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Im vergangenen Jahrzehnt standen Peptid-Polymer-Konju-
gate vermehrt im Fokus der Materialforschung.[1–4] Die Viel-
seitigkeit synthetischer Polymere verbunden mit der Pr�zisi-
on von Peptiden ergibt eine neuartige Klasse von Makro-
molek�len. Diese Biohybridpolymere finden Anwendung als
spezifische Wirkstofftransporter, biologisch aktive Ger�st-
strukturen f�r die Zellz�chtung, Systeme f�r die Biominera-
lisation oder Komponenten f�r die Nanoelektronik.[5–8]

Peptidsegmente in Biokonjugaten sind in der Lage, die
Selbstorganisation verschiedener synthetischer Polymere in
w�ssrigen und organischen Medien zu steuern.[9–12] Obwohl
hierdurch das Programmieren hierarchischer �berstrukturen
m�glich wird, ist die Regulation der Selbstorganisationspro-
zesse zum Teil noch immer stark eingeschr�nkt.[13] Etablierte
Kontrollmethoden, um die Sekund�rstruktur von Peptiden zu
manipulieren, sind �nderungen von pH-Wert, Temperatur
oder Redoxpotential sowie enzymatische Modifikationen der
Peptide und die Koordinierung von Metallionen an Pep-
tide.[14–17] Allerdings ist die �bertragung dieser Prinzipien auf
Biokonjugate nicht immer einfach.

Unl�ngst wurden Methoden beschrieben, um die Kon-
trolle der Selbstorganisation von Biokonjugaten zu verbes-
sern. Diese beinhalten 1) das Einf�gen tempor�rer Struktur-
defekte in das Peptidsegment der Biokonjugate, welche die b-
Faltblattbildung inhibieren. Durch �nderung des pH-Wertes
werden die „Switch“-Defekte entfernt und die Selbstorgani-
sation ausgel�st.[10] 2) Enzymatische Hydrolyse phosphory-
lierter Peptidsegmente in einem Biokonjugat kann dessen
Eigenschaften von nicht aggregationsf�hig in einen aktiven
Zustand schalten.[18] Ferner wurden 3) Schutzgruppenstrate-
gien verwendet, um die Aggregation von Biokonjugaten zu
steuern. Hierbei wird durch Abspaltung der Schutzgruppen,
z. B. durch Licht oder pH-�nderungen, die Selbstorganisation
ausgel�st.[19]

Die bisher etablierten Routen sind irreversibel und bieten
folglich nicht die M�glichkeit eines umkehrbaren Schaltpro-

zesses. Die Bindung von Metallionen hingegen ist reversibel.
Durch die Stabilisierung bestimmter Strukturen oder durch
Ausl�sung von Konformations�nderungen spielt sie eine
entscheidende Rolle in der Funktionskontrolle von Protei-
nen.[20,21] Eine �nderung der Sekund�rstruktur durch Kom-
plexierung von Metallionen wurde bei unterschiedlichen
Modellpeptiden beobachtet.[22–24] Bedingt durch ihr definier-
tes Komplexbildungsverhalten wurden �blicherweise �ber-
gangsmetalle wie Cu2+, Zn2+, Fe2+ oder Rh2+ verwendet.[25–27]

Hier stellen wir einen neuen Regulationsmechanismus
vor, welcher die reversible Kontrolle der Selbstorganisa-
tionsfunktion eines Peptidsegments in einem Peptid-Polymer-
Konjugat durch Calciumionen erm�glicht. W�hrend Ca2+

zuvor verwendet wurde, um bereits gebildete Peptidfasern zu
vernetzen,[28] beinhaltet die vorliegende Strategie die Kon-

