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Abstract: Die Immobilisierung von bioaktiven Molekiilen auf
Nanocellulose liefert Konjugate, die die biologischen Eigen-
schaften der gekuppelten Verbindungen mit Vorteilen der
Cellulose wie Biokompatibilitit, geringe Zytotoxizitit und
Nanodimension vereinen. Nachteile der klassischen Methoden
zur Proteinkonjugation sind hdufig ein Mangel an Selektivitdit,
lange Reaktionszeiten, nichtphysiologische pH-Bereiche oder
der Einsatz organischer Losungsmittel sowie die Notwendig-
keit, eine mafigeschneiderte Synthesestrategie fiir jeden Ein-
zelfall zu entwickeln. Diese Einschrinkungen umgeht das hier
vorgestellte generische Zweistufenverfahren, das die Vorteile
einer hoch effizienten Oximligation mit enzymatischer Pro-
teinkonjugation auf der Oberfliche peptidmodifizierter kris-
talliner Nanocellulose kombiniert. Es basiert auf effizienten
und orthogonalen Transformationen, erfordert keine organi-
schen Losungsmittel und akzeptiert physiologische Bedin-
gungen. Durch die Orts- und Regiospezifitit konnte es fiir die
Immobilisierung einer Vielzahl funktioneller Proteine einge-
setzt werden.

I n den letzten Jahren ist die Entwicklung neuartiger Nano-
cellulose-basierter Materialien auf wachsendes wissenschaft-
liches Interesse gestoBen. Cellulose, ein wichtiger Baustein
der Biosphire, konnte als nachwachsender Rohstoff nicht-
erneuerbare synthetische Polymere ersetzen.! Cellulose-
basierte neue Materialien haben faszinierende Eigenschaften
und wurden schon hé&ufig im Bereich der Lebenswissen-
schaften und in der Technik eingesetzt.””
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Als nachhaltige Verbindung ist kristalline Nanocellulose
in den letzten Jahren vermehrt in den Fokus interdisziplinirer
Studien geriickt.”) Im Allgemeinen werden Cellulosenano-
kristalle (CNCs) oder -nanofibrillen durch Eliminierung der
amorphen Anteile aus nativen Cellulosefasern gewonnen,
wobei unter anderem Sédurehydrolyse, Mikrofluidisierung und
TEMPO-vermittelte Oxidation (Abbildung 1a) zum Einsatz
kommen.’™* Mit einem Durchmesser bis 20 nm und einer
Linge zwischen 100 nm und 1 pmP** haben CNCs eine
deutlich grofere Oberfldche als native Cellulose und lassen
somit stirkere multiple Interaktionen zu. Dariiber hinaus
konnen sie in unterschiedlichen Losungsmitteln, einschlief3-
lich Wasser, dispergiert und als nanoskalige Substrate zur
Immobilisierung von Verbindungen eingesetzt werden, die
physiologische Bedingungen zum Erhalt ihrer Biofunktiona-
litit erfordern, darunter DNA, Proteine und Peptide.”’ In den
resultierenden Konjugaten bleiben die Eigenschaften der
immobilisierten Verbindungen erhalten und werden durch
die Biokompatibilitidt und geringe Zytotoxizitdt der Cellulo-
setriger™° und die Vorteile, die sich aus deren Nano-
dimension ergeben, erginzt.

