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Die aktuelle Entwicklung, Peptide und Proteine f�r mate-
rialwissenschaftliche Anwendungen zu instrumentalisieren,
hat den Weg zu maßgeschneiderten Polymer-Peptid-Konju-
gaten geebnet.[1] Solche Biokonjugate bieten vielverspre-
chende M�glichkeiten, definierte Nano- und Mikrostrukturen
zu bilden. Dies k�nnte die �bertragung des biomimetischen
Konzepts „Struktur erzeugt Funktion“ und damit die Reali-
sierung komplexer funktionaler Systeme erm�glichen.[2,3]

Dar�ber hinaus k�nnen Biokonjugate enzymatisch aktiv sein,
gerichtete Leitf�higkeit erzeugen oder bioaktive Oberfl�chen
generieren.[3, 4] Des Weiteren eignen sie sich zur Steuerung der
Silicatmorphogenese und von Kristallisationsprozessen, sie
k�nnen transmembrane Kanalsysteme nachahmen, aber auch
als Wirkstofftransporter f�r pharmazeutisch aktive Substan-
zen dienen.[5]

Bisher hat bei Biokonjugaten die Erzeugung spezifischer
Funktionen im Vordergrund gestanden, doch nun spielt die
Regulierung dieser Funktionen eine zunehmend wichtigere
Rolle. So ist bereits eine thermische Steuerung von Protein-
Ligand Wechselwirkungen bei Polymer-Protein-Konjugaten
gelungen.[6]

Lynn et al. nutzten als Erste das Aggregationsverhalten
des Amyloidpeptids Ab1–42, um Polyethylenoxid(PEO)-
Peptid-Konjugate kinetisch kontrolliert in Kern-Schale-
Nanofasern zu organisieren.[7] Diese peptidgeleitete Organi-
sation konnte durch ein geeignetes Schaltkonzept weiterent-
wickelt werden.[8, 9] Dazu wurden w�hrend der Synthese
tempor�re Strukturdefekte in das Peptidr�ckgrat eingebaut,
die die Selbstorganisation von Peptidaggregationsdom�nen
im Biokonjugat unterdr�ckten. Ein pH-kontrollierter
Schaltvorgang l�ste eine O!N-Acyl-Umlagerung im
„Switch“-Estersegment (Strukturdefekt) aus und stellte das
nat�rliche Peptidr�ckgrat und damit die Funktion der Ag-
gregationsdom�ne wieder her. Mit diesem Schaltprinzip
konnte die Kinetik der Selbstorganisation von Biokonjugaten

sowohl in Wasser als auch in einigen organischen L�sungs-
mitteln gesteuert werden. Somit ließen sich einheitliche Ag-
gregate mit komplexer und hierarchischer Struktur aufbau-
en.[9, 10]

F�r die Entwicklung neuer Regulationsmechanismen
haben Prinzipien der posttranslationalen Proteinmodifikation
ein enormes Potenzial.[11] Insbesondere eignen sich die rasch
verlaufenden Phosphorylierungen und Dephosphorylierun-
gen von Serin-, Threonin- oder Tyrosinseitenketten, die in
biologischen Systemen Schl�sselschritte z. B. bei der Signal-
weiterleitung sind.[12] Erste Studien an Oligopeptiden erga-
ben, dass der Aufbau von helicalen B�ndeln oder Nanor�hren
durch enzymatische (De)phosphorylierung kontrolliert
werden kann.[13, 14]

Im Folgenden stellen wir das BioSwitch-Konzept vor, bei
dem Funktionen von Peptidsegmenten in Polymer-Peptid-
Konjugaten durch enzymatische Dephosphorylierung von
Phosphothreonin reguliert werden. Als Substrat, das von
Phosphatasen erkannt wird, synthetisierten wir ein Poly-
ethylenoxid-block-Peptid-Copolymer (PEO-Peptid-Konjugat
I, Schema 1), das ein Peptidsegment enth�lt, dessen Prim�r-
struktur aus f�nf Einheiten einer Threonin-Valin-Diade
((TV)5) besteht. Wegen der ausgepr�gten Neigung von Valin
und Threonin, b-Faltblattstrukturen zu bilden, und der alter-
nierend hydrophil-hydrophoben Sequenz des Peptidstrangs
hat das Peptidsegment eine hohe Tendenz zur Bildung einer
b-Faltblattstruktur. Wie Ende der 1990er Jahre beschrieben,
sind f�nf aufeinander folgende Thr-Val-Bausteine notwendig,
um stabile b-Faltblattaggregate in Wasser zu erhalten.[15] Die
Peptidsequenz wurde am C-Terminus mit para-Nitrophe-
nylalanin als spektroskopischem Marker versehen und mit

Schema 1. Bedingungen: 0.1 mm Trinatriumcitratpuffer in Millipore-
Wasser; pH 4.8–5.0 und ca. 0.5 Einheiten einer sauren Phosphatase.
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Methionin und Glycin verl�ngert, um ein flexibles Segment
zwischen der Aggregationsdom�ne und dem PEO-Block zu
schaffen.