Abbildung 1. a) Idealisierter Mechanismus f�r die Regulation der
Selbstorganisation der Peptid-Polymer-Konjugate durch Calciumionen
(Polymer dargestellt als graues Kn�uel, Peptid als rote Segmente):
1) Desaktiviertes Biokonjugat ohne Ca2+, das Peptidsegment liegt un-
geordnet vor. 2) Die Zugabe von Ca2+ stabilisiert das Peptidsegment
als b-Strang, der zu helikalen Fasern mit b-Faltblatt-Kern und Polymer-
Schale aggregiert (3). Ca2+ kann durch Zugabe des kompetitiven Bin-
ders Ethylendioxybis(ethylennitrilo)tetraessigs�ure (EGTA) komplexiert
werden; dies f�hrt zur Desaggregation der Fasern. b) Die intramoleku-
lare Coulomb-Abstoßung, welche die Bildung des b-Strangs erschwert,
wird partiell durch Ca2+-Zugabe kompensiert. (Chemische Strukturen
sind nicht maßstabsgetreu dargestellt.)
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trolle auf molekularer Ebene. Aktivierung und Desaktivie-
rung der Selbstorganisationsfunktion des Biokonjugats sind
das Ergebnis einer durch Ca2+ vermittelten Umwandlung der
Peptidsekund�rstruktur, welche die Aggregation oder den
Abbau fibrill�rer Peptid-Polymer-Nanostrukturen ausl�st
(Abbildung 1).

Das Biokonjugat I wurde in einer inversen Konjugati-
onsstrategie nach automatisierten Fastmoc-Standardproto-
kollen an einem PAP-Harz (PEO-beladenes Polystyrolharz)
synthetisiert. Hierzu wurde ein Polyethylenoxidblock (PEO,
Mn� 3200) mit einem (EL)5nFG-Peptidsegment verkn�pft.
Die Peptidsequenz besteht aus f�nf sich wiederholenden
Diaden von Glutamins�ure (E) und Leucin (L). Die alter-
nierend hydrophil-hydrophobe Sequenz des Peptidsegments
sorgt f�r eine hohe Tendenz zur Bildung einer b-Faltblatt-
Sekund�rstruktur.[29] Durch die Carbons�ureseitenketten der
Glutamins�ure wird die Sekund�rstrukturbildung gest�rt
(Abbildung 1b). Oberhalb pH� 5 liegen die COOH-Grup-
pen deprotoniert vor, und deren negative Ladung sorgt daf�r,
dass sich die intrinsische Tendenz zur Bildung einer b-Falt-
blattstruktur zugunsten einer statistischen Kn�uelkonforma-
tion verschiebt (Abbildung 2). Am C-Terminus wurde p-Ni-
trophenylalanin (nF) als spektroskopischer Marker einge-
f�hrt, und Glycin dient als flexibler Abstandshalter zwischen
Peptid und PEO-Block. Anschließend erfolgte die Abspal-
tung des vollst�ndig entsch�tzten Biokonjugates vom Harz.
Der chemische Aufbau von I wurde mit MALDI-TOF-MS,
1H-NMR- und FTIR-Spektroskopie �berpr�ft (siehe Hinter-
grundinformationen).

Das Biokonjugat I ließ sich leicht in 0.17 mm Tris(hydro-
xymethyl)aminomethan(TRIS)/HCl-Puffer (pH 8.9) l�sen.
Im Circulardichroismus(CD)-Spektrum zeigt der charakte-
ristische negative Cotton-Effekt bei l = 198 nm, dass I in
einer statistischen Kn�uelkonformation vorliegt (Abbil-
dung 2). Das CD-Spektrum von I ohne Ca2+-Zusatz bleibt
mindestens f�r einen Zeitraum von f�nf Wochen unver�ndert
(siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S5), was auf
eine ausreichende Unterdr�ckung der b-Faltblattbildung
hindeutet. Untersuchungen mit Rasterkraftmikroskopie
(AFM) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
unterst�tzen diese Annahme, da in beiden F�llen keine An-
zeichen f�r die Pr�senz anisotroper fibrill�rer Strukturen
gefunden wurden (Abbildung S6, S7).