Die Methoden zur Immobilisierung von Proteinen auf
Nanocelluloseoberflichen konnen nach den molekularen
Kréften der Bindung grob in drei Hauptgruppen eingeteilt
werden: a) physikalische Interaktion zwischen Protein und
Partikeloberflache; b) Affinitétsinteraktion zwischen Protein
und Ligand; c) kovalente Interaktion. Bei der kovalenten
Konjugation von Proteinen miissen zwei wichtige Aspekte
beriicksichtigt werden: der Erhalt der strukturellen und di-
mensionsbedingten Eigenschaften der Nanocellulose und die
Konservierung der biologischen Aktivitit des ligierten Bio-
molekiils. Nanocellulose bedarf als bioinertes Material einer
Oberfldchenaktivierung oder -modifizierung, um eine Inter-
aktion mit adressierbaren Stellen im Makromolekiil zu er-
moglichen.P**” Zu diesem Zweck werden die freien, ober-
flachenexponierten Hydroxygruppen héufig durch TEMPO
zu den entsprechenden Carbonsduren oxidiert, sodass eine
direkte Amidkupplung oder weitere Modifizierungen mog-
lich wird.P%¢7** Bisher wurde eine Reihe von Peptiden und
Proteinen auf der Oberfldche nanoskaliger Cellulose immo-
bilisiert, unter anderem tryptophanbasierte Oligopeptide aus
2-8 Aminosiureresten,®™ ein Tripeptidsubstrat fiir humane
neutrophile Elastase,™ das Enzym alkalische Phosphatase
und ein Anti-Hydrocortison-Antikorper.>

Da der N-Terminus und alle oberflachenexponierten Ly-
sinreste von Proteinen reaktive Aminogruppen enthalten,
erfolgt deren Bindung an Nanopartikel unkontrolliert und
kann an einer Stelle des Proteins stattfinden, die fiir Struktur,
Stabilitdt oder biologische Aktivitit essenziell ist (siche Ab-
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Abbildung 1. a) Schematische Darstellung der Synthese von CNCs aus mikrokristalliner Cellulose (MCC) durch TEMPO-vermittelte Oxidation.
b) Oben: AFM-Bild der erhaltenen CNCs. Im Einschub ist das AFM-Bild eines einzelnen CNC zu sehen. Unten: zugehdriges Héhenprofil. ¢) Sche-
matische Beschreibung der Sortase-katalysierten Ligation. R reprisentiert die funktionelle Gruppe der Wahl, X eine beliebige Aminosaure. Amino-

siuren sind im Einbuchstabencode mit N-Terminus angegeben.

bildung S11 in den Hintergrundinformationen).®! Deshalb
wurden Alternativverfahren mit besserer Selektivitdt und
Bioorthogonalitit entwickelt, darunter das nichtkovalente
Binden eines gezielt ausgewdhlten AntikOrpers an seinen
Peptidliganden, der iiber ein Copolymer als Spacer an die
Oberflache gebunden ist,®®! oder das Abscheiden von Nano-
gold auf Polyethylenimin beschichteter Nanocellulose, was
eine Funktionalisierung mit entsprechenden Thiolen ermog-
licht.” Die ortsspezifische Azid-Alkin-Cycloaddition wurde
ebenfalls zur Immobilisierung verwendet, allerdings ist diese
Synthesestrategie sehr anspruchsvoll und bei funktionellen
Proteinen nicht einsetzbar.’ Obwohl diese Ansitze die
Kupplung von humanem Immunglobulin G (IgG),*" Gluco-
se-Oxidase,’! B-Casein” sowie Avidin-Biotin-Komplexen,
Rinderserumalbumin und Anti-human-IgGP*!% an Cellulose-
Nanogeriiststrukturen ermoglichten, weisen sie einige Nach-
teile auf: Mangel an Selektivitdt, lange Reaktionszeiten,
nichtphysiologische pH-Bereiche oder den Einsatz organi-
scher Losungsmittel sowie die Notwendigkeit, eine mafige-
schneiderte Synthesestrategie fiir jeden Einzelfall zu entwi-
ckeln. Um diese Einschrdnkungen zu iiberwinden, wollten wir
die Vorteile enzymatischer Biotransformationen fiir die ko-
valente Biokonjugation nutzen.[']

In den letzten zehn Jahren entwickelte sich die Trans-
peptidase Sortase A aus Gram-positiven Bakterien (in denen
sie Proteine kovalent mit Peptidoglycan-Schichten verkniipft)
zu einem effektiven Werkzeug fiir die Konjugation moleku-
larer Konstrukte.''®1?l Dieses Enzym benotigt zwei kurze
peptidische Erkennungssequenzen und generiert durch Li-
gation eine native Amidbindung.