Die gew�hlte Peptidsequenz w�rde in Wasser zweifellos
zu kinetisch kontrollierten Aggregaten f�hren,[9] doch die
hohe Tendenz zur Selbstorganisation konnte vor�bergehend
durch den Einbau dreier Phosphothreoninreste in die (TV)5-
Aggregationsdom�ne unterdr�ckt werden. Das PEO-Peptid-
Konjugat I wurde durch inverse Konjugation, mittels semi-
automatisierter Festphasenpeptidsynthese unter Verwendung
eines PAP-Harzes (PEO-beladenes Polystyrolharz), synthe-
tisiert (Schema S1 in den Hintergrundinformationen): Die
Standardaminos�urederivate wurden nach automatisierten
Fmoc-Standardprotokollen gekuppelt, und die O-Phosphat-
modifikationen an Thr3, Thr7 und Thr11 mit Fmoc-Thr(PO-
(OBzl)OH)-OH-Bausteinen eingef�gt, wobei manuell im
Glasreaktor gekuppelt wurde. Abschließend wurde das voll-
st�ndig entsch�tzte PEO-Peptid-Konjugat I vom Harz abge-
spalten und sein chemischer Aufbau durch NMR-Spektro-
skopie und MALDI-TOF-Massenspektrometrie �berpr�ft
(siehe die Hintergrundinformationen).

Das Biokonjugat I ließ sich leicht in 0.1 mm Citratpuffer
(pH 5.0) l�sen. Das auch noch nach sieben Tagen unver�n-
derte Circulardichroismus(CD)-Spektrum best�tigte zum
einen eine Kn�uelkonformation mit statistischer Kettenseg-
mentverteilung des phosphorylierten Peptidsegments (siehe
Abbildung 2 und Abbildung S2 in den Hintergrundinforma-
tionen) und deutete zum anderen darauf hin, dass der Aufbau
einer b-Faltblattstruktur durch die drei Phosphothreoninreste
in der (TV)5-Aggregationsdom�ne effektiv unterdr�ckt wird.
Mikroskopisch wurde die Unterdr�ckung der Selbstorgani-
sation durch den TVð ÞBioSwitch

5 -Block durch Rasterkraft-
mikroskopie (AFM) nachgewiesen, mit der selbst nach sieben
Tagen keine fibrill�ren Strukturen zu beobachten waren
(Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen).

Um den BioSwitch-Prozess zu aktivieren, wurde saure
Phosphatase als ein Enzym verwendet, das die Hydrolyse der
Phosphatester an den Phosphothreonineinheiten von I kata-
lysiert. Die enzymatische Dephosphorylierung des
TVð ÞBioSwitch

5 -Segments erzeugt im Biokonjugat das ungest�rte

(TV)5-Segment (Schema 1 und Abbildung 1, I!II). Die nun
aktive Aggregationsdom�ne bewirkt die Selbstorganisation
des PEO-Peptid-Konjugats. Die aus Kartoffeln gewonnene
saure Phosphatase ist eine Orthophosphors�uremonoester-
hydrolase, ein preisg�nstiges Gebrauchsenzym mit großer
Substrattoleranz und einem Aktivit�tsmaximum im sauren
Milieu (pH 4–5). Nach der Zugabe des Enzyms zur L�sung
von I �nderte sich die Sekund�rstruktur des Peptidsegments
rasch. Mit zeitabh�ngiger CD-Spektroskopie wurde der
�bergang von einer statistischen Konformation der Ketten-
segmente (Kn�uel) zur b-Faltblattstruktur untersucht (Ab-
bildung 2).[13] F�r b-Faltblattstrukturen charakteristische

Cotton-Effekte entwickelten sich bei l = 195 (+) und 216 nm
(�). Dabei stellte sich nach 120 min, ohne erkennbare Inhi-
bitionsphase, eine konstante molare Elliptizit�t ein. Das
Auftreten eines isodichroitischen Punkts in den CD-Spektren
verweist auf einen definierten Struktur�bergang zwischen
zwei diskreten Motiven. Die CD-Spektroskopie deutet also
auf einen effektiven BioSwitch-Prozess hin.

