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Abstract: Die Steuerung der Aktivitit und Zellaufnahme in
Abhiingigkeit von physiologischen Verinderungen stellt eine
wesentliche Eigenschaft von intelligenten Proteintherapeutika
dar. Wir beschreiben die Selbstorganisation einer pH-schalt-
baren PAMAM-Dendrimerhiille auf der Oberfliche von ka-
talytisch aktiven Enzymen (Trypsin, Papain, DNase I), die
unter Bildung eines Dendrimer-Enzym-Komplexes als supra-
molekulare Schutzgruppe wirkt. Die Selbstorganisation basiert
auf einer pH-abhdingigen Wechselwirkung, die es dem Kom-
plex erméglicht, reversibel auf pH-Anderungen im Bereich
von pH 5.0 bis 7.4 zu reagieren. In Gegenwart der Dendri-
merhiille ist das Enzym inaktiv, wihrend unter sauren Bedin-
gungen durch Abspaltung der Dendrimerhiille die katalytische
Aktivitat vollstindig wiederhergestellt wird. Im Unterschied zu
den nativen Proteasen werden die Hybrid-Protein-Zymogene
effizient in A549-Zellen aufgenommen. In den sauren Zell-
kompartimenten erfolgt die programmierte Freisetzung der
Proteasen, welche zelltoxisch wirken.

Die Verwendung schaltbarer Schutzgruppen, die eine
genaue Kontrolle iiber die Stabilitédt, Freisetzung und Pro-
teinaktivitidt bieten, stellt einen attraktiven Ansatz dar, um
proteinbasierte Wirkstoffe mit einer moglicherweise hohen
therapeutischen Breite herzustellen.'! In der Natur dienen
peptidische Schutzgruppen dazu, so genannte Zymogene, d. h.
Vorldufer-Proteine von Proteasen wie Trypsin, Pepsin oder
Kaspasen, zu erzeugen, die einen effizienten intra/extrazel-
luldren Transport ermoglichen sowie einen unkontrollierten
zelluldren Abbau verhindern.” Die Einfiihrung synthetischer
makromolekularer Schutzgruppen stellt eine zeitgemaélfle
chemische Perspektive dar, um die Funktion eines Enzyms
durch sterische Abschirmung der Proteinoberfliche in Ab-
héangigkeit von externen Reizen, z.B. dem pH-Wert, zu
schalten.

Proteasen spielen eine zentrale Rolle bei der Krebspro-
gression und Metastasenbildung, wobei sie die Proliferation,
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Apoptose, Differenzierung von Zellen sowie die Umgehung
des Immunsystems regulieren.”! Der Transport von Proteasen
ist sowohl fiir die Aufkldrung ihrer Funktion im Organismus
als auch fiir die Entwicklung neuartiger Proteintherapeutika
von grolem Interesse. Daher stellt die Entwicklung einer
Synthesestrategie, die auf einer schaltbaren Abschirmung und
Freisetzung dhnlich der Biosynthese von Zymogenen basiert,
ein lohnenswertes Ziel dar. Dies ist von besonderer Bedeu-
tung, da die immanente, proteolytische Aktivitdt von Prote-
asen die Verwendung der meisten klassischen biologischen
Transportsysteme, z.B. von zellgingigen Peptide oder Fusi-
onsproteinen, unterbindet.

Die chemische Verédnderung katalytisch aktiver Proteasen
zum Einbau von Funktionalititen, die sich durch #uBere
Reize schalten lassen, wird durch die hdufig beobachtete
Denaturierung der Proteine, ihrer Inaktivierung sowie einer
verminderten Chemoselektivitit erschwert, sodass oft nur
unter sehr milden, bioorthogonalen Bedingungen chemische
Reaktionen an Proteinen durchgefiihrt werden koénnen.™
Ublicherweise werden ortsspezifische Verinderungen auf der
Proteinoberfldche durch Mutation einzelner Aminosédure-
reste eingefiigt. Auf diesem Weg konnten bislang thermo-
responsive sterische Anker eingebaut werden, die z.B. als
temperaturabhiingige Schalter wirkten.””! Dieses Konzept
wurde weiterhin fiir die Entwicklung von Protein-Polymer-
Konjugaten angewendet, die mithilfe von radikalischer
Atomtransferpolymerisation (ATRP) aufgebaut wurden.®”
Allerdings sind ortsspezifische Mutationen bei Proteinen, die
ganz unterschiedlichen Enzymklassen angehoren, aufgrund
der sehr unterschiedlichen Aktivitdten und Stabilitdten oft-
mals nur schwer planbar. Werden metallkatalysierte Reak-
tionen verwendet, dann kann die Adsorption von Metallver-
unreinigungen oftmals zu Problemen wéhrend der Produkt-
aufreinigung fithren. Daher ist die Herstellung und Anwen-
dung von chemisch verdnderten Enzymen immer noch wenig
verstanden und unterentwickelt.