Das Ziel dieser Arbeit war die kovalente und regiose-
lektive Immobilisierung von bioaktiven Proteinen auf der
Oberfliche von CNCs, die mit orthogonal adressierbaren
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Funktionalititen, z.B. Aldehydeinheiten, ausgestattet sind.
Diese reaktiven Gruppen erlauben eine hoch effiziente und
selektive Oximligation mithilfe eines aminooxyfunktionali-
sierten Reaktionspartners."® Diese Funktionalitiit kann leicht
in Oligopeptide, sowohl an fester Phase als auch in Losung,
eingebaut werden. Allerdings ist die Oximierung bei nicht-
physiologischem pH-Wert (4-5) am effektivsten. Da viele
bioaktive Proteine ihre Struktur und Faltung in diesem pH-
Bereich verlieren, sollten pH-Werte im physiologischen Be-
reich verwendet werden, was jedoch zu einer langsameren
Reaktion fiihrt. Deshalb synthetisierten wir einen Peptidlin-
ker mit der erforderlichen Aminooxyfunktionalitéit (zur vor-
herigen Kupplung an die CNCs), der zusitzlich eine Erken-
nungssequenz fiir die enzymkatalysierte Proteinligation unter
physiologischen Bedingungen enthilt.

Fiir die Konjugation bioaktiver Proteine an die CNC-
Oberflaiche wurde die Sortase-A-katalysierte Immobilisie-
rung gewihlt (Abbildung 2). Diese calciumabhingige Trans-
peptidase erkennt zwei kurze Peptidmotive (LPXTG und
Oligo-Gly) und katalysiert die Spaltung am C-Terminus von
Threonin (Abbildung 1c¢). Die anschlieBende Kupplung mit
dem N-Terminus des Oligo-Gly-Partners ergibt, abhéngig von
der Position der Erkennungseinheiten, eine neue inter- oder
intramolekulare Amidbindung. Die Oligo-Gly-Sequenz
wurde zuvor durch Oximligation an die CNC-Oberfldche
gekuppelt und das LPETG-Motiv gentechnisch in das ent-
sprechende Protein (Abbildung 3) eingebaut.

Die CNCs wurden aus mikrokristalliner Cellulose durch
TEMPO-vermittelte Oxidation erhalten.*¥l Bei dieser
Zweistufenreaktion werden die primidren C6-Hydroxygrup-
pen in die entsprechenden Aldehydeinheiten iiberfiihrt, die
Vorstufe der Carbonsduren. Die resultierenden CNC-Ober-
flachen trugen sowohl Carboxy- als auch Aldehydeinhei-
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Abbildung 2. Allgemeine Synthesestrategie. Die CNC-Oberflichen mit ihren funktionellen Gruppen sind als graue
Flachen dargestellt, Fluoresceingruppen als Sterne, Peptid 4 im Einbuchstabencode und schematisch als Kette wie-
dergegeben; die immobilisierten Proteine wurden den Dateien 2124, 2WQ8 und 2G6X der Proteindatenbank (PDB)

enthommen.

NH{Lys yWNARJ(LPETGLE) Hisg)-COOH 6
NH{_tGFP LPETG) Hisgl-COOH 7

NH{His10)_GOase W(LPETGG}-COOH 8

Abbildung 3. Design der rekombinaten Proteine. 6: Haiantikérper-Lys-
vNAR, 7: tGFP, 8: GOase. Alle Proteine enthalten die Sortase-A-Erken-
nungssequenz LPETG und ein His,-Anhangsel; n=6 (6, 7) oder 10

