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Zusammenfassung

Die Konjugation eines Wirkstoffs an ein biokompatibles Polymer generiert Syste-
me, die die bioaktive Substanz nicht nur zielgerichtet transportieren, sondern bei
Bedarf kontrolliert abgeben kénnen. Im Gegensatz zu ihrer freien Form verfiigen
polymergebundene Liganden, sowohl peptidischer als auch nicht-peptidischer Natur,
iiber eine verdnderte Pharmakokinetik und diverse Vorteile. Auf dem Gebiet der
Polymertherapeutika ist Poly(N-2-Hydroxypropylmethacrylamid) (poly(HPMA)) ge-
genwartig eines der aussichtsreichsten biokompatiblen Polymere, dessen Vielseitigkeit
im Rahmen dieser Arbeit aufgezeigt wird.

Auf Basis von poly(HPMA) wurde ein thioesterfunktionalisiertes Copolymer entwi-
ckelt, welches an die vorliegenden biochemischen und medizinischen Fragestellungen fle-
xibel angepasst werden konnte. RAFT-vermittelte Copolymerisationen von HPMA mit
einem thioesterfunktionalisierten Monomer lieferten Thioester-HPMA-Copolymere,
die mit cysteinylierten Liganden in NCL-Reaktionen beladen wurden und so einen
schnellen und flexiblen Zugang zu mafigeschneiderten Peptid-Polymerkonjugaten
lieferten.

Die zelluldre Aufnahme von Peptid-HPMA Konjugaten wurde in Abhéngigkeit
von ihrer Oberflachenladungen untersucht. Ausschliefslich positiv geladene Peptid-
Polymerkonjugate wurden in HelLa-Zellen internalisiert. Mit einer exzellenten Bio-
kompatibilidt und effizienten zelluldren Aufname, stellten argininbeladende HPMA-
Konjugate eine Alternative zum toxischen Zell-penetrierenden Peptid Nonaarginin
dar und konnten als effiziente Tragersysteme biologisch relevanter Liganden fir
intrazelluldre Studien eingesetzt werden.

Die positiven Auswirkungen der Peptidkonjugation an die Thioester-HPMA-Copoly-
mere im Hinblick auf den gezielten Transport an den Wirkort und den Schutz vor pro-
teolytischem Abbau wurden in einem Projekt zur Fritherkennung von Pankreaskrebs
mit nichtinvasiven bildgebenden Verfahren genutzt. Fiir die Matrix-Metalloprotease 11
(MMP-11) als Biomarker fiir Bauchspeicheldriisenkrebs wurden Substrat-Polymerkon-
jugate konzipiert, deren Umsatz bei der Spaltung durch das Enzym MMP-11 ein auf
dem FRET-Effekt beruhendes Fluoreszenzsignal lieferte. Die ersten in wvivo-Versuche
an MIA PACA-Xenograft-Mausen waren vielversprechend.

Zur Untersuchung der amyloidbildenden Eigenschaften von Modellpeptiden in
Neuroblastomzellen wurde ein photolysierbarer Cumarinlinker zwischen das zu trans-
portierende Peptid und den polymeren Trager eingefiihrt, der eine kontrollierte,
photoinduzierte Freisetzung des bioaktiven Liganden am Wirkort ermoglichte. Die
Konjugation der fluoreszenzmarkierten Peptide an ein HPMA-Linker-System sorgte
nicht nur fiir den Transport, den Schutz und die photoinduzierte Freisetzung, sondern
maskierte zudem die amyloidbildenden Eigenschaften. Nach erfolgter Internalisierung



zeigte das Modellpeptid nach Freisetzung Auswirkungen auf die Zellvitalitét.

Im Hinblick darauf, dass viele biologische Prozesse auf Protein-Protein-Interaktionen
beruhen, stellt die Konjugation mehrerer Kopien monovalenter Liganden an ein bio-
kompatibles Polymer einen wichtigen Zugang zu multivalenten Systemen dar. Der
Einfluss der polymeren Tragersysteme poly(HPMA), hyperverzweigtes Polyglycerin
und Dextran auf die Interaktion mit den Tandem WW-Doménen (tWW) des formin-
bindenden Proteins FBP21 wurde kalorimetrisch bestimmt und in MD-Simulationen
modelliert. Die multivalente Préasentation der Erkennungssequenz resultierte fiir alle
betrachteten Polymere in einer signifikanten Steigerung der Bindungsaffinitéiten, die
in Abhéngigkeit vom verwendeten Polymer und der Peptidbeladungsdichte variierten.