Um die Selbstorganisationstendenz des Peptid-PEO-
Konjugates zu erh�hen, wurden L�sungen von I mit unter-
schiedlichen molaren �quivalenten an Calciumchlorid un-
tersucht. Die Calciumionen wurden aufgrund ihrer Biokom-
patibilit�t ausgew�hlt; des Weiteren ist bekannt, dass Ca2+

eine starke Affinit�t zu Carboxylaten hat, da die Bindung
enthalpisch vor allem aber entropisch getrieben ist.[30] Die

Zugabe von Ca2+ k�nnte die negativen Ladungen
der Carboxylate partiell abschirmen und somit
die b-Faltblattbildung des Peptidsegments zulas-
sen, welche die Selbstorganisation des Biokon-
jugates nach sich zieht. Die Strukturumwandlung
von einer statistischen Kn�uelkonformation in
die b-Faltblattstruktur konnte CD-spektrosko-

pisch verfolgt werden (Abbildung 2 und Abbildung S8). Un-
gef�hr f�nf Minuten nach Zugabe von f�nf molaren �qui-
valenten Ca2+ pro COOH-Gruppe des Biokonjugates konnte
das Auftreten der charakteristischen Cotton-Effekte f�r die
b-Faltblattstruktur beobachtet werden (l = 195 nm (+) und
216 nm (�)). Die Intensit�t der Signale nahm mit zuneh-
mender Calciumionenkonzentration zu und erreichte bei
8 �quiv. Ca2+/COOH ihr Maximum (Abbildung S4).

TEM- und AFM-Untersuchungen der L�sungen von I vor
und nach Zugabe von 8 �quiv. Ca2+/COOH best�tigen die
Aussage der CD-Daten. W�hrend in Abwesenheit von Ca2+

keine anisotropen Strukturen gefunden wurden, resultierte
die Zugabe von Ca2+ in Fibrillen mit einigen hundert Nano-
metern L�nge (Abbildung 3). Interessanterweise konnte
mithilfe von TEM eine helikale Feinstruktur der Fibrillen und
ein offenkundiger Trend zur Bildung starrer helikaler Dimere
beobachtet werden (Einschub in Abbildung 3).

Um die reversible Umwandlung der Sekund�r- und
Quart�rstruktur zu beweisen, wurde das Verhalten von I nach
Zugabe des Natriumsalzes des EGTAs zur L�sung der Bio-
konjugatfibrillen untersucht. Das CD-Spektrum best�tigt,

Abbildung 2. a) CD-Spektren von I vor und nach Ca2+- und EGTA-
Zugabe. b) Schaltdiagramm sequenzieller Sekund�rstrukturumwand-
lungen von I durch Verfolgung der �nderung des CD-Signals des cha-
rakteristischen negativen Cotton-Effekts bei 216 nm in Abh�ngigkeit
von wiederholter Ca2+- und EGTA4�-Zugabe. Die letzte Umwandlung
von b-Faltblatt zu statistischem Kn�uel dauerte ca. 3 Tage und erfolgte
nicht vollst�ndig.
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nach erfolgter Zugabe des kompetitiven Ca2+-Binders
EGTA, eine Sekund�rstrukturumwandlung des Peptids (b-
Faltblatt!Kn�uel; Abbildung 2). Dieser indirekte Beweis
f�r den Abbau der Fibrillen wurde durch TEM- und AFM-
Aufnahmen gest�tzt, da in beiden F�llen keine anisotropen
fibrill�ren Strukturen beobachtet werden konnten (Abbil-
dung S6 und S7). Das System konnte erfolgreich an seinen
Ausgangspunkt zur�ckgebracht werden, indem die Ca2+-
EGTA-Komplexe durch Dialyse quantitativ aus der L�sung
des Biokonjugates entfernt wurden. Das CD-Spektrum nach
der Dialyse zeigt, dass das Peptidsegment des Biokonjugates
wieder als statistisches Kn�uel vorlag (Abbildung 2). Inter-
essanterweise ist der Schaltprozess komplett reversibel, und
multiple Zyklen k�nnen wiederholt werden, ohne die Regu-
latoren (Ca2+ oder Ca2+-EGTA-Komplexe) durch Dialyse
entfernen zu m�ssen. Abbildung 2b zeigt, dass zwei An/Aus-
Zyklen durchlaufen werden k�nnen. Allerdings dauerte die
letzte Sekund�rstrukturumwandlung von b-Faltblatt zu sta-
tistischem Kn�uel ca. 3 Tage, nach denen ein Umsatz von
etwa 70% erreicht war. Dies liegt m�glicherweise an der zu
diesem Zeitpunkt bereits sehr hohen Salzkonzentration im
System (Abbildung S9).