(@)

ten,™ wobei der Gehalt 1.386 bzw. 0.072 mmolg™' betrug
(sieche Abbildung S1 und Abschnitt 1.3 in den Hintergrund-
informationen). Nach rasterkraftmikroskopischen Messun-
gen liegen die CNCs als Stabchen mit einem Durchmesser
von ca. 7 nm und einer Linge von etwa 300 nm vor (Abbil-
dung 1b).l416]

Die CNCs sind im Mittel kleiner als die Cellulosefibrillen,
die durch TEMPO-vermittelte Oxidation aus nativen Cellu-
losefasern gewonnen werden.'*!” Dies ldsst sich damit er-
kldren, dass die Vorstufe mikrokristalline Cellulose wesent-
lich kleiner ist als das native Pendant.
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Um die oberfla-
chenexponierten Car-
bonylgruppen nach-
zuweisen, wurde alde-
hydreaktives  Fluo-
rescein-5-thiosemi-
carbazid (SFTSC), das
in einer Reihe von
Anwendungen in den
Lebenswissenschaften
eingesetzt wird, als
Fluoreszenzsonde ge-
nutzt. Die CNC-Parti-
kel wurden dazu mit
SFTSC in phosphat-
gepufferter Salzlosung
(PBS) bei Raumtem-
peratur im Dunkeln
umgesetzt, gewaschen
und mittels Durch-
flusszytometrie analy-
siert. Das Diagramm
in Abbildung 4 A zeigt
im Vergleich zu der
Referenzprobe ein
ausgeprigtes Fluores-
zenzsignal der SFTSC-
markierten CNCs 3.
Diese Daten legen
nahe, dass die modifi-
zierten CNCs nun mit

jedem geeigneten
Partner mit carbonyl-
reaktiven  Gruppen,
z.B. Hydrazinen,
A) B) | C)
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Abbildung 4. Durchflusszytometrische Analyse der CNC-Konjugate.

A) Fluoreszenzmarkiertes Konjugat 3; B) tGFP-CNC-Konjugat 10;

C) (Lys-vNAR)-CNC-Konjugat 9. Rote Kurven: unmarkierte CNCs;
blaue Kurve: CNC ohne das Sortase-Erkennungspeptid; griine Kurven:
fluoreszenzmarkierte CNCs.

Hydraziden oder Hydroxylaminen, funktionalisiert werden
konnen. Eine direkte Kupplung von Proteinen an aldehyd-
funktionalisierte CNCs iiber Schiff-Basen-Bildung mit ober-
flichenexponierten Aminogruppen von Lysinresten fand da-
gegen nur in geringem Ausma@ statt (siche Abbildung S12C
in den Hintergrundinformationen).

Um die Biokonjugation mit funktionellen Proteinen zu
ermoglichen, wurde die Oberfldche der carbonyltragenden
CNCs mit einem Oligopeptidmodul modifiziert, das die Sor-
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tase-Erkennungssequenz Penta-Gly umfasst. Um die spek-
troskopische Analyse und Reinigung des Peptids 4 (siche
Abbildung 2) zu erleichtern, wurde ein Tryptophanrest am C-
terminalen Teil des Peptids eingefiihrt. Die kovalente Ver-
kniipfung des Linkers wurde mithilfe der carbonylreaktiven
Aminooxygruppe realisiert, die durch die orthogonal ge-
schiitzte Seitenkette von Lysin eingefiihrt wurde. Zu diesem
Zweck wurde das Peptid auf einem Rink-Amid-Harz durch
manuelle Fmoc-SPPS (Festphasen-Peptidsynthese) herge-
stellt (siche Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen)
und NHS-aktivierte Ethoxyethyliden(Eei)-geschiitzte Ami-
nooxyessigsdure nach der acidolytischen Entschiitzung der
Methyltritylschutzgruppe (Mtt) an die freie e-Aminogruppe
des Lysinrests gekuppelt. Nach vollstandiger Synthese wurde
das Peptid mit einer Mischung aus Trifluoressigsdure (TFA,
92%) und dem jeweiligen Abfangreagens unter gleichzeiti-
gem Entfernen aller Schutzgruppen vom Harz abgespalten
(siche Abschnitt 1.8 in den Hintergrundinformationen).