Im Rahmen dieser breit gefacherten Projekte konnte die Vielseitigkeit der HPMA-
basierten Copolymere beispielsweise als Transportsystem biologisch relevanter Ligan-
den fiir in vitro und in vivo Anwendungen oder als Tragersystem zur Darstellung
multivalenter Liganden gezeigt werden.




Abstract

The conjugation of a drug on a biocompatible polymer generates drug delivery systems
which transport and deliver the therapeutic agent into the tissue of interest. Polymer
bound drugs of a peptidic or non-peptidic nature exhibit modified pharmacokinetics
and diverse advantages compared to their free state. In the field of polymertherapeutics
poly(N-2-hydroxypropylmethacrylamide) is one of the most promising biocompatible
polymers. The versatile applications of poly(HPMA) will be shown within the scope
of this work.

A thioester functionalized copolymer was developed based on poly(HPMA) which
could be adapted to particular biochemical or medical problem at hand. RAFT-
mediated copolymerisation of HPMA with a thioester functionalized monomer pro-
vided thioester-HPMA copolymers that enabeled an NCL-reaction of cysteinylated
ligands. Accordingly, thioester-HPMA copolymers provided fast and flexible access to
tailor-made peptide-polymer conjugates.

The surface charge dependence of the cellular uptake of peptide-HPMA conjugates
was studied. Exclusively positively charged conjugates were internalized into Hel.a
cells. Arginine loaded HPMA-conjugates showed not only an efficient internalization
but exhibit an excellent biocompatibility in comparison to the cell-penetrating peptide
nonaarginine. Accordingly, positively charged HPMA-conjugates could be applied as
transport systems for biologically relevant ligands in intracellular studies.

The advantagous impact of peptide conjugation with respect to drug targeting and
the stealth effect was used in pilot studies for the early diagnosis of pancreatic cancer
using noninvasive imaging. The matrix-metallo-protease 11 (MMP-11) is a biomarker
for pancreatic cancer. FRET based substrate-polymer conjugates have been developed
that present a fluorescence signal upon enzymatic cleavage of MMP-11. Preliminary
in vivo experiments on MIA PACA-xenograft mice showed promising results.

Targeted delivery was instrumental for determining the amyloid forming properties
of model peptides in neuroblastoma cells. Therefore, a photocleavable coumarine linker
was incorporated into the peptide-polymer conjugate which enabled a controlled,
photoinducable delivery of the peptide onto the site of action. The conjugation of
fluorescence labeled peptides on an HPMA-linker-system provided the transport,
protection and photoinduced delivery of the peptide. Additionally, the polymer
conjugation disabled amyloid formation. After internalization, the delivery of the
peptide affected the cell viability.

As most biological processes are based on protein-protein-interactions, the conjuga-
tion of multiple copies of monovalent ligands on a biocompatible polymer provides an
important access point to multivalent systems. The impact of the polymer scaffolds
poly(HPMA), hyperbranched polyglycerol, and dextran on the interaction with tan-



dem WW-domains of the formin binding proteine FBP21 was examined by isothermal
calorimetry and was calculated in MD-simulations. The multivalent presentation of
the recognition sequence resulted in a significant increase in the binding affinity for
all polymers. The affinity varied slightly with a dependence on the polymer scaffold
and the peptide loading density.