Abbildung 2. Enzymatisch geschalteter �bergang des Peptidsegments
von der Kn�uel- zur b-Faltblattstruktur, untersucht mit dynamischer
CD-Spektroskopie; Bedingungen: I in 0.1 mm Citratpuffer
(c[I]0 = 0.33 mg mL�1) ohne und mit zugesetztem Enzym (c[Phospha-
tase]0 = 0.1 mgmL�1 (0.5 U)).

Abbildung 1. Schema des BioSwitch-Prozesses (I!II) und vorgeschlagener Mechanismus f�r die Selbstorganisation des aktivierten Biokonjugats
(III!IV). Der Selbstorganisationsprozess teilt sich in zwei mechanistisch differierende Routen A und B auf. Dabei verl�uft Route A �ber partiell
ungeordnete Strukturen, wohingegen Route B zur Bildung definierter b-Faltblattstrukturen f�hrt.
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Die Biotransformation des PEO-Peptid-Konjugats kann
auf molekularer Ebene durch 31P-NMR-Spektroskopie ver-
folgt werden. Die Dephosphorylierung wurde durch das
Verschwinden der f�r Threonin-O-Phosphatester charakte-
ristischen Signale und das gleichzeitige Auftreten des f�r freie
Phosphors�ure typischen Signals bei 0 ppm belegt (Abbil-
dung S4 in den Hintergrundinformationen). Die Menge an
freigesetzter Phosphors�ure wurde kolorimetrisch mit dem
Molybdat/Malachitgr�n-Nachweis bestimmt (Abbildung S5
in den Hintergrundinformationen). Abbildung 3 zeigt einen

sprunghaften Anstieg der Phosphors�urekonzentration
direkt nach Zugabe der Phosphatase und spricht f�r ein Ende
der Reaktion nach etwa 120 min. Die Geschwindigkeit der
Dephosphorylierung verringert sich ab einem Umsatz von
etwa 82%. Dies ist m�glicherweise auf eine Aggregation des
PEO-Peptid-Konjugats zur�ckzuf�hren, die den Zugang zu
den verbleibenden Phosphatesterresten erschwert. Die Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass das Enzym das Biokonjugat
trotz des Polymersubstrats sauber und ohne Inhibitionsphase
umsetzt. Zudem korreliert die Dephosphorylierung von I
direkt mit der Struktur�nderung des Peptids, da beide Pro-
zesse innerhalb von rund zwei Stunden ablaufen.

Bemerkenswert ist, dass trotz der raschen Biotransfor-
mation des PEO-Peptid-Konjugats und des damit verbunde-
nen simultanen Struktur�bergangs im Peptid die Selbstorga-
nisation des Biokonjugats zwar kontrolliert, jedoch wesent-
lich langsamer abl�uft. Die ersten anisotropen Objekte mit
L�ngen von ca. 100 nm wurden durch AFM nach etwa einem
Tag beobachtet. Nach etwa f�nf Tagen wurden Fasern mit
rund 300 nm L�nge gefunden. Diese wuchsen innerhalb der
folgenden Tage weiter bis zu 2 mm L�nge (Abbildung 4 und
Abbildung S11B in den Hintergrundinformationen).

Die Feinstruktur der selbstorganisierten Fasern wurde an
Strukturen untersucht, die mindestens sieben Tage nach dem
Schaltvorgang erhalten wurden, weil zuvor die Koexistenz
von unstrukturiertem Material und Fasern eine exakte
Strukturanalyse behinderte. Abbildung 4 zeigt links steife
unverzweigte Nanob�nder mit L�ngen bis 500 nm und ein-
heitlichen H�hen von ca. (2.9� 0.3) nm (Abbildung S6 in den
Hintergrundinformationen). Durch Transmissionselektro-

nenmikroskopie (TEM) wurden die Strukturen best�tigt,
wobei als Breite ca. (16.9� 2) nm ermittelt wurde (Abbil-
dung S8 in den Hintergrundinformationen). Die dicht ge-
packten Strukturen weisen zwei Strukturattribute auf (Ab-
bildung 4, rechts): 1) eine kontrastreiche Schale von 2 � (4.3�
1) nm, die den dicht gepackten PEO-Ketten entspricht, und
2) einen kontrastarmen Kern von (8.3� 1) nm, der von Ura-
nylacetat nicht angef�rbt wird. Analoge Strukturmerkmale
wurden bereits bei recht �hnlichen PEO-Peptid-B�ndern
beobachtet, f�r die ein hydrophober b-Faltblatt-Peptidkern
vorgeschlagen wurde.[16]

