12138  Wiley Online Library

Angewandte

Zuschriften

Bioaktive PEG-Peptide

DOI: 10.1002/ange.201303467

Stabilisierung von Peptiden fiir intrazellulare Anwendungen mit
Phosphoramidat-verzweigten Polyethylenglycol-Ketten**

Nicole Nischan, Alokta Chakrabarti, Remigiusz A. Serwa, Petra H. M. Bovee-Geurts,
Roland Brock und Christian P. R. Hackenberger*
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Peptid- und proteinbasierte Wirkstoffe haben sich zu wichti-
gen Therapeutika entwickelt, jedoch ist ihr Anwendungsbe-
reich durch eine kurze Zirkulationshalbwertszeit, bedingt
durch Ausscheidung in der Niere, Antigenitit und Proteolyse
stark beschrinkt.!! Eine bewihrte Strategie zur Bewiltigung
dieser Probleme ist die Modifikation von Proteinen mit Po-
lyethylenglycol (PEG), das die Proteinoberfliche gegen
Proteasen abschirmt und eine adaptive Immunantwort ver-
hindert.”! Dabei wurde gezeigt, dass verzweigte PEGs bei
gleicher Molmasse durch den sogenannten ,, Regenschirmef-
fekt“ weitaus effektiver als lineare Ketten sind.” Ist das
Molekulargewicht des PEG etwa 30 kDa oder groBer, wird
auBerdem die Ausscheidung in der Niere stark vermindert.™!
Unter Ausnutzung derselben Mechanismen wurden auch
andere Polymermaterialien, wie zum Beispiel Poly[N-(2-hy-
droxypropyl)methacrylamid] (HPMA)®! oder sogar Biopo-
lymere wie Random Coils bestehend aus Prolin, Alanin und
Serin (PASylierung)® verwendet, um verschiedene Biopoly-
mere zu stabilisieren, abzuschirmen und ihre Loslichkeit zu
erhohen. Die Vorteile einer PEGylierung wurden ebenfalls
fiir die Entwicklung von Tragerstoffen fiir die gezielte Phar-
makotherapie genutzt.”)

Derzeit zielen viele PEGylierungsstrategien auf nukleo-
phile Seitenketten von kanonischen Aminosduren ab — dabei
reagieren Amino- oder Thiolgruppen mit elektrophilen PEG-
Derivaten.!l Diesem Ansatz mangelt es jedoch an Ortsspe-
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zifitdt, sodass die biologische Aktivitit der Proteine verloren
gehen kann; aulerdem ist die Identifikation der Position und
Anzahl der erfolgten PEG-Modifikationen schwierig.”! Al-
ternativ dazu basieren ortsspezifische PEGylierungsstrategi-
en auf der Exprimierung von Proteinen, die nicht-kanonische
Aminoséduren enthalten. Diese tragen reaktive Gruppen, die
chemoselektiv PEGyliert werden konnen; am héaufigsten
nutzt man Ketone,'”! Alkine!" ' und Azide.'">'? Wir konn-
ten zu diesen Methoden mit der Umsetzung von p-Azido-
phenylalanin(Pap)-enthaltenden Proteinen in einer Staudin-
ger-Phosphit-Reaktion mit PEG-Phosphiten beitragen, die
exzellente Ausbeuten liefert und chemoselektiv ist.'* Die
Staudinger-Phosphit-PEGylierung hat den Vorteil, dass die
symmetrischen PEG-Phosphite, die direkt aus kommerziell
erhiltlichen giinstigen linearen PEG-Monomethylethern ge-
wonnen werden, in der Staudinger-Phosphit-Reaktion mit
dem Azid ein Phosphoramidat ergeben, das als Verzwei-
gungspunkt gleichzeitig zwei PEG-Ketten an das Protein
bringt (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Struktur und Nomenklatur der hier verwendeten PEGylier-
ten Phosphoramidat-verzweigten BH3-Peptidkonjugate.

