht sichtbar, was auf eine Resistenz gegen
diese Protease hindeutet (Abbildung 5d). Das heif3it, dass
der Abbau gegen bestimmte Enzyme durch die Auswahl
verschiedener Aminosiduren kontrolliert werden kann, wie
es fiir Proteine typisch ist. Mit beiden Modellenzymen
wurde also ein kontrollierbarer enzymatischer Abbau nach-
gewiesen, was auf ein gutes Potenzial fiir Anwendungen als
Zellgeriiste und Arzneimittelabgabesysteme schliefen lésst.

Zusammenfassung

Zum ersten Mal wurde die CAP-RAFT Methode eingesetzt,
um vernetzte Polypeptidfilme mit Sekundirstrukturmerk-
malen die so nicht erwartet wurden, herzustellen. Mit
PLLMA als anfinglichen Modell-Makrovernetzer wurden
Untersuchungen mit Dithiobenzoat- und Trithiocarbonat-
Initiatoren sowie mit und ohne RAFT-Opferagens in Lo-
sung durchgefithrt. Wéhrend die Filme mit der groften
Schichtdicke mit dem oberflichenbegrenzten Dithioben-
zoat-RAFT-Agens (Schichtdicke von 36.1+1.1 nm) erhalten
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wurden, entstanden Filme mit vergleichbarer Dicke (31.5+
2.4nm) und GleichméBigkeit mit Opfer-RAFT-Agens in
Losung. Infolgedessen wurden weitere Experimente ohne
RAFT-Agens in Losung durchgefiihrt, um eine groflere
Oberflachenbeschrankung zu gewihrleisten. Auf diese Wei-
se wurden mehrschichtige Filme mit einer Schichtdicke von
949+£82nm erzielt. Die Analyse der Sekundirstruktur
zeigte einen ungewohnlich hohen Anteil an Zufallsknéduel-
strukturen (35-50 %) sowie B-Faltblittern, trotz des eigent-
lich erwarteten hohen a-helikalen Anteils fir PLLMA. Dies
ist wahrscheinlich auf die geringere Mobilitdt des oberfla-
chenbegrenzten PLLMA zuriickzufiihren und damit auf den
Verlust seiner Féhigkeit, die normalerweise favorisierte
Sekundirstruktur zu bilden. Ahnliche Tendenzen wurden
bei der Verwendung des PLGMA-Makrovernetzers beob-
achtet. Zusammenfassend konnten wir CAP-RAFT als eine
praktikable Strategie zur Herstellung von oberflachenbe-
grenzten, vernetzten Polypeptidfilmen mit priziser Schicht-
dickenkontrolle und neuer Eigenschaften wie spezifische
Sekundirstrukturbildung und biologischen Abbau etablie-
ren. Diese Kontrolle der Sekundarstruktur in Verbindung
mit dem enzymatischen Abbau zeigt ein hohes Potenzial fiir
zahlreiche biologische Anwendungen, einschlieflich der
Verabreichung von Arzneimitteln oder die Herstellung von
Wirkstoffdepots und der Gewebeziichtung, die in zukiinfti-
gen Studien weiter untersucht werden sollen.
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