Bioorganometallchemie

Ein Peptid-Cobaltocenium-Biokonjugat mit
verbesserter Aufnahme in Zellen und
Anreicherung im Zellkern

Fozia Noor, Annette Wiistholz, Ralf Kinscherf und
Nils Metzler-Nolte*

Der gezielte Transport von Diagnostika oder Wirkstoffen in
bestimmte Zellkompartimente ist von erheblicher Wichtigkeit
fiir die Diagnose und Behandlung von Krankheiten, insbe-
sondere wenn man bedenkt, dass die biologischen Zielstruk-
turen dieser Verbindungen in aller Regel ebenfalls eindeutig
lokalisiert sind (wie beispielsweise die DNA im Zellkern).

In der letzten Zeit ist der Bioorganometallchemie einige
Aufmerksamkeit zuteil geworden,!*! nicht zuletzt weil neue
Organometallverbindungen vielversprechende Leitstruktu-
ren gegen Tumorzellen darzustellen scheinen. So berichteten
Schmalz und Mitarbeiter iiber Nucleosidanaloga mit einer
{Fe(CO);(butadien)}-Struktureinheit, die Apoptose zu indu-
zieren vermogen.!! Ein Ferrocenderivat des bekannten Wirk-
stoffs Tamoxifen, Ferrocifen, zeigt eine gute cytostatische
Aktivitit, selbst bei hormonunabhéngigen Zelllinien, die auf
Tamoxifen naturgemiB nicht ansprechen.™® Weitere Bei-
spiele sind {Ru(aren)}-Komplexe,”! verschiedene {Co(CO),-
(alkin)}-Derivate® ! und Titanocendichlorid, das bereits in
klinischen Studien getestet wurde.!">"!

Fiir die meisten dieser Verbindungen ist eine Wechsel-
wirkung mit der DNA als Wirkmechanismus vorgeschlagen
worden. Obwohl die Aufnahme der Verbindungen in den
Zellkern somit eine unabdingbare Voraussetzung fiir diesen
Wirkmechanismus darstellt, wird sie {iiblicherweise still-
schweigend vorausgesetzt und ist unseres Wissens fiir diese
Verbindungen bisher nicht zweifelsfrei nachgewiesen worden.
Eine derartige Annahme ist jedoch durchaus fragwiirdig, da
dem Transport jeder Verbindung in den Zellkern mindestens
drei Barrieren entgegenstehen: die dulere Zellmembran, die
Kernmembran sowie — fiir den Fall einer aktiven Aufnahme —
noch die Endosomen selbst. Insbesondere Transportphéno-
mene durch die Kernmembran sind in den letzten Jahren
intensiv untersucht worden,'*'” wobei sowohl mechanisti-
sche Fragestellungen als auch medizinische Anwendungen im
Mittelpunkt des Interesses standen.?! Ganz allgemein
stellen Membranen eine erhebliche Hiirde fiir viele Verbin-
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dungen dar. Niedermolekulare Verbindungen, zu denen die
meisten pharmazeutischen Wirkstoffe gehoren, konnen durch
passive Diffusion in das Zellinnere gelangen. Andererseits
besteht die Moglichkeit, dass sie durch P-Glycoproteine
wieder aus der Zelle hinausbefordert werden, bevor sie den
Zellkern erreichen konnen. Fiir Biokonjugate von Peptiden
mit radioaktiven Metallen ist eine erhdhte rezeptorvermit-
telte Aufnahme in das Cytoplasma von Zellen, jedoch noch
nicht in den Zellkern, nachgewiesen worden.”>®! Es gibt
jedoch praktisch keine Untersuchungen iiber die intrazellu-
lare Lokalisierung von nicht-radioaktiven Metallkomplexen.

Wir berichten hier iiber ein Peptid-Biokonjugat einer
nicht-radioaktiven Organometallverbindung, das genau fiir
diese spezifische Aufnahme in den Zellkern entworfen wurde.
Hierfiir wurde das Kernlokalisierungssignal (nuclear locali-
zation signal, NLS) des viralen Antigens SV40 T mit der
Aminosduresequenz ~ H-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-OH
gewihlt.?*?) In Proteinen dient dieses Heptapeptid als
»Adressaufkleber®, mit dem der Zellkern als Bestimmungs-
ort angezeigt wird. Die Sequenz bewirkt zudem fiir eine
Vielzahl von Substraten den aktiven Transport durch die
Poren der Kernmembran hindurch.'® Allerdings ist dieser
Kerntransport nur fiir solche NLS-Konjugate moglich, die
sich bereits im Cytoplasma befinden.?®'"! Die NLS-Sequenz
hat keinerlei positiven FEinfluss auf die Aufnahme von
Konjugaten in die Zellen. Selbst wenn solche Konjugate in
Endosomen inkorporiert werden, so werden sie iiblicherweise
nicht im Zellinneren freigesetzt, sondern im Gegenteil nach
einiger Zeit wieder iiber die duflere Zellmembran hinausbe-
fordert.” Um diesem Dilemma zu entgehen, sind kompli-
ziertere Konstrukte eingesetzt worden, beispielsweise NLS-
Konjugate mit Goldclustern oder lipophilen Peptiddoménen
mit Affinitit fiir Zellmembranen .