In der vorliegenden Studie wollten wir zunichst den
Einfluss Phosphoramidat-verzweigter PEG-Ketten auf die
Stabilitidt von biologisch aktiven Peptiden in Zelllysaten be-
stimmen. Danach haben wir die nur selten betrachtete in-
trazelluldre Verteilung und schlieBlich die biologische Akti-
vitdt der PEGylierten Peptide in intrazelluldrer Umgebung
untersucht. Hierbei gingen wir davon aus, dass die iiber den
Verzweigungspunkt eingebrachten kleinen bis mittleren
PEG-Ketten die Peptide signifikant stabilisieren, wiahrend
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die Aktivitidt des Peptids in Zellen erhalten bleibt. Bei der
Anwendung der Staudinger-Phosphit-PEGylierung entschie-
den wir uns fiir ein synthetisch anspruchsvolles proapoptoti-
sches Peptid. Dieses aus 22 Aminoséduren bestehende Mo-
dellpeptid wurde von der BH3-Doméne des proapoptoti-
schen Proteins BID abgeleitet; dessen Aktivitét als Ausloser
des kontrollierten Zelltods kann indirekt iiber eine Messung
der Caspase-3-Aktivitit bestimmt werden." Caspase-3 ist
eine Effektorcaspase, die wédhrend der frithen Phase der
Apoptose aktiviert wird."™! BID, das proapoptotische BH3-
only Aktivatorprotein aus der Bcl-2-Familie, kann direkt mit
BAX, einem proapoptotischen Multidoménen-Bcl-2-Effek-
torprotein interagieren, um BAX-Homooligomere in der
duBBeren Mitochondrienmembran zu formen, was zur Frei-
setzung von Cytochrom C fiihrt und so schlieBlich Caspasen
aktiviert."! Wir haben schon zuvor BID-BH3-Peptide be-
nutzt, um den Einfluss der Priasentation auf linearen HPMA -
Geriisten!" oder Multivalenz!'”! in Bezug auf intrazellulire
Aktivitdt zu untersuchen. Beide Studien zeigten, dass das
unmodifizierte Peptid keine intrazelluldre Aktivitdt aufweist.
In anderen Studien wurde gezeigt, dass Aktivitit erzeugt
werden kann, indem man die Konformation fixiert!® oder das
Peptid in Membranen verankert."” Im Ubrigen wurden li-
neare PEGylierte BH3-Peptide bereits in Kombination mit
Krebszellen-dirigierenden Hormonen und Medikamenten
genutzt, um Apoptose in Krebszellen auszuldsen.?”! Zusam-
mengefasst sind BH3-Peptide also ein hochinteressantes
Modellsystem, um nachzuweisen inwieweit die Staudinger-
Phosphit-PEGylierung die intrazellulire Peptidaktivitit
erhoht.

Um den Peptidabbau sowie die intrazelluldre Peptidver-
teilung durch Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)
bzw. Konfokalmikroskopie zu verfolgen, wurde sowohl beim
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verwendeten BH3-Peptid als auch bei der mutierten inakti-
ven Variante (mBH3) ein Carboxyfluorescein-Fluorophor am
C-Terminus angebracht (Abbildung 1). Die zwei Phosphora-
midat-verzweigten PEG-Ketten wurden am N-Terminus der
Peptide positioniert. Sie bestanden aus PEG-Monomethyl-
ethern von entweder 4 (BH3- oder mBH3-PEG200, No-
menklatur siche Abbildung 1), 15 ((m)BH3-PEG750) oder 45
((m)BH3-PEG2000) Ethylenglycoleinheiten.”"! Fiir ein
Kontrollpeptid ohne stabilisierendes Polymer wurde statt-
dessen ein Dimethylphosphoramidat benutzt ((m)BH3 un-
PEGyliert).

