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Bakterielle Infektionen verursachen weltweit noch immer die
meisten Todesf�lle, wobei Antibiotikaresistenzen eine der
grçßten pharmazeutischen Herausforderungen darstellen.
Die umfassende Berichterstattung der Medien �ber die Ri-
siken Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA)-
und multiresistenter S. aureus (MDR-SA)-Infektionen haben
weltweit die Entwicklung neuer Antibiotika in den Fokus
ger�ckt. So wurden in den letzten Jahrzehnten neue Medi-
kamente gegen Gram-positive Keime zugelassen.[1] Weit we-
niger Anstrengungen wurden jedoch zur Entwicklung neuer,
gegen Gram-negative Keime gerichtete Verbindungen un-
ternommen, obwohl auch hier von der schnellen Verbreitung
multi- oder panresistenter St�mme ein hohes Gesundheits-
risiko ausgeht.[2] Einen vielversprechenden therapeutischen
Ansatz bieten antimikrobielle Peptide (AMPs), welche ihre
Effizienz als Teil des angeborenen Immunsystems �ber Jahr-
millionen unter Beweis gestellt haben.[3] Unter pharmazeuti-
schen Aspekten haben AMPs jedoch mehrere Nachteile. Die
zwei wichtigsten Herausforderungen, die es zu bew�ltigen
gilt, sind a) toxische Nebenwirkungen, die insbesondere f�r
hçhere Dosen von AMPs beobachtet wurden, welche Mem-
branen lysieren, und b) die Verweildauer im Blut, da lineare
Peptide schnell durch Proteasen abgebaut bzw. renal ausge-
schieden werden.

Eine g�ngige Methode, diese Nachteile zu �berwinden,
basiert auf der kovalenten Kupplung von Polyethylenglycol
(PEG), wodurch die renale Ausscheidung, der enzymatische
Abbau, die Immunogenit�t und die Toxizit�t einer Verbin-
dung reduziert werden kann. PEG verbessert zudem die
Lçslichkeit, wodurch das Injektionsvolumen herabgesetzt
werden kann.[4] Entgegen fr�herer Bef�rchtungen konnte
eine Toxizit�t von PEG nicht best�tigt werden, weshalb es
heute vielfach in der Pharma- und Kosmetikindustrie einge-
setzt wird.[5]

Neben diesen offensichtlichen Vorteilen kann die
PEGylierung viele Wirkstoffe inaktivieren, insbesondere
kleinere Molek�le. Deshalb wird PEG �ber hydrolysierbare

oder enzymatisch spaltbare Linker (z. B. Ester, Carbonate,
Hydrazone oder aromatische Linker) an den Wirkstoff ge-
kuppelt, um diesen dann gezielt aus dem Prodrug freizuset-
zen.[6] Wir pr�sentieren hier ein neues Konzept zur systemi-
schen Freisetzung von Peptiden und kleinen Proteinen aus
PEGylierten Prodrugs, wobei die im Blut vorhandenen Pro-
teasen den maßgeschneiderten Linker spalten. �ber den
Linker kann die Freisetzungsgeschwindigkeit so gesteuert
werden, dass die f�r den Wirkstoff gew�nschten pharmako-
kinetischen Eigenschaften erreicht werden.

Dieses Konzept haben wir an Prolin-reichen AMPs
(PrAMPs) erprobt, die urspr�nglich aus Insekten isoliert
wurden, und von uns zur Behandlung systemischer Infektio-
nen mit Gram-negativen Bakterien optimiert wurden. Die
gew�hlten Leitstrukturen Api88 und Onc72 sind in vivo sehr
wirksam und weisen eine hohe therapeutische Breite auf
(Tabelle 1).[7]

Wir konnten beide Peptide bez�glich ihrer Proteasesta-
bilit�t deutlich verbessern, wobei in verd�nntem Mausserum
Halbwertszeiten von mehr als 4 h erreicht wurden.[8] Nach
PEGylierung beider Peptide zur Reduktion der renalen
Ausscheidung verringerte selbst das kleine PEG750, ein
Oligomer mit einer durchschnittlichen Masse von 750 Da, die
antibakterielle Aktivit�t drastisch. L�ngere PEGs f�hrten zu
inaktiven Verbindungen. Dies war zu erwarten, da PrAMPs in
die Bakterien gelangen m�ssen, um intrazellul�re Zielmole-
k�le (z. B. Chaperon DnaK) zu blockieren,[9] und das kovalent
gekuppelte PEG wahrscheinlich die zellul�re Aufnahme
verhindert. Daher verl�ngerten wir Onc72 (Onc110) N-ter-
minal um drei Aminos�uren (Gly-Ala-Arg, GAR) und kup-
pelten daran unterschiedlich lange PEGs, in der Annahme,
dass das aktive Peptid (d.h. Onc72 bzw. Onc110) durch
Trypsin-�hnliche Proteasen aus dem Prodrug freigesetzt
werden w�rde. W�hrend PEG750 als Carbons�ure in guter
Ausbeute an die ungesch�tzten N-Termini beider Peptide

Tabelle 1: Sequenzen der Oncocin- und Apidaecin-Derivate.