Der Peptidlinker 4 wurde in Ammoniumacetatpuffer
(pH 4.75) kovalent iiber eine Oximbindung auf der CNC-
Oberfliche immobilisiert."® Vom Peptidmodul wurden dazu
3 Aquivalente bezogen auf die Oberflichencarbonylgruppen
eingesetzt. Laut Elementaranalyse (siche Tabelle S1 in den
Hintergrundinformationen) wurden 69% der Aldehydein-
heiten mit 4 dekoriert. Nach dem Austausch des Reaktions-
puffers gegen einen Puffer mit physiologischem pH-Wert
(7.5) durch Dialyse oder Zentrifugieren standen die modifi-
zierten CNCs fiir die enzymkatalysierte Biofunktionalisie-
rung bereit.

Drei Proteine, die sich in Grofle, Form und biologischer
Aktivitdt unterscheiden, wurden zur Immobilisierung ausge-
wihlt. Unser Ziel war es, CNC-Konjugate mit funktionellen,
voll aktiven Proteinen zu erhalten, die kovalent und regio-
selektiv iiber ihren exponierten Carboxyterminus an die
CNC-Oberfliache gekuppelt sind. Anders als eine Reihe von
Verfahren, die Nanocellulose als Plattform zur nichtkova-
lenten oder ungerichteten Immobilisierung biologischer Li-
ganden verwenden,"®! erméglicht diese neuartige Immobili-
sierungsstrategie eine hoch spezifische, ortsgerichtete, kova-
lente Kupplung.

Im ersten Experiment verwendeten wir ein 27 kDa grof3es
Derivat des griin fluoreszierenden Proteins (tGFP), das sich
dank seiner ausgepréigten Autofluoreszenz zu einem Stan-
dardreagens fiir Proteinkonjugationsstudien entwickelt
hat."”! Das zweite Protein in unserer Studie gehort zur Familie
der kleinsten bekannten Antigen-bindenden antikorperarti-
gen Doménen; der variable Teil des Neuen Antigenrezeptors
aus Haien, wobei die Antigenbindungsstelle (Paratop) durch
eine einzelne Doméne gebildet wird, die als VNAR-Doméne
bezeichnet wird.” Das 13 kDa groBe Lys-vNAR-Konstrukt
6" kann durch die Wechselwirkung mit seinem fluores-
zenzmarkierten Bindungspartner, Hiihnereiwei3lysozym,
nachgewiesen werden. Da wir eine modifizierte Version von
Lys-vNAR mit einer zusidtzlichen LPETGLE-Sequenz ver-
wendeten, wurden die Bindungseigenschaften mit Biolayer-
Interferometrie verifiziert. Dazu wurden die Kinetikpara-
meter von 6 hinsichtlich der Bindung an Hiihnereiweif3lyso-
zym bestimmt, und es wurde ein K;-Wert von (4.0 +0.16) nm
ermittelt (siche Abbildung S9 in den Hintergrundinforma-
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tionen). Die Affinitdten von modifiziertem Lys-vNAR &hneln
somit denen des unmodifizierten Molekiils.”” Das dritte
Modellprotein war das 70 kDa groe Enzym Galactose-
Oxidase (GOase), das zur Familie der Oxidoreduktasen
gehort. Es verwendet zwei Substrate, D-Galactose und Sau-
erstoff, deren Umsetzung zu einer Hexodialdose bzw. zu
Wasserstoffperoxid einfach mit einem kolorimetrischen Test
nachweisbar ist.