Wir prasentieren in dieser Arbeit erstmals die Moglich-
keit, Organometallverbindungen wie das Cobaltocenium-Ion
durch Konjugation mit dem NLS-Peptid gezielt in den
Zellkern zu befordern. Die weitaus meisten Metallocen-
Biokonjugate enthalten Ferrocen als Organometallverbin-
dung.P"! Das nahezu isostrukturelle Cobaltocenium-Ion hat
ein wesentlich hoheres Redoxpotential und zeigt auch gro-
Bere chemische Stabilitdt. Wir nahmen daher an, dass Cobal-
tocenium-Biokonjugate mindestens genauso gut, wenn nicht
sogar noch besser fiir physiologische Studien geeignet sein
sollten. Die Fluoreszenzmikroskopie an lebenden Zellen
zeigte iiberraschenderweise eine endosomale Aufnahme un-
seres Konjugats in die Zellen, gefolgt von rascher Freisetzung
in das Cytoplasma. Wir konnten durch Kontrollexprimente
belegen, dass diese rasche Aufnahme und Freisetzung im
Zellinneren alleine durch die Cobaltoceniumgruppe in dem
Konjugat bewirkt wird.

Das Cobaltocenium-NLS-Konjugat 1 (Cc-Lys-NLS,
Schema 1; Cc=Cobaltoceniumcarbonsdure) wurde am
Wang-Harz durch Festphasen-Peptidsynthese (solid-phase
peptide synthesis, SPPS) synthetisiert. Am N-Terminus
wurde ein zusitzlicher Lysinrest eingefiihrt. Nach der Pep-
tidsynthese wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe
(Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl) abgespalten und Co-
baltoceniumcarbonsdure nach Aktivierung durch TBTU
(TBTU =2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,3,3-tetramethyluroni-
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Schema 1. In dieser Arbeit hergestellte und eingesetzte Verbindungen 1-4 (siehe Experimentelles und Hintergrundinformationen fuir Details zur

Synthese und analytische Daten).

um-tetrafluoroborat) angekuppelt. Bei der Abspaltung vom
Harz durch konzentrierte Trifluoressigsdure (TFA) wurden in
einem Schritt auch alle Schutzgruppen an den Seitenketten
der Aminoséduren entfernt. Die HPLC-Analyse zeigte ein
Hauptprodukt, das durch semipréparative HPLC gereinigt
und vollstandig charakterisiert werden konnte (sieche Hinter-
grundinformationen). Verbindung 1 ist in Wasser und an Luft
stabil und kann tagelang bei Raumtemperatur unzersetzt
aufbewahrt werden.

Das MALDI-TOF-Massenspektrum von 1 zeigt das in-
tensivste Signal bei m/z 1225.5 fiir [M]* sowie weitere Sig-
nalgruppen fiir [M+K]* und [M+K+Na—H]*. Auch das 'H-
NMR-Spektrum von 1 zeigt charakteristische Signale, insbe-
sondere das typische Muster des monosubstituierten Metal-
locens um 6=6ppm mit einer Intensititsverteilung von
5:2:1:1 (Abbildung 1). Die Verbindung 1 geht eine quasi-
reversible Einelektronenreduktion bei —1.38 V ein (gegen
Ferrocen/Ferrocenium in Acetonitril), die der Cobaltoceni-
umgruppe zugeordnet werden kann. Das NLS-Peptid alleine
ist elektrochemisch inaktiv.