In the scope of the diverse projects, the versatility of the HPMA-based copolymers
as drug carriers for in vitro and in vivo applications, or as polymer scaffold for the
design of multivalent ligands was shown.
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TEMPO 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl
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1. Einleitung

Don Juan Manuel begriindet die Art und Weise, wie er seine Lebensweisheiten in
Geschichten verpackt, folgendermafen': , Dies tat ich, dem Beispiele der Arzte folgend,
die, wenn sie eine Medizin zum Nutzen der Leber bereiten wollen, Zucker, Honig
oder eine andere siife Sache hinzutun, weil die Leber das Siifse liebt. Und wegen der
Neigung der Leber zum Siiffen zieht sie es an sich, und mit ihm die Medizin, die ihr
guttut. Das Gleiche macht man mit dem beliebigen Organ, das einer Medizin bedarf,
indem man sie jeweils mit demjenigen mischt, welchem das Organ von Natur aus
zuneigt.“[1]

In seinem Vorwort thematisiert Don Juan Manuel bereits im 14. Jahrhundert ein
grofies Problem der Pharmakotherapie und beschreibt gleichzeitig eine sehr einfache
Grundvorstellung dessen, was heute als Drug Targeting bezeichnet wird.

Bei den meisten klinisch verwendeten Medikamenten handelt es sich um niedermo-
lekulare Substanzen (typischerweise > 500 g/mol), die sowohl in krankes als auch in
gesundes Gewebe diffundieren und sich im gesamten Korper gleichméfig verteilen.
Das fiihrt dazu, dass am gewiinschten Zielort nur ein Teil der applizierten Dosis wirkt.
Der Arzneistoff muss aufgrund des fehlenden zielgerichteten Wirkstofftransportes
in hohen effektiven Dosen verabreicht werden (z. B. Hochdosis-Chemotherapie bei
Krebserkrankungen), wobei der iiberschiissige Teil der Dosis fiir negative systemische
Nebenwirkungen sorgt. Insbesondere im Hinblick auf die Toxizitdt von Zytostatika
und die Langzeitanwendung von Antirheumatika und Immunsuppressiva sind die
negativen Auswirkungen ihres geringen therapeutischen Indices (Verhéltnis der letalen
zur wirksamen Dosierung LD5 /EDgs) gravierend. Dartiber hinaus ist die Halbwertszeit
polarer, niedermolekularer Substanzen im Blutkreislauf relativ kurz, weil sie {iber die
Niere schnell ausgeschieden werden (Renal Clearance).*!

Neben den konventionellen Medikamenten gelten zahlreiche Peptide und Proteine
aufgrund ihrer biologischen Aktivitit als potentielle Therapeutika. Das Interesse an
peptidischen Strukturen ist enorm und liegt darin begriindet, dass alle zelluldren
Prozesse, wie die Signaltransdukion, der Metabolismus und die interzellulare Kommu-
nikation auf Protein-Protein Interaktionen basieren.!! Im Wesentlichen sind kurze,
spezifische Peptidmotive fiir die eigentliche Interaktion verantwortlich. Peptide als
Therapeutikum oder als biochemisches Tool sind daher von groffer Relevanz fiir die
Aufklarung diverser Wechselwirkungsprozesse auf molekularer Ebene.

Der fehlenden Selektivitdt und Bioverfiigharkeit sowohl peptidischer als auch
nicht-peptidischer Arzneistoffe steht das Konzept des Drug Targeting (gezielte Phar-
makotherapie) gegeniiber, welches eine zielgerichtete und selektive Anreicherung des

! Auszug aus dem Vorwort zu einer Sammlung von Lebensweisheiten von Don Juan Manuel, ,El
conde de Lucanor”, Manuskript erschien um 1335, Erstdruck Clasicos Castalia, Madrid 1575



Arzneistoffs am gewiinschten Ort ermdéglicht. Dazu werden die Arzneistoffe bzw. die
entsprechenden bioaktiven Molekiile mit polymeren Materialien anstatt mit ,,Honig*
oder ,,Zucker” zu polymeren Therapeutika ,,gemischt®, die iiber die chemischen, phy-
sikalischen und biologischen Eigenschaften der Polymere gezielt Organe und Zellen
adressieren konnen. Bei der Kosmetik- und Arzneimittelherstellung war die bisherige
Rolle der Polymere darauf beschrankt in Form von Additiven (als Fiillstoff, Stabili-
sator, Tragersubstanz), den Arzneistoff in die richtige Darreichungsform zu bringen.
Inzwischen hat sich die Kombination von Polymeren mit Arzneistoffen zu polymeren
Pharmaka als innovatives und zukunftsweisendes Forschungsgebiet erwiesen.