Die beschriebenen Ergebnisse erm�glichen es, einen
Mechanismus f�r die durch Calciumionen gesteuerte rever-
sible Schaltung von I zu postulieren (Abbildung 1). Die ne-
gative Nettoladung des Peptidsegments des Biokonjugates
verhindert dessen Selbstorganisation. Durch die inter- und
intramolekulare Coulomb-Abstoßung nimmt das Biokonju-
gat eine statistische Kn�uelkonformation an. Nach Zugabe
von Ca2+ werden die negativen Ladungen teilweise abge-
schirmt, sodass das Peptidsegment einen b-Strang bilden
kann. Dies resultiert in der Selbstorganisation der Biokon-
jugate zu fibrill�ren b-Faltblattstrukturen. �hnlich zu art-
verwandten Biokonjugaten f�hrt die Amphiphilie des Peptid-
Polymer-b-Faltblatts zur Assoziation der Fibrillen, wobei
komplexere Strukturen entstehen. Bemerkenswert ist, dass
ausgedehnte b-Faltblattaggregate normalerweise in niedrigen
energetischen Zust�nden vorliegen und deren Bildung daher
oft nicht reversibel ist. Trotzdem scheint das Design der
Peptidsequenz eine ausreichende Triebkraft zu liefern, um
den Abbau der Aggregate nach Entfernen des Ca2+-Regula-
tors zu beg�nstigen.

Der postulierte Mechanismus ist mit den beobachteten
Dimensionen der Fibrillen vereinbar. F�r Nanofasern des
Konjugats I wurde unter dem AFM eine relativ einheitliche
H�he von ca. (6.1� 1.0) nm bestimmt. TEM-Aufnahmen
zeigen sehr persistente Fasern mit Breiten von ca. (10.0�
1.4) nm. Diese Fasern bestehen aus zwei umschlungenen Fi-
brillen mit Breiten um (4.5� 1.1) nm und sind damit von
�hnlicher Gr�ße wie bereits zuvor beschriebene PEO-Peptid-
Nanob�nder (Abbildung 3; siehe auch Abbildung S6 und
S7).[31]

Um den Einfluss der L�nge des PEO-Blocks auf den
Ca2+-regulierten Selbstorganisationsprozess zu untersuchen,
wurde ein weiteres Konjugat II synthetisiert. Dieses Konjugat
beinhaltet die identische Peptidsequenz, aber einen k�rzeren
PEO-Block mit Mn,PEO� 800 (siehe Hintergrundinformatio-
nen). Das Konjugat II ließ sich leicht bei pH 8.9 l�sen, und das
CD-Spektrum zeigt, dass das Peptidsegment als statistisches
Kn�uel vorliegt, das auch nach sechs Monaten noch stabil ist.
W�hrend f�r die effektive Sekund�rstrukturumwandlung von
I 8 �quiv. Ca2+/COOH ben�tigt werden, reichen f�r II schon
0.5 �quiv. Ca2+/COOH, um die Strukturumwandlung auszu-
l�sen (statistisches Kn�uel!b-Faltblatt, siehe Abbildung S4
und S5). Eine bessere Stabilisierung des Peptidsegments
konnte aufgrund des l�ngeren PEO-Blocks von I erwartet
werden, da dieser die Selbstorganisation erschwert. Konjugat
II enth�lt einen k�rzeren PEO-Block als I. Somit ist die sta-
tistische Kn�uelkonformation instabiler, und II ben�tigt we-
niger Ca2+, um die Aggregation auszul�sen (siehe Abbil-
dung S4).