Aus diesem Grund haben makromolekulare Schutzgrup-
pen, die zur Schiitzung und Entschiitzung der katalytischen
Zentren metallfreie Reaktionen unter physiologischen Be-
dingungen nutzen, einen deutlichen Vorteil gegeniiber den
bisher bekannten Systemen. Inspiriert von den neuesten Er-
kenntnissen der Verwendung von Aptameren''” als makro-
molekulare Schutzgruppen, berichten wir hier iiber den Ge-
brauch eines pH-schaltbaren, dendritischen Kern-Schale-
Systems, das sich in einer einfachen und bioorthogonalen Art
und Weise zu einem supramolekularen Dendrimer-Enzym-
Komplex zusammenlagert. Aufgrund ihrer verzweigten
Struktur liefern kleine definierte Dendrimersegmente (soge-
nannte Dendrone) ein groBes Volumen-Molekulargewicht-
Verhiéltnis und konnen daher idealerweise als sterisch an-
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Schema 1. a) Synthese und supramolekulare dendritische Selbstorganisation zur Bildung von Hybridzymogenen. Die katalytischen Zentren sind

griin markiert. b) Synthese der dendronisierten Salicylhydroxamsaure.

spruchsvolle Schutzgruppen Verwendung finden.'!! Zusitz-
lich ermoglichen Dendrone mit geeigneten Oberfldachen-
funktionalititen™ attraktive pharmakologische Eigenschaf-
ten wie eine erhohte Zellaufnahme und Wirksamkeit.!'"? Ba-
sierend auf der sédurelabilen Boronsdure-Salicylhydroxamat-
Ligation kénnen Dendrone bei leicht alkalischem pH-Wert
an die Proteinoberfldche gebunden werden, wodurch ein pH-
schaltbares Dendrimer-Enzym-Hybridmakromolekiil ent-
steht (Schema 1a), das als synthetisches Zymogen (ein so
genanntes Hybrid-Protein-Zymogen) wirkt. Um die grofle
Anwendungsbreite dieser Aggregationsstrategie aufzuzeigen,
haben wir als Beispielenzyme katalytisch wichtige Proteasen
und Nukleasen wie Trypsin, Papain und DNase I ausgewéhlt,
von denen jede eine Enzymklasse mit grof3er therapeutischer
Bedeutung reprisentiert.”

Die Synthese der sterisch anspruchsvollen, dendritischen
Schutzgruppe basiert auf dem difunktionellen Poly-
(amido)amin(PAMAM)-Dendron der zweiten Generation,
das eine einzelne Azidogruppe und vier primédre Amingrup-
pen trigt (N5-G2-PAMAM, Schema 1b)."! Uber die Azid-
gruppe konnte in einer kupferkatalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition eine Salicylhydroxamsiure-Einheit eingefiihrt
werden. Salicylhydroxamate reagieren mit Arylboronséduren
in einer ,Klick“-Reaktion unter Bildung stabiler Boronat-
komplexe.™ Die Kinetik und Orthogonalitit dieser schnellen
Komplexbildung wurden in der Vergangenheit bereits zur
effizienten Peptidligation verwendet.'! Um die Kernfunk-
tionalitdt des Dendrons aufzubauen, wurde 4-Pentinsdure mit
N-Hydroxysuccinimid aktiviert und dann mit 4-Aminosali-
cylsdure verkniipft, wobei 3 erhalten wurde. Die Kondensa-
tion der Ethinylsalicylsiure 3 mit einem Uberschuss an Tri-
tyloxyamin ergab 4 in miBigen Ausbeuten. Die resultierende
geschiitzte Ethinylhydroxamséure wurde in einer kupferka-
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talysierten Cycloaddition mit dem Boc-geschiitzten Azido-
G2-PAMAM-Dendron umgesetzt, und die unmittelbare
Entschiitzung mit Trifluoressigsdure (TFA) in Gegenwart von
Triisopropylsilan als Radikalfédnger lieferte das Endprodukt §
als TFA-Salz.