Bei allen drei Proteinen wurde die C-terminale Sortase-
Erkennungssequenz LPETG gentechnisch eingebaut, und die
Proteinvarianten wurden rekombinant in E. coli produziert.
Fiir die Isolierung und Reinigung durch Affinitdtschromato-
graphie wurden die Proteine amino- oder carboxyterminal
zusédtzlich mit einem Oligohistidin-Anhéngsel fiir die Reini-
gung iiber Ni-NTA-Harz versehen (Abbildung 3). Fiir die
Proteinimmobilisierung wurde eine evolvierte Variante der
Sortase A (bezeichnet als eSrtA) verwendet, die eine bessere
Reaktionskinetik als der Wildtyp zeigt.!

Ein typisches Konjugationsexperiment wurde in Tris/
NaCl-Puffer (pH 7.5) mit CaCl, (5 mm) durchgefiihrt. Nach
der Ubernachtreaktion wurden die dispergierten CNC-Pro-
tein-Konjugate 9, 10 und 11 (siche Abbildung 2) aus den
Reaktionsgemischen durch Sedimentieren isoliert und iiber
eine Reihe von Waschschritten gereinigt (siche Abschnitt 4 in
den Hintergrundinformationen). AnschlieBend wurde mit
Rasterkraftmikroskopie (AFM) nachgewiesen, dass Liange
und Form der Nanocellulosepartikel erhalten geblieben
waren, in Abhéingigkeit vom Molekulargewicht des konju-
gierten Proteins aber die Partikelhohe zugenommen hatte
(Abbildung 5). Die Aktivitdt der immobilisierten Proteine
wurde schlielich mit dem jeweiligen Assay untersucht.

Das CNC-tGFP-Konjugat wurde mittels Fluoreszenzmi-
kroskopie und Durchflusszytometrie analysiert. In den mi-
kroskopischen Untersuchungen konnten die tGFP-funktio-
nalisierten Nanocellulose-Stdbchen 10 als griin fluoreszie-
rende Punkte nachgewiesen werden (siche Abbildung S13 in
den Hintergrundinformationen). Dies zeigte, dass das Protein
erfolgreich konjugiert worden war. Die Durchflusszytome-
trie, eine etablierte Technik, um mikroskopische Partikel
anhand ihrer optischen Eigenschaften zu analysieren, wurde
angewendet, um die Fluoreszenzeigenschaften individueller
CNGs zu untersuchen. Das Fluoreszenzsignal der CNC-Par-
tikel 10 war etwa 100-mal stirker als das der Referenz (nicht
modifizierte CNCs), was die erfolgreiche Immobilisierung
von tGFP bestitigt (Abbildung 4B). Die Einzelheiten der
durchflusszytometrischen Analyse sind in Abbildung S12 in
den Hintergrundinformationen zusammengefasst.

Um zu beweisen, dass das vNAR-Molekiil unter Erhal-
tung seiner Aktivitdt kovalent an die CNC-Oberfldche ge-
bunden wurde, haben wir das Konstrukt 9 nach Bindung an
fluoreszenzmarkiertes Hiithnereiweillysozym iiber Durch-
flusszytometrie visualisiert (Abbildung 4C). Das Fluores-
zenzprofil belegt eindeutig die Aktivitdt des Proteins durch
Bindung an den Interaktionspartner. Es muss jedoch erwéhnt
werden, dass die Analyse von 9 komplizierter war als die von
10, da Lysozym zu unspezifischen Wechselwirkungen mit
CNGCs tendiert (siche Abbildung S12C in den Hintergrund-
informationen).

www.angewandte.de

Chemie

12829


http://www.angewandte.de

Angewandte
Zuschriften

12830

8
7
6 4 6 12
TS s E E10
L £ E4 =
[ @2 ] o 8
£3 £ £ £
0 0 0 2 0
T2 T T Ts
1
0 o 0 4
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.00 0.02 0.04 006 008 0.10 012 0.14 000 003 006 009 0.12 0.15 0.18 000 005 010 015 020 025
L{pm) L [um] L [um] L [um]
Konstrukt Hohe [nm] Konstrukt Héhe [nm]
CNC2 583£1.13 CNC-GFP 10 7.26+0.26
CNC-Erkennungspeptid § 5.77+1.07 CNC-GOase 11 7.72+1.12
CNC-Lys-vNAR 9 6.21£1.15