Peptid Sequenz[a] PEG-Spacer (#)

Onc72 (#)-VDKPPYLPRPRPPROIYNO-NH2 PEG-GAR
Onc110 (#)-VDKPPYLPRPRPZRZXYNO-NH2 PEG-GAR
Api88 gu-ONNRPVYIPRPRPPHPRL-NH2

Api137 gu-O(#)NNRPVYIPRPRPPHPRL-OH PEG-GARSG
Api300 gu-OO(#)NRPVYIPRPRPPHPRL-OH PEG-GARSG
Api301 gu-ONO(#)RPVYIPRPRPPHPRL-OH PEG-GARSG

[a] Abk�rzungen: O = l-Ornithin (Orn), Z= trans-4-Hydroxy-l-prolin,
X = tert-l-Leucin und gu = N,N,N’N’-Tetramethylguanidinogruppe.
(#) Wasserstoffatom im freien Peptid (z. B. Onc72) oder PEG-Spacer in
der PEGylierten Sequenz (z. B. PEG-GAR-Onc72).
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gekuppelt werden konnte, gestaltete sich die Reinigung mit-
tels RP-HPLC aufgrund der Peakverbreiterung als Folge des
polydispersen PEG schwierig. Daher �nderten wir die Syn-
thesestrategie und kuppelten im letzten Schritt der Peptid-
synthese Iodessigs�ure an den ungesch�tzten N-Terminus,
spalteten das Peptid ab und kuppelten nach dessen Reinigung
das PEG750 oder PEG5000 als Thiol. Bei dieser Herangehens-
weise konnten die Prodrugs relativ einfach mittels RP-HPLC
von den Edukten abgetrennt werden. In Serum wurden
sowohl Onc72 (schwarz) als auch Onc110 (blau) langsam aus
den mit PEG750 (Quadrate) oder PEG5000 (Rauten) aufge-
bauten Prodrugs mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten
freigesetzt (Abbildung 1).

Interessanterweise wurden beide Peptide mit der gleichen
Geschwindigkeit aus den PEG750ylierten Prodrugs und den
nicht-PEGylierten GAR-Onc72/Onc110 Sequenzen freige-
setzt (Hintergrundinformationen, Abbildung S1). Dies deutet
darauf hin, dass zumindest f�r kurze PEGs die Freisetzung
vornehmlich von der Erkennungssequenz abh�ngt und durch
das Polymer nicht wesentlich beeinflusst wird. Bevor wir dies
im Detail weiter verfolgten, testeten wir das Konzept eben-
falls an N-terminal modifizierten Peptiden. F�r Api137,[9]

welches einen guanidierten N-Terminus besitzt (Tabelle 1),
reduzierte die Kupplung von PEG750 an die d-Aminogruppe
des Ornithins in Position 1 der Peptidkette (Orn-1) die anti-
bakterielle Aktivit�t mehr als 200fach. Da Proteasen einen
�ber ein C-terminales Arginin an die Seitenkette von Orn-
1 gekuppelten Peptidlinker nicht abspalten, haben wir das
Tetrapeptid Gly-Arg-Ser-Gly (GRSG) als Linker eingebaut,
sodass die Spaltstelle zwei Reste vom verzweigten Orn-
1 entfernt ist. Dabei wurde PEG750-GR mit einer Halb-
wertszeit von 2 h abgespalten (Abbildung 1, rot, durchgezo-
genen Linie).

Wurde der Linker um einen Alaninrest verl�ngert (d.h.
GARSG), so reduzierte sich die Halbwertszeit in Serum auf
nur 40 min (Abbildung 1, gr�n, durchgezogene Linie). Die
Mengen des freigesetzten Api137(SG) stiegen mit dem
Abbau der beiden Prodrugs an (Abbildung 1, gestrichelte
Linie). Die sp�te Detektion des Abbauprodukts
1–16Api137(SG) legt nahe, dass Api137 nicht abgebaut wird,
solange es an PEG gekuppelt ist. Dies konnte auch massen-
spektrometrisch best�tigt werden. Das Signalmuster der
Prodrugs war �ber den gesamten Zeitraum stabil und ver-
schob sich nicht zu kleineren Massen.