Die nativen Enzyme Trypsin, Papain und DNase I pra-
sentieren auf ihrer Oberfldche zahlreiche Lysinreste, deren
primdre Aminogruppen iiber Kondensationsreaktionen mit
zuvor aktivierter 4-Carboxyphenylboronsdure umgesetzt
werden konnen (Schema 1a). Dieser Ansatz ist besonders
attraktiv, da die katalytischen Zentren der Proteasen keine
Lysinreste aufweisen, sodass die katalytische Aktivitdt auch
nach der FEinfiihrung der Boronsduren erhalten bleiben
sollte.'" ™! Die entsprechend chemisch modifizierten Protei-
ne wurden mittels Ultrafiltration gereinigt und anschlieBend
mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie  charakterisiert
(Abbildung S1). Trypsin, Papain und DNase I enthalten eine
jeweils unterschiedliche Zahl an 16sungsmittelzugénglichen
Lysinresten, sodass durchschnittlich jeweils zehn (Trypsin,
Papain) bzw. vier (DNase I) Boronsduregruppen eingefiihrt
werden konnten. Es wurde ein Modifizierungsgrad von 90 %
fir Trypsin und Papain erhalten, wohingegen nur 50 % der
exponierten Aminogruppen der DNase I funktionalisiert
werden konnten. Die anschlieBende Uberpriifung der kata-
lytischen Aktivitdt der boronsdurehaltigen Proteasen ergab,
dass >80 % der Aktivitét der nativen Proteine erhalten blieb
(Abbildung S2).

Die erfolgreiche Bildung der dendronisierten Proteine
konnte iiber eine auf Alizarinrot S basierende Fluoreszenz-
untersuchung nachgewiesen werden. Alizarinrot S komple-
xiert iiber seine Catecholgruppe jeweils eine Arylboronséu-
reeinheit, wodurch ein fluoreszierender Komplex gebildet
wird (=495 nm, A.,=600nm).”") Die Abnahme der
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Abbildung 1. a) Fluoreszenztitrationskurven, die die stéchiometrische Substitution des fluoreszierenden Alizarinrot-S-Boronsiure-Komplexes durch
Dendron 5 auf jedem Protein widerspiegeln. b),c) Kolorimetrische Enzymkinetiken fiir das modifizierte Trypsin und Papain basierend auf N,-
Benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid-Hydrochlorid als molekulares Substrat. d) Agarose-Gelelektrophorese mit SYBRsafe-Firbung. DNA-Fragmente der
pUC19-DNA-Plasmide werden nach Einwirkung mit der modifizierten DNase | gebildet. Die Fluoreszenzintensitit der Bahnen iii und iv ist im
Detail gezeigt. e),f) SDS-PAGE-Analyse des Abbaus von humanem Serumalbumin als makromolekulares Proteinsubstrat in Gegenwart von modifi-

ziertem Trypsin und Papain.

Fluoreszenz korreliert mit der Abspaltung der Alizarinrot-S-
Molekiile von der Proteinoberfliche (Abbildung 1a). Die
Affinitdtskonstanten der Boronsédure-Catechol- und der Bo-
ronsédure-Salicylhydroxamat-Komplexe bei pH 7.4 betragen
800mM ' bzw. 17800m L.['*?! Somit ladsst sich die Zahl der
Boronsduregruppen und der gebundenen Dendrone auf
jedem Enzymmolekiil durch eine fluoreszenzbasierte Titra-
tion bestimmen. Zusammenfassend entspricht der Endpunkt
der Titration des Dendrons 5 mit dem jeweiligen Protein
(10 Aquiv. fiir Trypsin und Papain, 4 Aquiv. Fiir DNase I) den
zuvor durch MALDI-TOF-Analyse erhaltenen Ergebnissen.