Abbildung 5. Oben: AFM-Bilder der funktionalisierten CNCs. a) 5 (Konjugat mit 4); b) 9 (Konjugat mit 6); c) 10 (Konjugat mit 7); d) 11 (Konjugat
mit 8). Die Einschiibe zeigen vergréRRerte Bilder individueller CNCs. Die Héhenprofile der modifizierten CNCs sind unter jedem AFM-Bild zu

sehen. Unten: Auflistung der zugehérigen Héhen.

Die Oxidation von D-Galactose zur entsprechenden D-
galacto-Hexodialdose wird durch das Enzym GOase unter
gleichzeitiger Bildung von Wasserstoffperoxid katalysiert.
Diese katalytische GOase-Aktivitét lie3 sich einfach durch
Kupplung der Wasserstoffperoxidbildung an eine Meerret-
tich-Peroxidase-katalysierte Umsetzung von ABTS nach-
weisen (Abbildung 6 A). Das 16sliche griine Endprodukt kann
bei A =405 nm photometrisch detektiert werden. Die Analyse
von 11 ergab, dass die Aktivitidt der immobilisierten GOase
erhalten geblieben war (Abbildung 6 B).

Um die Effizienz der ortsspezifischen Kupplungsstrategie
mit der der iiblicherweise verwendeten Konjugation iiber die
Bildung von Amidbindungen zwischen primiren Aminen der

A Y
oue®,
os Tl
ABTS st
OHOH OHCHO
Q 0
HO Sy-OH HO SyOH *H202 HRP

p-Galactose
+ O2

p-galacto-Hexodialdose N
Of-§
HO,S S>=\:<S D\S O.H
3!

Absorption bei 405 nm

1

Abbildung 6. Untersuchung der GOase-Aktivitat nach Immobilisierung. A) Schematische Darstellung des ABTS-Tests;
HRP: Meerrettich-Peroxidase. B) Photometrische Kontrolle der GOase-Aktivitit von Konjugat 11 (1) im Vergleich mit

folgenden Kontrollen: 2: Reaktionsgemisch ohne Ca®"; 3: Reaktionsgemisch ohne Erkennungspeptid 4; 4: Reaktions-
gemisch ohne Sortase. Die Fehlerbalken stammen aus einer Dreifachbestimmung.
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gekuppelten Proteine und Carbonsduregruppen des Cellulo-
setrdgers zu vergleichen, wurde eine N-Hydroxysuccinimid-
(NHS)-vermittelte Kupplung von GOase (dem groBten Pro-
tein in unseren Experimenten) durchgefiihrt. Dazu wurden
die oberfldchenexponierten Carboxylatgruppen im gleichen
Molverhiltnis wie oximierte Carbonylgruppen mit EDC/
NHS aktiviert (siche Abschnitt 5.1 in den Hintergrundinfor-
mationen) und mit einer dquimolaren Menge GOase umge-
setzt (die Mengenverhiltnisse entsprechen denen, die fiir die
Kupplung des Peptidlinkers 4 eingesetzt wurden). Die rela-
tive Enzymaktivitdt des immobilisierten Proteins wurde mit
dem kolorimetrischen ABTS-Test iiberpriift, der ergab, dass
das NHS-vermittelte Verfahren zu einer geringeren Aktivitét
des oberfldchen-
immobilisierten
Enzyms fiihrte als die
Sortase-katalysierte
Konjugation (ca.
60% der Aktivitat
der Sortase-kataly-
sierten Immobilisie-
rung; siehe Abbil-
dung S10 in den Hin-
tergrundinformatio-
nen). Dieses Ergeb-
nis lieBe sich damit
erkldren, dass die
NHS-vermittelte Im-
mobilisierung ~ will-
kiirlich stattfindet
und alle verfiigbaren
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Aminofunktionalititen des Enzyms verwendet werden, was
zu einer beschrankten Zuginglichkeit des aktiven Zentrums
fiilhren kann. Im Gegensatz dazu werden bei der Sortase-
vermittelten Ligation alle Biomakromolekiile ausschlielich
tiber ihre C-Termini gekuppelt (siche Abbildung S11 in den
Hintergrundinformationen). Jedoch hingt die Effizienz der
NHS-vermittelten direkten Immobilisierung auch von der
GroBe und dem isoelektrischen Punkt des jeweiligen Proteins
ab und konnte fiir andere Enzyme variieren.