AFM-Aufnahmen zeigen Fasern mit relativ einheitlicher
H�he von etwa (5.3� 0.6) nm. Unter dem TEM sind helikale
Fasern mit Breiten um (9.4� 1.4) nm zu beobachten. Diese
starren Objekte bestehen aus Fibrillen mit Breiten von ca.
(6.1� 1.4) nm. Trotz der empfindlicheren Schaltung konnten
die von II gebildeten Fasern durch kompetitive Komplexie-
rung des Ca2+ mit EGTA abgebaut werden. Die Sekund�r-
strukturumwandlung wurde mithilfe von CD-Spektroskopie
beobachtet (Abbildung 4a). Der Abbau der fibrill�ren
Strukturen konnte auch durch AFM- und TEM-Messungen
nachgewiesen werden (siehe Abbildung S6 und S7). Indem
die Ca2+-EGTA-Komplexe durch Dialyse aus der Biokonju-
gatl�sung entfernt wurden, konnte auch Konjugat II, wie
zuvor schon Konjugat I, zum Ausgangspunkt zur�ckgebracht
werden. Wie in Abbildung 4 a dargestellt, nimmt das Konju-
gat II nach erfolgter Dialyse eine statistische Kn�uelkonfor-
mation ein.

Anders als die Konjugate I und II neigt das Peptid ohne
PEO-Block intrinsisch dazu, die b-Faltblattstruktur einzu-
nehmen. Das CD-Spektrum des denaturierten Peptids vor der
Ca2+-Zugabe zeigt, dass das Peptid partiell bereits als b-
Faltblatt vorliegt, obwohl die statistische Kn�uelkonformati-
on klar vorherrscht (Abbildung 4b). Dar�ber hinaus wurde
durch Alterung einer L�sung des Peptids (1 Gew.-%) ohne
Calciumionen nach einigen Tagen ein klares selbsttragendes
Hydrogel erhalten (siehe Abbildung S10). Die Strukturum-
wandlung zu einem b-Faltblatt kann, wie die CD-Spektren
zeigen, durch Ca2+-Zugabe beschleunigt werden (Abbil-
dung 4b). �bereinstimmend mit den Arbeiten von Mutter
et al. zur Peptid-PEGylierung, stabilisiert der PEO-Block die

Abbildung 3. Aufnahmen helikaler dimerer Fibrillen aus dem Konjugat
I nach Zugabe von 8 �quivalenten Ca2+. Links: AFM-Phasenbild
(z = 150 mV) auf Glimmer. Rechts: TEM-Aufnahme (negativ ange-
f�rbt).
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Sekund�rstruktur von Peptiden und verlangsamt Struktur-
�berg�nge (hier wird die statistische Kn�uelkonformation der
Peptidsegmente bei I und II stabilisiert und die spontane
Aggregation reduziert).[32] �ber mehrere Wochen bis hin zu
Monaten konnten wir keine Sekund�rstrukturumwandlung
des Peptidsegments in den Peptid-PEO-Konjugaten I und II
beobachten (siehe Abbildung S5). Dies deutet darauf hin,
dass das Design von Peptiden mit schaltbaren Strukturen
Aminos�uresequenzen ben�tigt, die ein delikates Gleichge-
wicht zwischen zwei Sekund�rstrukturen aufweisen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der
Einbau negativer Ladungen in eine Peptidaggregationsdo-
m�ne von Peptid-Polymer-Konjugaten deren Selbstorganisa-
tion effektiv verhindert. Durch die Zugabe von Calciumionen
ließ sich die Bildung hierarchischer Nanostrukturen ausl�sen.
Dieser Selbstorganisationsprozess war, nach Komplexieren
der Calciumionen durch den kompetitiven Ca2+-Binder
EGTA, vollst�ndig reversibel. Diese Arbeit k�nnte einen
Beitrag zum Verst�ndnis der Rolle von Calcium bei der
Amyloidbildung leisten und neue Wege zur reversiblen
Kontrolle der Mikro- und Nanostrukturbildung in Hybrid-
materialien aufzeigen.
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