Der Einfluss der Verzweigungsstelle wurde durch Sub-
stitution der Reste Asn-2 und Asn-3 in Api137 genauer un-
tersucht, da diese gegen Orn mit einem der beiden Peptid-
linker an der d-Aminogruppe ohne nennenswerten Aktivi-
t�tsverlust ersetzt werden kçnnen.[6] Dadurch konnte die
positive Ladung am N-Terminus von Api137, die f�r die an-
tibakterielle Wirkung insbesondere gegen Pseudomonas
aeruginosa wichtig ist, wiederhergestellt werden. Da die
Freisetzung des Wirkstoffs f�r die Orn-2- und Orn-3-Derivate
f�r beide Linkersequenzen und beide PEGs innerhalb der
Fehlergrenzen identisch war, beschreiben wir hier nur die
Ergebnisse des Orn-3-Peptids (Api301), w�hrend die Daten
der Orn-2-Derivate in den Hintergrundinformationen gezeigt
werden (Abbildung S2). Das aktive Peptid wurde relativ
schnell aus Api301(PEG750-GRSG) freigesetzt (t1=2

� 30 min),
wobei die Menge innerhalb von 1 h auf etwa 70% des Pro-
drugs und danach nur noch geringf�gig �ber die n�chsten 3 h
anstieg (Abbildung 2, oben). Stabiler war das entsprechende
PEG5000-Derivat, aus dem innerhalb von 4 h nur ca. 20%
Api301(SG) der urspr�nglich eingesetzten Menge des Pro-
drugs freigesetzt wurden (Abbildung 2, unten). Die l�ngeren

Abbildung 1. Abbau von PEG-GAR-Onc72 (schwarz), PEG-GAR-Onc110
(blau) und Api137 mit PEG-GRSG (rot) oder PEG-GARSG (gr�n) an
der d-Aminogruppe des Orn-1 in Mausserum (37 8C). Die Peptidmen-
gen wurden aus den Peakfl�chen berechnet (RP-HPLC, Absorption bei
214 nm) relativ zu den Peakfl�chen des urspr�nglich eingesetzten und
in Mausserum (100%) gelçsten Peptids. Untersucht wurden
PEG750 (&) und PEG5000(^). Durchgezogene Linien zeigen die PEGylier-
ten Prodrugs, gestrichelte Linien die freigesetzten Peptide Onc72,
Onc110 und Api137(SG) und gepunktete Linien das Abbauprodukt
1–16Api137(SG).

Abbildung 2. Abbau des mit PEG750 (oben) und PEG5000 (unten) �ber
die N-terminalen Linker GRSG (^) oder GARSG (*) PEGylierten
Api301 in Mausserum (100%, 37 8C). Durchgezogene Linien zeigen
die PEGylierten Prodrugs, gestrichelte Linien das freigesetzte therapeu-
tische Peptid Api301(SG) und gepunktete Linien das Abbauprodukt
1–16Api137(SG).
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Peptidlinker zeigten geringf�gig langsamere Freisetzungen
von Api301(SG) und demzufolge auch nur sehr viel geringere
Mengen an 1–16Api301(SG) am Ende der Inkubation (Abbil-
dung 2). Der Einfluss des Produgs auf die antibakterielle
Aktivit�t des Wirkstoffs wurde in TSB-Medium (tryptische
Soja-N�hrlçsung) und einer Mischung aus TSB-Medium und
Mausserum getestet (Tabelle 2). In der Mischung war Api137

etwas aktiver als in TSB-Medium. Im Vergleich dazu ver-
schlechterte sich die Aktivit�t des weniger stabilen Api88 in
Gegenwart von Serum vierfach. Im Unterschied zu den ohne
Linker PEGylierten Verbindungen waren die PEG750- und
PEG5000-G(A)RSG-Verbindungen in TSB-Medium leicht
aktiv. In Anwesenheit von Mausserum stiegen deren anti-
bakterielle Aktivit�ten jedoch stark an und erreichten die
gleichen MHK-Werte wie Api137. Diese hohe Aktivit�t war
�berraschend, da das aktive Peptid nur langsam freigesetzt
wird, was eine entsprechend lange Vermehrung der Bakterien
ermçglicht. Wahrscheinlich wird der anf�ngliche Wachs-
tumsvorteil durch die kontinuierliche Freisetzung des
Api301(SG) ausgeglichen, da �ber den gesamten Zeitraum
ausreichende Mengen des aktiven Peptids vorliegen.