CNCs sind ein interessanter und vielseitig einsetzbarer
Grundkorper fiir die Immobilisierung von unterschiedlichen
bioaktiven Substanzen. Im Gegensatz zu herkommlichen
Tragern weist Nanocellulose eine grofle Oberfldache auf und
kann leicht aus einer erneuerbaren Quelle, Cellulose, herge-
stellt und chemisch modifiziert werden, wobei ein Nanorelief
mit oberflichenexponierten aktiven Gruppen entsteht. Diese
Eigenschaften machen CNCs zu einer besonders vorteilhaf-
ten Nanoplattform fiir die Immobilisierung biologischer
Materialien. Die Einfithrung von orthogonal adressierbaren
Aldehydeinheiten ermdoglicht dabei die Anwendung von
chemischen und/oder enzymatischen Methoden zur Kupp-
lung von Biomakromolekiilen unter schonenden Bedingun-
gen.

Wir haben erfolgreich primédre Alkohole auf der Ober-
fliche von CNCs in Aldehyde iiberfiihrt, was die Kupplung
bioaktiver Module mithilfe der hoch effizienten Oximligation
ermoglichte. Wegen der Orthogonalitdt zu den reaktiven
Gruppen der Peptide konnen Oligopeptidliganden angebun-
den werden, die eine weitere CNC-Modifikation ermogli-
chen, nédmlich die Ankupplung eines gezielt gewéhlten Pro-
teins mithilfe der Transpeptidase Sortase A.

Im Vergleich zu anderen Methoden fiir die Protein-
immobilisierung auf von Cellulose abgeleiteten Geriisten
bietet unser Ansatz eine Reihe von Vorteilen. Erstens er-
moglicht die Oberfldchenoxidation von Hydroxygruppen zu
den entsprechenden Aldehydeinheiten orthogonale Reak-
tionen, die keine Schutzgruppen bei der Oximligation erfor-
dern. Zweitens findet die Sortase-katalysierte Proteinkonju-
gation unter physiologischen Bedingungen statt, was zum
Erhalt der Proteinstruktur und der damit verbundenen bio-
logischen Aktivitét fiihrt. Drittens ist die Immmobilisierung
ortsgerichtet, kovalent, regiospezifisch und leicht steuerbar
und ermoglichte infolgedessen die Herstellung maf3ge-
schneiderter Konstrukte. Generell vereinen diese neuen Gs-
CNCs die intrinsischen Eigenschaften der CNC-Partikel,
némlich geringe Toxizitdt, Wasserkompatibilitdt etc., mit den
Vorteilen rekombinant hergestellter Proteine. Da eine zu-
sétzliche Schnittstelle leicht in rekombinante Proteine ein-
gebaut werden kann, die die kontrollierte proteolytische
Abspaltung von bioaktiven Proteinen von der Cellulose-
oberfliche ermoglicht, sind diese Konjugate auch vielver-
sprechende Materialien z.B. fiir den Wirkstofftransport und
die Wirkstofffreisetzung. Selbstverstdndlich ist unser Ansatz
nicht auf Proteine beschrinkt und konnte fiir eine Vielzahl an
bioaktiven Molekiilen genutzt werden.
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