Das Peptidorganisationsmotiv konnte durch TEM-Elek-
tronenbeugung (selected-area electron diffraction, SAED)
direkt mit der beobachteten Mikrostruktur korreliert werden.
Dabei wurde ein Abstand d von 4.77 � gefunden, wie er
charakteristisch f�r den Wiederholungsabstand von Peptid-b-
Str�ngen in einer ausgedehnten b-Faltblattstruktur ist (Ab-
bildung S7 in den Hintergrundinformationen). Das IR-
Spektrum st�tzt diesen Befund mit den f�r eine b-Faltblatt-
struktur typischen Amid-I- und Amid-II-Schwingungsbanden
(Abbildung S9 in den Hintergrundinformationen). Diese
Beobachtungen stimmen mit Beschreibungen der Selbst-
organisation von b-Faltblattpeptiden und Peptid-Polymer-
Konjugaten in der Literatur �berein.[2,16] Daher schlagen wir
eine peptidgeleitete Organisation des Biokonjugats vor, die
von der gerichteten Selbstorganisation der Peptidaggrega-
tionsdom�ne getrieben wird, die ein b-Faltblattmotiv an-
nimmt und die Bildung der faserartigen Nanostrukturen
steuert. Fr�here Untersuchungen verwandter Systeme haben
gezeigt, dass die Breite der Nanob�nder durch vollst�ndig
gestreckte Peptid-b-Str�nge entsteht. Dabei zwingt die anti-
parallele Anordnung der Peptidstr�nge die PEO-Ketten zu
einer lateralen Packung.[10,16, 17] Die H�he der Nanob�nder
von etwa 2.9 nm deutet auf eine Stapelung dieser Kern-
Schale-Nanob�nder zu B�ndeln (doppelten b-Faltblattb�n-
dern) hin, wie es bereits bei analogen PEO-Peptid-Konjuga-
ten gefunden wurde.[9, 16] Die gerichtete Stapelbildung von
(TV)x-b-Faltbl�ttern ist vermutlich auf die faciale Amphi-
philie von b-Faltbl�ttern zur�ckzuf�hren.

Um die Diskrepanz zwischen der Schaltgeschwindigkeit
und dem Verlauf der Selbstorganisation zu kl�ren, wurde die
Enzymkonzentration von 0.03 �ber 0.1 auf 0.3 mgmL�1 ge-
�ndert, w�hrend alle anderen Parameter konstant gehalten

Abbildung 3. Kolorimetrische Bestimmung der freien Phosphors�ure
als Indikator f�r den BioSwitch-Prozess bei der enzymatischen Um-
wandlung von I in II (c[I]0 = 1 mg mL�1 in 0.1 mm Citratpuffer (H2O),
c[Phosphatase]0 = 0.1 mgmL�1 (0.5 U)).

Abbildung 4. Mikrostrukturbildung durch enzymatisch ausgel�ste
Selbstorganisation von PEO-Peptid-Konjugaten. AFM-Aufnahme nach
sieben Tagen (links, H�henbild, z= 10 nm) und TEM-Bild nach zehn
Tagen (rechts, Strukturen mit Uranylacetat negativ angef�rbt).
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wurden. Erwartungsgem�ß ergab die CD-Spektroskopie eine
eindeutige Korrelation der Enzymkonzentration mit der
Geschwindigkeit des Kn�uel!b-Faltblatt-Struktur�bergangs
(Abbildung S10 in den Hintergrundinformationen): Bei der
niedrigsten Enzymkonzentration lief die b-Faltblattbildung
innerhalb von 320 min ab, bei der mittleren Konzentration
ben�tigte sie 100 min und bei der h�chsten Konzentration
30 min.

Obwohl die Faserbildung wesentlich langsamer ist als der
Struktur�bergang im Peptidsegment, beeinflusst die Enzym-
konzentration den Selbstorganisationsprozess erheblich. Die
AFM-Aufnahmen der nach einem, f�nf und zehn Tagen
entstandenen Mikrostrukturen (Abbildung S11 in den Hin-
tergrundinformationen) belegen, dass die Selbstorganisa-
tionsprozesse bei der niedrigsten und der mittleren Enzym-
konzentration �hnlich sind: Kleine Faserobjekte mit L�ngen
von rund 100 nm konnten nach einem Tag beobachtet
werden, und zwar zusammen mit einer großen Menge poly-
disperser, globul�rer Strukturen, die vermutlich aus unge-
ordneten Aggregaten von II bestehen. Nach f�nf Tagen
hatten die Faserstrukturen an L�nge und Anteil deutlich zu-
genommen und zeigten in den Folgetagen weiteres L�ngen-
wachstum. Die Erh�hung der Enzymkonzentration auf
0.3 mgmL�1 beschleunigte den Struktur�bergang, doch selbst
nach zehn Tagen konnten durch AFM nur ungeordnete
Strukturen und keine Fasern gefunden werden.