Die Synthese der fluoreszierenden Peptide mit einem N-
terminalen Pap erfolgte auf einem mit Carboxyfluorescein-
Lysin beladenen Rinkamidharz?® mit Standard-Fmoc-Fest-
phasenpeptidsynthese (SPPS; Schema 1). Die daraufhin
durchgefiihrte Staudinger-Phosphit-PEGylierung mit den
leicht zugénglichen PEG-Phosphiten (siche die Hinter-
grundinformationen) ist entweder an der Festphase mit dem
geschiitzten Arylazid-BH3-Peptid oder in Losung mit dem
ungeschiitzten Peptid moglich. Zuerst konzentrierten wir uns
auf die Staudinger-Phosphit-Reaktion an der Festphase
(Schema 1A links), weil so der verwendete Uberschuss der
PEG-Phosphite sowie der in der Reaktion gebildete PEG-
Alkohol direkt entfernt werden konnen.” Leider war es trotz
verschiedener Optimierungsanstrengungen so nicht moglich,
die gewiinschten Produkte zu isolieren, da bereits wiahrend
der SPPS viele Abbruchprodukte entstanden sind, welche
nach der Staudinger-Phosphit-PEGylierung eine untrennbare
Mischung von PEGylierten Peptiden mit breitem Retenti-
onsverhalten ergaben (Schema 1B). Um dieses Problem zu
umgehen, entschieden wir uns, die Chemoselektivitdt der
Staudinger-Phosphit-Reaktion zu nutzten und fithrten die
PEGylierung nach der Abspaltung und Isolierung der
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Schema 1. A) Staudinger-Phosphit-PEGylierung an der Festphase (links) und in Lésung (rechts). a) PEG-Phosphit (10 Aquiv.), DMF, 30°C, 16 h.

b) 95% TFA, RT, 2 h ¢) PEG-Phosphit (10 Aquiv.), TRIS Puffer (100 mm, pH 8.2), 30°C, 16 bis 72 h. Mit: n=0 fiir (m)BH3 unPEGyliert, n=4 fiir
(m)BH3-PEG200, n=15 (Mittel) fur (m)BH3-PEG750, n=45 (Mittel) fir (m)BH3-PEG2000 und BH3 = EDIIRNIARHLAQVGDSMDRSI,

mBH3 = EDIIRNIARHAAQVGASADRSI, B) Testabspaltung (HPLC, C18, Wasser/MeCN-Gradient) nach PEGylierung an der Festphase, C) HPLC
des Rohprodukts nach PEGylierung des entschiitzten Azido-BH3-Peptids in Lésung. D) Isoliertes BH3-PEG2000 nach HPLC. Fiir Charakterisierung
der PEGylierten BH3-Peptide sowie fiir verwendete Gradienten siehe die Hintergrundinformationen.
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Azidopeptide mit HPLC in Losung durch (SchemalA
rechts). In TRIS-Puffer (100 mm) bei einem pH von 8.4 mit
30 Aquivalenten Phosphit (zugegeben in drei Portionen) lief
die Reaktion sehr gut, wobei die Aufreinigung einfach mit
HPLC erfolgte (Schema 1 C). Bei dieser Syntheseroute ist ein
zusitzlicher Reinigungsschritt notwendig; nichtsdestotrotz
erhielten wir saubere PEG-Phosphoramidat-Peptide laut
Nachweis mit LC-HRMS (siehe die Hintergrundinformatio-
nen).

Hochgradig PEGylierte Molekiile konnen Aggregate
oder mizellendhnliche Strukturen bilden,” was die In-vivo-
Aktivitéat eines biologisch aktiven Molekiils stark beeinflus-
sen kann. Im Hinblick auf die spiteren Zellexperimente un-
tersuchten wir deshalb zunéchst das Verhalten unserer PEG-
Peptidkonjugate in Losung. Dafiir verwendeten wir dynami-
sche Lichtstreuung (DLS), welche die Bestimmung des hy-
drodynamischen Radius erlaubt und so Schliisse dariiber zu-
lasst, ob die Konjugate Aggregate formen. Bei einer Kon-
zentration von 1 mm in PBS-Puffer lagen alle Konjugate als
Monomer vor und wiesen somit keine Tendenz zur Aggre-
gatbildung auf (siehe die Hintergrundinformationen).