2. Polymertherapeutika

Eine Reihe sogenannter Drug Delivery Systeme (DDS) ist Gegenstand vergange-
ner und aktueller Forschung. DDS sind Arzneitragersysteme, die pharmazeutische
Wirkstoffe oder andere bioaktive Substanzen an den gewiinschten Wirkort ausliefern.
Systeme, in denen die Liganden lediglich {iber physikalische Wechselwirkungen in Na-
nopartikeln (Emulsionen, Liposomen) eingeschlossen sind, werden als nanopartikulére
DDS bezeichnet. Im Gegensatz dazu sind in Ligand-Polymerkonjugaten die bioaktiven
Molekiile kovalent an polymere Systeme gebunden./?! Proteine wie Albumin, als auch
natiirliche Polymere wie Dextran und synthetische Polymere wie Polyethylenglykol
(PEG) und Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid) (poly(HPMA)) werden als
polymere Basis verwendet. Zu dieser Art der DDS zédhlen polymere Arzneimittel,
Wirkstoff-Polymerkonjugate, Polymer-Proteinkonjugate, polymere Mizellen und Poly-
plexe (Polyelectrolyt-Komplexe mit Oligonukleotiden) und repréisentieren die Klasse
der ,Polymertherapeutika“.[’l Ringsdorf hat das Potential der Polymerkonjugate in der
Medizin erkannt und in einem allgemein giiltigen Modell (Abbildung 2.1) ein polyme-
res System skizziert, dessen pharmakokinetische Eigenschaften durch die Kombination
von Transportgruppen (z. B. Antikérpern oder Zuckerresten) mit Funktionalitéten,
die als Loslichkeitsvermittler fungieren, und durch die multiple Préasentation eines
Pharmakons mafgeschneidert werden kénnen. 6!

n
{ spaltbarer
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Transport-

gruppe
L&slichkeits-

vermittler Pharmakon
Abbildung 2.1.: Ringsdorfs Modell.[>-¢!

Die fiir die Darstellung der Ligand-Polymerkonjugate eingesetzten synthetischen Po-
lymere sollten biokompatibel, wasserloslich, nicht toxisch und biologisch abbaubar oder
eliminierbar sein. Mit seinen Vorstellungen iiber den grundsétzlichen Aufbau solcher
Systeme hat Ringsdorf die Entwicklung auf dem Gebiet entscheidend mitgepragt. [l

2.1. Eigenschaften und Vorteile polymerer Konjugate

Durch die Kombination eines Wirkstoffs mit einem Polymer (kovalent gebunden
oder eingebettet) werden DDS generiert, die die bioaktive Substanz nicht nur zielge-
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richtet transportieren (Drug Targeting),m sondern bei Bedarf kontrolliert abgeben
konnen (Controlled Drug Release).[8] Im Gegensatz zu ihrer freien Form verfiigen
die Ligand-Polymerkonjugate, sowohl peptidischer als auch nicht-peptidischer Natur,
iiber eine verinderte Pharmakokinetik und diverse Vorteile. Die schiitzende Funktion
des Polymers (Stealth Effekt) ermdglicht langere Zirkulationszeiten und sorgt fiir
den Erhalt der biologischen Aktivitdt wihrend des Transportes zum Wirkungsort der
Substanzen.!®l Der Stealth Effekt ist insbesondere fiir Peptide und Proteine wichtig,
die durch proteolytischen Abbau systemisch schnell eliminiert werden. Dariiber hin-
aus bewirkt die Konjugation peptidischer Liganden an polymere Tragersysteme eine
Reduktion der Antigenitét und folglich auch das Ausbleiben einer Immunantwort. 10!

Im Hinblick auf nicht-peptidische Molekiile steigert die Immobilisierung an oder die
Einbettung in ein Polymer zudem die Wasserloslichkeit und damit die Bioverfiigbarkeit
der oftmals hydrophoben und schlecht 15slichen Substanzen. 10!