Diese Ergebnisse k�nnen erkl�rt werden, indem die
Selbstorganisation des PEO-Peptid-Konjugats mit der Orga-
nisation fehlgefalteter Proteine zu Amyloidfibrillen vergli-
chen wird.[18] Abbildung 1 fasst den vorgeschlagenen Me-
chanismus zusammen, der zwei nebeneinander auftretende
Organisationswege umfasst. Der BioSwitch-Prozess trans-
formiert das PEO-Peptid-Konjugat von einem Zustand mit
unterdr�ckter Aggregation (I) in einen aktiven Zustand mit
hoher Aggregationstendenz (II). Die aktivierten Biokonju-
gate k�nnen nun entweder zu partiell ungeordneten b-Falt-
blattstrukturen aggregieren (Route A, III a) oder, Route B
folgend, sich zu definierten b-Faltblattnanostrukturen zu-
sammenfinden (IIIb). W�hrend IIIa als kinetisch kontrol-
lierter, metastabiler Zustand betrachtet werden kann, ver-
l�uft Route B vermutlich thermodynamisch kontrolliert.

Die oben diskutierten Ergebnisse legen nahe, dass unter
den gew�hlten Bedingungen, Route A den fr�hen Selbst-
organisationsprozess dominiert. Wird I bei geringer Enzym-
konzentration aktiviert – also verh�ltnism�ßig langsam –,
wird das zus�tzliche Auftreten von Route B plausibel. Als
Konsequenz bilden sich geringe Mengen energiearmer b-
Faltblattnanostrukturen (IIIb). Diese k�nnten als Nuclea-
tionskeime dienen und die Fibrillogenese induzieren. Das
Wachstum der Fasern (IV) verl�uft unter Verbrauch der
partiell ungeordneten b-Faltblattaggregate. Dieser Mecha-
nismus ist in Einklang mit der Beobachtung, dass Route A bei
hoher Enzymkonzentration exklusiv favorisiert ist. Es scheint
verst�ndlich, dass eine schnelle Aktivierung von I Route B
vollst�ndig unterdr�ckt, was die Bildung von Nucleations-
keimen verhindert und das Ausbleiben der Faserbildung er-
kl�rt. Weitere Studien, z. B. zeitabh�ngige Lichtstreuung und
analytisches Ultrazentrifugieren in Kombination mit Nuc-
leationsexperimenten, sind notwendig, um den vorgeschla-

genen Mechanismus zu best�tigen. Dennoch ist die Analogie
zur Amyloidbildung bereits deutlich erkennbar, bei der „in-
fekti�se“ Proteinaggregate diskutiert werden, die die Bildung
ausgedehnter b-Faltblattstrukturen induzieren oder kataly-
sieren.

Wir haben hier eine Strategie vorgestellt, um spezifische
Funktionen von Peptidsegmenten in Polymer-Peptid-Konju-
gaten mit Enzymen zu aktivieren oder zu regulieren. Hierzu
wurde ein Polyethylenoxid-Peptid-Konjugat mit einer (Thr-
Val)5-Aggregationsdom�ne hergestellt. Die Phosphorylie-
rung von drei Threoninseitenketten unterdr�ckte effizient die
Selbstorganisation des Biokonjugats, die durch Hydrolyse der
Threoninphosphatester mit dem Enzym Phosphatase akti-
viert wurde. Damit konnte ein effizienter Schalter entwickelt
werden, mit dem sich Mikrostrukturbildung enzymatisch
kontrollieren l�sst.

W�hrend die vorliegende Studie die Wichtigkeit von re-
gulatorischen Strategien verdeutlicht, weist die molekulare
Biochemie ein großes Repertoire an hochspezifischen Enzy-
men auf, die zur Funktionskontrolle, Transformation, Modu-
lierung oder Vernetzung von Peptiddom�nen genutzt werden
k�nnen. Um dieses Ziel zu erreichen, werden gegenw�rtig
Enzyme bez�glich ihrer Eignung zur Steuerung von Aggre-
gationszust�nden, Bioaktivit�t, Adsorptions- und Bindungs-
eigenschaften getestet.
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