Um das Metallkonjugat in Zellen sichtbar zu machen,
wurde Fluoresceinisothiocyanat (FITC) als Marker einge-
fiihrt. Hierzu wurde ein N-terminaler Lysinrest mit einer N,-
4-Methyltrityl(Mtt)-Schutzgruppe eingefiihrt. Das Metallo-
cen wurde wie bei 1 angekuppelt, danach wurde die Mtt-
geschiitzte Lysin-Seitenkette mit verdiinnter TFA entschiitzt.
Die Reaktion mit FITC am Harz ergibt das intensiv orangerot
gefarbte Cc-Lys(FITC)-NLS-Konjugat 2.
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Nach Abspaltung vom Harz und HPLC-Reinigung besti-
tigen die 'H-NMR-Spektren die erwartete Zusammensetzung
der Konjugate (Abbildung 1). Die Spektren der Cobaltoceni-
um-Konjugate 1 (Mitte) und 2 (oben) zeigen die Cp-Signale
um etwa 6=06ppm zusitzlich zu den Signalen des NLS-
Peptids (unten). Dariiber hinaus weist nur das FITC-Konju-
gat 2 Signale im Arenbereich auf, die von dem Fluoreszenz-
farbstoff herriihren.

Jond o1
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Abbildung 1. "H-NMR-Spektren von Cc-Lys(FITC)-NLS 2 (oben),
Cc-Lys-NLS 1 (Mitte) und H-Lys-NLS (unten) in D,O.
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Es ist denkbar, dass der Fluoreszenzfarb-
stoff die biologischen Eigenschaften des Kon-
jugates starker beeinflusst als das Metallocen.
Daher haben wir als Vergleichssubstanzen fiir
die biologischen Experimente ein fluores-
zenzmarkiertes NLS-Derivat ohne Metallo-
cen (H-Lys(FITC)-NLS) 3 und ein verkiirztes
Metallocen-Dipeptid (Cc-Lys(FITC)-Val) 4
synthetisiert. Alle Verbindungen wurden mit
SPPS in hinreichenden Mengen fiir die Zell-
aufnahmestudien erhalten und durch HPLC,
MALDI-TOF-Massenspektrometrie und 'H-
NMR-Spektroskopie charakterisiert (siehe
Hintergrundinformationen). Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit des Fluorescein-Farb-
stoffs wurden sie im Dunkeln aufbewahrt
und zeitnah eingesetzt.

Wir verwendeten eine humane Leber-
krebszelllinie (HepG2) fiir die Zellaufnah-
mestudien, da sie einen relativ groBen Zell-
kern und vergleichsweise schwierig zu iiber-
windende Zellmembranen aufweist.’”) Die
HepG2-Zellen wurden 24 h bei 37°C mit
den Verbindungen 2-4 (1 mm) inkubiert und
danach mit RPMI-Medium (RPMI = Roswell
Park Memorial Institute) gewaschen, das
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Abbildung 2. Lokalisierung von fluoresenzmarkiertem Cobaltocenium-NLS (2) in lebenden HepG2-
Zellen (A-E) und Verteilung der Konjugate 3 und 4 in lebenden HepG2-Zellen (F-I). Die HepG2-
Zellen wurden mit den Biokonjugaten 2, 3 und 4 (alle 1 mm) inkubiert, 5 min mit dem Farbstoff
Hoechst 33342 (25 pgml™") zum Anfirben der Zellkerne und 15 min mit dem Endosomen-Marker
FM 4-64 (10 um) behandelt. A) Biokonjugat 2 in unfixierten Zellen (griine Fluoreszenz). B) Endoso-
men-Marker FM 4-64 in unfixierten Zellen (rote Fluoreszenz). C) Kernfirbung durch Hoechst 33342
(blaue Fluoreszenz). D) Colokalisierung von Biokonjugat 2 und FM 4-64 (Uberlagerung der Bilder
A and B). Gelbe Punkte zeigen die Lokalisierung von 2 in Endosomen. E) Colokalisierung von 2,
FM 4-64 und Hoechst 33342 (Uberlagerung der Bilder A, B und C). F) Konjugat 3 in unfixierten
HepG2-Zellen. G) Lichtmikroskopiebild der Zellen von (F). H) Konjugat 4 in unfixierten HepG2-
Zellen. 1) Lichtmikroskopiebild der Zellen von (H). (630-fache Vergréferung, siehe Text und Hinter-

#1444

10% FBS (FBS =Fotales Rinderserum) ent-
hielt, um alle an der AuBenseite der Zellen
anhaftenden Metall-Peptid-Konjugate abzu-
16sen. Die Zellen wurden sodann zweimal mit PBS (PBS =
phosphatgepufferte Salzlgsung) gewaschen und 5 min mit
dem Farbstoff Hoechst 33342 zur Anférbung der Zellkerne
inkubiert, gefolgt von dreimaligem Waschen mit PBS.
SchlieBlich wurde 15 min mit dem Endosomen-Marker FM
4-64 inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen wurden
die Zellen unter dem Mikroskop untersucht. Fiir andere
kleine kationische Peptide wie Arg-reiche Sequenzen oder
Tat-Peptide ist gezeigt worden, dass die Fixierung dieser
Zellen vor ihrer mikroskopischen Untersuchung eine Um-
verteilung der Peptide auslost, wodurch eine Lokalisierung
im Zellkern vorgetiuscht wird.®>**! Wir haben daher in dieser
Arbeit lebende Zellen unter dem Mikroskop untersucht
(Abbildung 2). Wihrend und nach den Untersuchungen
wurde die Integritit der Zellwand durch Ausschluss von
Propidiumiodid tiberpriift.