Zuletzt testeten wir den Abbau von Api300(PEG750-
GRSG) in Blutproben von zehn gesunden M�nnern und
Frauen (Alter: 56� 6 Jahre), um die individuellen Abbaura-
ten zu bestimmen. Insgesamt wurde das Prodrug langsamer
als in Mausserum abgebaut, sodass nach 1 h noch 60� 16%
der urspr�nglichen Menge detektiert wurden (Abbildung S3).
Dar�ber hinaus unterschieden sich die Abbauraten in den
einzelnen Proben nur geringf�gig. Es ist anzumerken, dass die
meisten Peptide, Api- und Onc-Peptide eingeschlossen, in
Blut haupts�chlich durch Trypsin-�hnliche Proteasen abge-
baut werden, die auch f�r die Spaltung des Prodrugs verant-
wortlich sind. Personen mit einer hohen Proteaseaktivit�t im
Blut sollten den Wirkstoff daher schnell freisetzen, aber auch
schnell abbauen, w�hrend Personen mit niedriger Protease-
aktivit�t den Wirkstoff langsam freisetzen und langsam ab-
bauen. Folglich sollte die Konzentration des Wirkstoffs im

Blut aller Personen sehr �hnlich sein und weniger variieren,
als die Kinetik der Freisetzung vermuten l�sst.

Wir konnten hier ein neues Konzept zum tempor�ren
Schutz von Peptiden durch einen spaltbaren PEG-Peptid-
Linker etablieren, bei dem die aktive Komponente systemisch
durch Serumproteasen freigesetzt wird. Aufbauend auf den
strukturellen Anforderungen eines Peptidwirkstoffs kann das
PEG entweder N-terminal oder an eine Seitenkette gekup-
pelt werden, ohne die Funktion des Wirkstoffs zu beein-
tr�chtigen. Dieses Konzept kann auch auf Peptidwirkstoffe
mit einem C-terminalen Arg- oder Lys-Rest ausgeweitet
werden. Die hier vorgestellte Strategie macht die Vorteile der
PEGylierung (z. B. reduzierte Toxizit�t und Immunogenit�t,
verl�ngerte Verweildauer im Blut) f�r kleine Peptide nutzbar,
ohne deren Aktivit�t durch eine dauerhafte PEGylierung zu
verringern – beispielsweise f�r Wirkstoffe wie Apidaecin und
Oncocin, die intrazellul�re Zielproteine blockieren. Wichtig
ist dabei, dass die Linkersequenz innerhalb eines bestimmten
Bereichs so gew�hlt werden kann, dass der Wirkstoff
wunschgem�ß freigesetzt wird.

Experimentelles
Die Peptide wurden an fester Phase im 25 mmol-Maßstab an einem
multiplen Synthesizer (SYRO2000, MutliSynTech GmbH, Witten,
Deutschland) unter Verwendung der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl/
tert-Butyl (Fmoc/tBu)-Chemie und In-situ-Aktivierung mit Diiso-
propylcarbodiimid und 1-Hydroxybenzotriazol synthetisiert. Die
Seitenkette des zu verzweigenden Ornithins wurde mit der 4-Me-
thyltrityl(Mtt)-Gruppe gesch�tzt. Die N-Termini der Apidaecin-De-
rivate wurden guanidiert und danach die Mtt-Gruppe mit 2% Tri-
fluoressigs�ure (TFA) abgespalten.[7a, 8a] Die synthetisierten Peptide
wurden mit TFA abgespalten, mit Diethylether gef�llt, mittels RP-
HPLC gereinigt und die Massen durch MALDI-TOF-MS best�tigt.
Die MHK-Werte wurden f�r E. coli BL 21 AI in einem Titerver-
fahren (Triplikate) in 33% TSB-Medium oder 25% TSB-Medium
unter Zusatz von 25% Mausserum bei 37 8C �ber Nacht bestimmt.
Der Abbau der Peptide und die Freisetzung der Peptide aus PEG-
ylierten Prodrugs wurden durch die Inkubation der entsprechenden
Verbindungen in Maus- oder Humanserum (37 8C) bestimmt, wobei
zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquote entnommen und mittels RP-
HPLC analysiert wurden. Die Mengen der untersuchten Kompo-
nenten wurden aus den Peakfl�chen relativ zu der Peakfl�che zu
Versuchsbeginn (t = 0 min) berechnet.
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Api301 (SG) 0.8 0.2
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