Daraufhin untersuchten wir mit FCS™! die Stabilitit der
PEGylierten und unPEGylierten Peptide gegen proteolyti-
sche Spaltung durch Inkubation in rohem Jurkat-Zelllysat.
FCS leitet aus der temporéren Fluktuation von Fluoreszenz in
einem konfokalen Detektionsvolumen von weniger als einem
Femtoliter Informationen iiber die Konzentration und das
Diffusionsverhalten von Molekiilen ab.

Die Staudinger-Phosphit-PEGylierung fiihrte zu einem
dramatischen Anstieg der proteolytischen Halbwertszeit der
Peptide (Abbildung 2a,b). Es gibt eine positive Korrelation
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Abbildung 2. Proteolytische Stabilitidt der PEGylierten und unPEGylier-
ten Peptide. a) Reprisentatives proteolytisches Abbauexperiment: In-
kubation von Peptid (2 pum) in rohem Zelllysat von Jurkat-E6.1-Zellen
und Analyse mit FCS. b) Anstiegsfaktoren der durchschnittlichen relati-
ven Halbwertszeit und Standardabweichung der PEGylierten und un-
PEGylierten BH3-Peptide von drei unabhingigen Experimenten.
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zwischen PEG-Kettenldnge und Stabilitdtsanstieg (Abbil-
dung 2b). Im Vergleich zu dem unPEGylierten Kontroll-
peptid zeigten BH3-PEG200, BH3-PEG750 und BHS3-
PEG2000 einen Anstieg der Halbwertszeit um einen Faktor
von 1.5, 11, bzw. 57. Der Zusatz einer hohen Konzentration
von Proteinase K resultierte in der kompletten Zersetzung
der PEGylierten BH3-Konjugate (Abbildung 2a und Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen). Dieses Ergebnis
zeigt, dass die PEGylierung die Zuginglichkeit des Peptids
fiir Proteasen zwar hemmt, eine proteolytische Spaltung aber
moglich ist. Die beobachteten Unterschiede zwischen Wild-
typ und mutierten Konjugaten sind innerhalb der Signifi-
kanzgrenzen (Tabellen S1 und S2 in den Hintergrundinfor-
mationen).

Im néchsten Schritt untersuchten wir die intrazelluldre
Verteilung der PEGylierten Peptide, vor allem weil langket-
tigen PEGs bekanntermafen Membranfusion induzieren
konnen.® Aufgrund ihrer erhohten Stabilitit in Zelllysat
konzentrierten wir uns auf die Konjugate BH3-PEG750 und
BH3-PEG2000. Eine zelluldire Aufnahme wurde durch
Elektroporation erzielt, bei der ein kurzer elektrischer Puls
kurzzeitig Poren in der Plasmamembran entstehen lisst, die
wie ein GroBenfilter funktionieren. Um die intrazelluldre
Peptidverteilung zeitabhédngig zu verfolgen, wurden Jurkat-
Zellen mit 100 um BH3-PEG750, BH3-PEG2000, unPEGy-
liertem BH3-oder einfach Fluorescein als Kontrolle elektro-
poriert und innerhalb von 6.5 h regelméaBig mit Konfokalmi-
kroskopie an lebenden Zellen untersucht (Abbildung 3). Alle
getesteten Konjugate zeigen 30 min nach der Elektroporation
eine homogene Verteilung im gesamten Zytoplasma und dem
Zellkern vergleichbar zu der von freiem Fluorescein. Wie