Nach Inkubation mit 2 zeigten die Zellen drei Arten von
Fluoreszenz: Homogen verteilte schwache griine Fluoreszenz
im Cytoplasma, intensive punktuelle Fluoreszenz im Cyto-
plasma, und intensivere griine Fluoreszenz im Kern (Abbil-
dung 2 A). Abbildungen 2B und C zeigen die Lokalisierung
der Endosomen (rot, Abbildung 2 B) und der Zellkerne (blau,
Abbildung 2 C) in denselben Zellen. Abbildungen 2D und E
sind tberlagerte Bilder, die die Colokalisierung in verschie-
denen Kompartimenten der Zelle verdeutlichen. Die Daten
zeigen eindeutig, dass Verbindung 2 gut von den Zellen
aufgenommen wird und mit dem Marker FM 4-64 in Endo-
somen colokalisiert ist. Dieser Befund weist auf eine aktive
Aufnahme des Konjugats tiber Endosomen hin. Nachdem die
Verbindung aus den Endosomen in das Cytoplasma gelangt
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grundinformationen fiir Diskussion und experimentelle Details).

ist, reichert sie sich im Zellkern an, wie dies fiir Konjugate mit
dem NLS-Peptid zu erwarten ist.

Die Verbindungen 3 und 4 hingegen zeigen wesentlich
geringere Fluoreszenz im Cytoplasma und praktisch keine
Fluoreszenz im Zellkern. Bei den mit der metallfreien
Verbindung 3 inkubierten Zellen fanden wir, dass die Ver-
bindung zum weit iiberwiegenden Teil in Endosomen einge-
schlossen ist; daher ist im Cytoplasma nur sehr wenig
Fluoreszenz zu erkennen (Abbildung 2F und G). Das Metal-
locen-Dipeptid 4 wiederum scheint durch passive Diffusion
durch die Zellmembran zum geringen Teil in das Cytoplasma
zu gelangen, findet von dort aber keinen Zutritt in den
Zellkern (Abbildung 2H und I).

Alle drei Verbindungen zeigen auch extrazelluldr punk-
tuelle Fluoreszenz, die an der duBleren Zellmembran lokali-
siert zu sein scheint. Eine solche Assoziation mit der Zell-
membran ist charakteristisch fiir kationische Peptide und der
erste Schritt vor der Aufnahme in Zellen. Von dort wird nur
das Konjugat 2 in nennenswertem Maf3e internalisiert, wo-
hingegen die Zellmembran eine Barriere fiir 4 und in etwas
geringerem Mal3e auch fiir 3 darstellt. Wie oben beschrieben,
scheint das metallfreie Konjugat 3 jedoch selbst nach Auf-
nahme in Endosomen diese nicht verlassen zu kénnen. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen fritherer Un-
tersuchungen, dass zellgdngige Peptide nach Endocytose
hiufig in Endosomen eingeschlossen bleiben, 37 was
schlieBlich ihre Lokalisierung im Kern verhindert. Es ist
gezeigt worden, dass NLS-vermittelter Transport in den
Zellkern nur aus dem Cytoplasma heraus moglich ist. Fiir
diesen Mechanismus ist es also absolut notwendig, dass die
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NLS-Konjugate im Zellinneren aus den Endosomen, mogli-
cherweise iiber spite Endosomen und Lysosomen,F*%)
wieder freigesetzt werden. Genau dies ist in unserem Beispiel
nur dem Konjugat 2 moglich.