Die Effizienz der dendritischen Abschirmung wurde ge-
testet, indem die proteolytische Aktivitdt der mit Boronsédure
modifizierten Proteasen (Trypsin und Papain) in Gegenwart
von N, Benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid-Hydrochlorid als
Substrat quantifiziert wurde. Die Dendrone wurden zuerst zu
den jeweiligen Proteinen gegeben, und beide Komponenten
wurden vor der Analyse bei pH 7.4 inkubiert. Die Aktivitét
der Hybrid-Protein-Zymogene konnte so auf <10% redu-
ziert werden, was vermutlich durch die sterische Abschir-
mung der katalytischen Zentren der beiden Proteasen her-
vorgerufen wurde (Abbildung 1b,c). Die anschlieBende Sen-
kung des pH auf 5.0 fiihrte zu einer Abspaltung der Den-
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drone, die mittels Ultrafiltration abgetrennt wurden. An-
schlieBend wurde wiederum die Enzymaktivitdt bei pH 7.4
gemessen. >90% der Enzymaktivitdten konnten nach der
Abspaltung der Dendrone zuriickgewonnen werden, was fiir
eine Reversibilitdt der Boronsédure-Salicylhydroxamat-Bin-
dung spricht. In weiteren Versuchen wurde die Aktivitét der
dendronisierten Proteasen bei pH 7.4 in Gegenwart von hu-
manem Serumalbumin (HSA) als Substrat und anschlieBen-
der SDS-PAGE-Analyse untersucht. Die Zugabe des Den-
dron 5 zu beiden boronsdurefunktionalisierten Proteasen
blockierte signifikant deren proteolytische Aktivitit, sodass
das unverdaute, native HSA (67 kDa) in der Gelelektropho-
rese deutlich zu erkennen war (Abbildung 1e,f). Danach
wurde der pH auf 5 gesenkt, was die Spaltung des HSA zur
Folge hatte. Hierdurch konnte die spontane und effiziente
Selbstorganisation der dendritischen Schutzhiille nachgewie-
sen werden (Abbildung S3). Analog wurde die Aktivitit der
modifizierten DNase I gegen ein 200-Basenpaar-Plasmid
(pUC19) getestet, wobei die Zersetzung der reinen und
kompakten DNA in Gegenwart der Dendrone 5 bei pH 7.4
effektiv blockiert wurde, wihrend die DNAse bei pH 5.0 ihre
Aktivitdt wiedererlangte und somit in der Lage war, die
pUC19-DNA abzubauen (Abbildung 1d).
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Die Bioorthogonalitdt und Selbstorganisation der Den-
drone auf der Proteinoberfliche wurde ferner mittels Fluo-
reszenzpolarisation untersucht. Die Wechselwirkung der bo-
ronsduremodifizierten Proteasen mit dem Dendron § zeigte
die erwartete Groflenzunahme in mit Serum angereichertem
DMEM-Medium (Abbildung S4). Es konnten keine groBeren
Aggregate der dendronisierten Proteasen® nachgewiesen
werden, was auf eine unspezifische Wechselwirkung mit an-
deren Proteinen des DMEM-Mediums gedeutet hétte, und
die hohe Sperzifitdit der Boronsdure-Salicylhydroxamat-
Wechselwirkung stimmt somit mit fritheren Berichten iiber-
ein.l""!

Neben der pH-schaltbaren Selbstorganisation und Frei-
setzung der modifizierten Enzyme ermoglichen die positiv
geladenen Dendrone weiterhin aufgrund von elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen
Zellmembran und der positiv geladenen Dendrimerhiille eine
Aufnahme in Zellen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
PAMAM-Dendrimere iiber eine Clathrin-vermittelte Endo-
zytose von Zellen aufgenommen werden, wiahrend die intra-
zelluldre Freisetzung liber den bereits beschriebenen Proto-
nenschwamm-Effekt erfolgt.'*?! Die dendronisierten Prote-
asen weisen ebenfalls eine effiziente, durch die Anwesenheit
der Dendrone bedingte Zellaufnahme auf, die mithilfe von
konfokaler Lasermikroskopie verfolgt werden konnte (Ab-
bildung 2). Da die Abspaltung der dendritischen Hiille von
einem niedrigen intrazelluldren pH abhéngt, war die Lokali-
sierung dieser Verbindungen in sauren Kompartimenten fiir

Dendronisiertes Dendronisiertes
HSA Trypsin

3 v N

s

LysoTracker Protein

Mischung

nichtdendronisiertes HSA, Trypsin und Papain. Mafstab: 20 um.
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"

Abbildung 2. Konfokale Lasermikroskopie mit A549-Zelllinien. Kolokalisierung der dendronisierten Proteine (mit
Daylight 647 konjugierte Proteine) nach Firbung mit LysoTracker. Die Kontrollbeobachtung ist reprisentativ fiir
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die Freisetzung der aktiven Proteasen notwendig. Kolokali-
sierungsexperimente unter Verwendung des LysoTracker, der
nur in den sauren Organellen der Zelle emittiert, zeigten, dass
die dendronisierten Proteine tatsdchlich in den intrazellulé-
ren Kompartimenten lokalisiert waren. Dagegen wiesen die
nichtdendronisierten Proteine nur eine minimale Zellauf-
nahme auf.