_
Inkubationszeit > Originalhelligkeit

Abbildung 3. Zeitabhingige intrazellulare Verteilung von PEGylierten
und unPEGylierten BH3-Peptiden. Jurkat-E6.1-Zellen wurden elektropo-
riert mit einer Lésung von 100 pum von a) Fluorescein oder b) BH3 un-
PEGyliert ¢) BH3-PEG750 oder d) BH3-PEG2000. Konfokalmikroskopie-
Bilder wurden iiber insgesamt 6.5 h zu den gegebenen Zeitpunkten
aufgenommen. Maf3stabsleiste 10 um. Jedes Bild eines Zeitpunkts im
gleichen Mafstab. Helligkeit und Kontrastparameter wurden so ange-
passt, dass die Lokalisation der Peptide iiber 6.5 h erkennbar ist. Un-
angepasste Spalte enthilt Bilder mit zellabhéngiger Intensitét ohne
Helligkeits- und Kontrastanpassungen.
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zuvor beobachtet,™ verlisst Fluorescein die Zellen in weni-
ger als einer Stunde. Im Gegensatz dazu zeigen sowohl
PEGylierte als auch unPEGylierte BH3-Peptide eine homo-
gene Verteilung wihrend der ersten 5 h und auch nach 6.5 h
war die Fluoreszenz iiberwiegend homogen verteilt (Abbil-
dung 3). AusschlieBlich BH3-PEG2000 zeigte nach 6.5h
etwas Heterogenitit in der nuklearen Verteilung. Aulerdem
beobachteten wir eine signifikant hohere intrazelluldre Re-
tention der Fluoreszenz fiir BH3-PEG2000 im Vergleich zu
BH3 unPEGyliert oder BH3-PEG750, wobei die intrazellu-
lire Residenzzeit letzterer vergleichbar war (Abbildung 3,
unangepasst 6.5 h; Abbildung S3 in den Hintergrundinfor-
mationen). In einer fritheren Studie haben wir ein HPMA-
gekoppeltes BH3-Peptid untersucht und beobachtet, dass ein
Anstieg der proteolytischen Stabilitdt nicht von einer ver-
langerten intrazellulidren Residenzzeit begleitet wurde.'! Da
wir diese Korrelation jedoch fiir mehrere andere Peptide
nachweisen konnten, zeigt unsere Beobachtung im vorlie-
genden Experiment, dass das unPEGylierte BH3-Peptid ein
proteolytisches Fragment bildet, das nicht direkt die Plas-
mamembran iiberwinden kann.”

Daraufhin untersuchten wir den Einfluss der stabilisie-
renden PEG-Phosphoramidatmodifikation auf die intrazel-
luldre Aktivitdt der BH3-Peptide. Dafiir betrachteten wir
zunichst ein BH3-Peptid mit moglichst kurzen PEG-Ketten
bei gleichzeitig signifikanter Stabilisierung, da PEG-Modifi-
kation auch mit Verlust der Aktivitdt der Proteine einherge-
hen konnen.”’! Wir entschieden uns fir BH3-PEG750, das
wie vorher demonstriert eine solide Stabilisierung aufweist.