Wir haben in dieser Arbeit iiber die erste Synthese eines
Cobaltocenium-Peptidkonjugats mit einer Kernlokalisie-
rungssequenz (NLS) durch Festphasen-Peptidsynthese be-
richtet. Die Biokonjugate sind aufgrund der ausgezeichneten
Stabilitdt der Cobaltoceniumgruppe unter physiologischen
Bedingungen sehr gut fiir biologische Studien geeignet. Das
Cobaltocenium-NLS-Konjugat reichert sich signifikant im
Zellkern von HepG2-Zellen an. Unseres Wissens ist dies die
erste Studie zur intrazelluldren Lokalisierung nicht-radioak-
tiver Organometall-Biokonjugate.™ Dilworth und Mitarbei-
ter berichteten iiber die intrazelluldre Verteilung eines Zink-
bis(thiosemicarbazon)-Komplexes.*! Dariiber hinaus zeigt
sich, dass die metallorganische Gruppe in unseren Konjuga-
ten essenziell fiir die aktive Aufnahme des Biokonjugats in
das Cytoplasma durch Endocytose ist. Das metallorganische
Biokonjugat 2 zeigt somit eine interessante Kombination von
metallvermittelter Zellaufnahme und peptidvermitteltem
Kerntransport. Dass Organometallverbindungen zu einer
verbesserten Aufnahme von Biokonjugaten fithren konnen,
ist eine neue und unerwartete Facette der Bioorganometall-
chemie. Sie konnte von erheblichem Nutzen sein, da die
Cobaltoceniumgruppe relativ klein, chemisch stabil und dabei
einfach zu handhaben ist. Wir untersuchen, inwieweit dies
eine generelle Eigenschaft von Organometallverbindungen
sein konnte, und priifen mogliche Anwendungen fiir weitere
biologische Untersuchungen.

Experimentelles

Die Biokonjugate wurden mit der Fmoc-Strategie nach SPPS-Stan-
dardmethoden hergestellt. Mit Valin beladenes Wang-Harz (Fmoc-
Val, 300 mg, 0.51 mmolg™') wurde 1h in DMF (DMF = Dimethyl-
formamid) gequollen. Die Aminosduren (Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Fmoc-Pro-OH; Boc = fert-Butoxycarbonyl,
Pbf=2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl) wurden in
dreifachem Uberschuss nach 1 min Voraktivierung mit TBTU und
HOBt (HOBt = N-Hydroxybenzotriazol) zugegeben. Fmoc-Schutz-
gruppen wurden durch Piperidin (20% in DMF) abgespalten. Am
Ende der NLS-Sequenz (PKKKRKV) wurde Fmoc-Lys(Mtt)-OH als
Linker und Ankergruppe fiir die Fluoreszenzmarkierung in den
Verbindungen 2, 3 und 4 angefiigt. Cobaltoceniumcarbonsiure wurde
nach der gleichen Vorschrift wie die Aminosduren, jedoch mit
langerer Reaktionszeit, gekuppelt; die erfolgreiche Kupplung des
Metallocens ist an der Gelbfarbung des Harzes erkennbar. Das Harz
wurde mehrfach mit DMF und CH,CIl, gewaschen und mit MeOH
geschrumpft. Vor dem Abspalten des Biokonjugats wurde das Harz
sorgfiltig unter Vakuum iiber KOH getrocknet. Zur Abspaltung
wurde zum Harz eine Mischung aus 95% TFA, 2.5% TIS (TIS=
Triisopropylsilan) und 2.5 % H,O zugegeben. Das Biokonjugat wurde
mit kaltem Diethylether ausgefillt, getrocknet und lyophilisiert.
Rohausbeute: 120 mg (fiir 1). Nach der Reinigung durch préparative
HPLC wird 1 als schwachgelber Feststoff erhalten, der sich in Wasser
und Ethanol gut 16st. MALDI-TOF-MS: m/z: 1225.5 [M*] (ber. fiir
Cs;HosCoNOyp: m/z 12257 [M*]). Square-Wave-Voltammetrie
(MeCN, 0.1m Bu,NPF,, FcH/FcH"): E,;;, = —1.38 V. '"H-NMR (D,0,
300.13 MHz, 25°C): 6=6.29 (s, 1H, CsH,), 6.25 (s, 1H, Cp), 5.89
(pseudo-t,2H, CsH,), 5.81 (s, 5H, Cp), 4.5-4.1 (iiberlappende m, 8H,
alle H,), 3.96 (m, 1H, Hy p,,,), 3.62 (m, 1H, H; p,,.), 3.19 (pseudo-t, 2H,
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Hp Arp)> 2.95-2.85 (m, 10H, H, ), 2.4-2.0 (m, SH, Hy; p,0, H, pro» Hyvar)s
1.96-1.34 (m, 34H, Hg, H,, H; (alle Lys), Hp oy, H, ), 0.93 ppm (d,
J=7Hz, 6H, CH;y,).

Hintergrundinformationen: Angaben zur Synthese und analyti-
sche Daten fiir 1-4, HPLC und MS, sowie Details zur Zellkultur und
Mikroskopie.
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