Die Dendronhiille sorgt fiir eine effiziente Abschirmung
der Enzyme und ermoglicht ferner eine Aufnahme in Zellen.
In den sauren Kompartimenten der Zelle werden die Den-
drone schlieBlich abgespalten und die katalytisch aktiven
Proteasen freigesetzt, die dann direkt den proteolytischen
Abbau und somit den Zelltod auslosen. Bereits nach nur drei
Stunden Inkubation von A549-Zellen mit den dendronisier-
ten Proteasen bei 37°C und 5% CO, konnte ein deutlicher
Einfluss auf die Zellvitalitdt nachgewiesen werden. In Kon-
trollexperimenten wurden die entsprechenden nativen Pro-
teasen sowie das bereits publizierte HSA-Derivat G2-HSA
verwendet, das zahlreiche kovalent verkniipfte Dendrone 5§
aufweist (Abbildung 3). Sowohl die kovalent als auch die
nichtkovalent verkniipften HSA-Derivate zeigten selbst bei
sehr viel hoheren Konzentrationen keine Zelltoxizitit, sodass
die beobachtete Zytotoxizitdt der Hybrid-Protein-Zymogene
auf der proteolytischen Wirkung der untersuchten Proteasen
beruht. Somit spielt die dendritische Hiille einerseits eine
wichtige Rolle fiir den intrazelluldren Transport, andererseits
hat sie eine abschirmende Wirkung, woriiber sich die kata-
lytische Aktivitédt steuern ldsst.

Hier wurden ste-
risch anspruchsvolle,
supramolekulare den-
dritische Schutzgruppen
synthetisiert, die iiber
die spezifische und bio-
orthogonale =~ Wechsel-
wirkung zwischen Bo-
ronsduren und Salicyl-
hydroxamséduren  auf
pH-Anderungen  zwi-
schen 7.4 und 5.0 spon-
tan reagieren. Die den-
dritischen Schutzgrup-
pen ermdglichen insbe-
sondere die reversible
Abschirmung  ausge-
dehnter  Substratbin-
dungsstellen auf der
Proteinoberfliche. Zu-
sdtzlich verleiht die
dendritische PAMAM-
Hiille die Fahigkeit zur
effizienten Membran-
translokation und zur
Aufnahme in saure in-
trazellulire  Zellkom-
partimente. Diese Fi-
genschaften sind von
groffer Bedeutung, da
die Selbstorganisation

Kontrolle
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Abbildung 3. Vergleich der Zytotoxizitit der nativen Proteasen sowie
den PAMAM-Dendrimer-Protease-Komplexen. Die Zellvitalitit wurde
mit den Blindkontrollen verglichen. Die Daten sind mit arithmeti-
schem Mittelwert £ SEM angegeben, n=3. [a] G2-HSA wurde wie be-
reits beschrieben durch kovalente Bindung von 32 G2-PAMAM-Den-
dronen auf der Oberfliche von HSA hergestellt.””

der dendritischen Hiille unter physiologischen Bedingungen
stattfindet, was eine Stabilitit bei nahezu neutralem pH und
eine Freisetzung in den sauren intrazelluliren Lysosomen
gewihrleistet. Die in der Zelle freigesetzten, katalytisch ak-
tiven Proteasen verfiigen ferner iiber eine signifikante Zell-
toxizitdt. Die hier vorgestellte, integrierte bioorthogonale
Selbstorganisation ermoglicht ein einzigartiges Design von
hocheffizienten Hybrid-Protein-Zymogenen, die als intelli-
gente Proteintherapeutika ein grofes Potenzial fiir biomedi-
zinische Anwendungen besitzen.

Eingegangen am 30. September 2013,
verdnderte Fassung am 5. November 2013
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