Nach der Elektroporation mit BH3-PEG750 bzw. mit der
mutierten Variante (mBH3) wurden die Zellen 6 h lang in-
kubiert und anschlieBend die apoptoseinduzierende Aktivitét
mit einem Caspase-3-Assay bestimmt. Die Elektroporation
wurde mit 100 pm und 300 um Peptidlosungen durchgefiihrt.
Zusitzlich diente Staurosporin (0.5 pum) als positive Kontrolle
fiir die Caspase-3-Aktivierung in Jurkat-Zellen. Unsere Stu-
dien zeigen, dass nur BH3-PEG750 einen konzentrationsab-
hingigen signifikanten und spezifischen Anstieg von Caspa-
se-3-Aktivitat aufweist, im Vergleich zu den Zellen, die ohne
Peptid elektroporiert wurden (leerelektroporiert; Abbil-
dung 4 a, Tabellen S3-S5 in den Hintergrundinformationen).
Im Gegensatz dazu fiihrte unPEGyliertes BH3 nur zu einem
geringen Anstieg der Caspase-3-Aktivierung im Vergleich zur
Elektroporationskontrolle; dieser Anstieg ist bei geringerer
Konzentration jedoch unspezifisch, da das gleiche Maf3 an
Aktivitdt auch fiir unPEGyliertes mBH3-beobachtet wurde.
Spezifische Aktivitidt konnte fiir das unPEGylierte BH3-
Peptid nur bei einer Konzentration von 300 pM nachgewiesen
werden (Abbildung 4a). Im Hinblick auf die hier verwende-
ten hohen Peptidkonzentrationen sei bemerkt, dass bei Mo-
lekiilen dieser GroBe nur ein geringer Anteil in das Zyto-
plasma gelangt. Die Konzentrationen in der Zelle sind weit-
aus geringer als die in der Elektroporationskiivette.*!

AbschlieBend verglichen wir die intrazelluldre Aktivitét
von BH3-PEG750 und BH3-PEG2000 bei einer Konzentra-
tion von 100 uM. Interessanterweise zeigte BH3-PEG2000
trotz einer lidngeren intrazelluldren Retentionszeit der Fluo-
reszenz keine hohere Aktivitdt (Abbildung 4b).
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Abbildung 4. Anstiegsfaktor der Caspase-3-Aktivierung in elektroporier-
ten Jurkat-E6.1-Zellen nach 6 h Inkubation, fiir die einzelnen Experi-
mente normalisiert auf summierte Aktivitit und den entsprechenden
Proteingehalt. Die Ordinate zeigt Caspase-3-Aktivierung x10~* durch

a) (m)BH3 unPEGyliert versus (m)BH3-PEG750 (Mittelwerte =+ Stan-
dardfehler (S.E.) dreier unabhingiger Experimente) b) BH3 unPEGyliert
versus BH3-PEG750 und BH3-PEG2000. (Mittelwerte & S.E. zweier un-
abhingiger Experimente).

Zusammengefasst haben wir erfolgreich den Einfluss
kleiner bis mittelgroBer Oligo- und Polyethylenglycolketten
auf die Stabilisierung gegen Proteolyse in Zelllysaten und die
intrazelluldre Aktivitdt von proapoptotischen BH3-Peptiden
untersucht. Die Phosphoramidat-verzweigten PEGylierten
BH3-Peptide wurden mithilfe der chemoselektiven Staudin-
ger-Phosphit-Reaktion in Losung hergestellt und zeigten eine
57fache Erhohung der Halbwertszeit in Jurkat-Zelllysat bei
Einsatz von nur mittelgroBen PEG2000-Ketten (n=45).
Nachfolgend untersuchten wir die intrazelluldre proapopto-
tische Aktivitdt der PEGylierten BH3-Peptide. Fiir BH3-
PEG750 konnte gezeigt werden, dass eine N-terminale
PEGylierung zu einem signifikanten konzentrationsabhéngi-
gen Anstieg intrazelluldrer Aktivitit fithrt, obwohl das Mo-
lekulargewicht des Peptids verglichen mit dem unPEGylier-
ten nur um einen Faktor von 1.5 erhoht ist. Aulerdem blieb
auch bei mittelgroBen Phosphoramidat-verzweigten PEG-
Ketten die homogene zytoplasmatische Verteilung der Pep-
tide erhalten. Zusammengenommen verdeutlichen diese Er-
gebnisse das Potential Phosphoramidat-verzweigter PEGy-
lierter Biopolymere fiir das selektive Adressieren von intra-
zelluldren biologischen Signaliibertragungswegen mit phar-
mazeutischer und klinischer Relevanz. Wir arbeiten aktuell
an weitergehenden Studien zur Kombination der Staudinger-
Phosphit-PEGylierung mit direkter zelluldrer Aufnahme.
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