2.1.1. Passives und aktives Drug Targeting

Die Verbesserung der Pharmakokinetik geht auflerdem mit der Féahigkeit der DDS
einher, durch passives oder aktives Drug Targeting organ- bzw. zellspezifisch zu
agieren.l’” Die passive Anreicherung von Makromolekiilen in Tumorgeweben wurde
in den 1980er Jahren von Maeda et al. als Enhanced Permeability and Retention
Effekt (EPR) beschrieben.'"1? Dieses Phinomen basiert auf den physiologischen
und biochemischen Unterschieden maligner Tumoren im Vergleich zum gesunden
Gewebe. Die erhohte Permeabilitdt von Makromolekiilen geht auf die Fenestrierungen
(grokere Offnungen) der Endothelzellen von Kapillargefifen zuriick. Im Vergleich
zu kleinen Molekiilen, die sowohl durch die Kapillarwéande von Endothelzellen im
gesunden als auch im kranken Gewebe diffundieren, ist die Diffusion der Makromole-
kiile ausschlieflich auf krankes Gewebe beschriankt. Die limitierte Lymphdrainage
tragt zusétzlich zur Akkumulation der polymeren Systeme in Tumoren bei. Aller-
dings spielt die Grofe der Polymere eine entscheidende Rolle bei der Aufnahme ins
Tumorgewebe, da ausschliefslich fiir Polymere mit einem Molekulargewicht grofser
20kDa der EPR-Effekt beobachtet wurde. Beim Design des polymeren Trégers sollte
bei der Entscheidung iiber die Grofe des polymeren Tragers zusétzlich die Nieren-
schwellenwerte fiir Substanzen mit Molekulargewichten in der Gréfsenordnung von
30 bis 50 kDa beriicksichtigt werden, da ein Ausscheiden iiber den Harn in dieser
Grofenordnung nicht maglich ist.!3]

Neben dem molekulargewichtsabhéngigen, passiven (EPR-Effekt-vermitteltem)
Drug Targeting kénnen pathologische Zellen spezifisch adressiert werden.!”l Fiir diese
aktive gezielte Pharmakotherapie werden Polymerkonjugate mit entsprechenden
Transportgruppen (homing devices) versehen wie z. B. Antikérpern, Oligosacchariden
oder Peptiden, die mit im Zielgewebe charakteristischen, iberexprimierten Rezeptoren
oder Antigenen interagieren und so den zielgerichteten Transport der Makromolekiile
verstéarken. Vor allem im Hinblick auf malignes Gewebe, welches sich in einer frithen
Entwicklungsphase befindet und dementsprechend nur unvollstdndig ausgebildete
Blutgefifie besitzt, erweist sich das aktive Drug Targeting als essentiell.[°]




2. Polymertherapeutika

Zellulare Aufnahme von Makromolekiilen

Auf zelluldrer Ebene findet die Internalisierung makromolekularer Systeme iiber en-
dozytotische Mechanismen statt.l'¥l Endozytose ist ein energieabhéingiger Transport-
prozess und wird in die beiden Kategorien Phagozytose (Zellfressen) und Pinozytose
(Zelltrinken) unterteilt, wobei in beiden Féllen die Aufnahme in Vesikeln stattfindet.
Die Phagozytose wird ausschlieflich zur Aufnahme und zur Beseitigung grofser Parti-
kel, wie Pathogene und tote Zellen, von spezialisierten Zellen betrieben (Makrophagen,
Monozyten). Im Gegensatz dazu findet die Pinozytose in allen eukaryotischen Zellen
statt und dient der Aufnahme gelster Partikel. Je nachdem, ob die Substanzen aus
dem extrazelluldren Zellmedium oder durch vorherige Adsorption und Akkumulation
an der inneren Membran des sich ausbildenden Vesikels aufgenommen werden, wird
zwischen Fluid-Phase und adsorptiver Endozytose unterschieden.!’® Eine spezifi-
sche und sehr effiziente Form der Pinozytose ist die rezeptorvermittelte Endozytose,
bei der Liganden der aufzunehmenden Substanz an hoch-affine Rezeptoren in der
Zellmembran binden und iiber endozytotische Vesikel aufgenommen werden. 6!

Bei der Ausbildung der Transportvesikel wird zwischen vier Endozytosetypen un-
terschieden: der Makropinozytose, der clathrin- und caveolinvermittelten Endozytose
und der clathrin- und caveolinunabhingigen Endozytose.['”l Bei der Makropinozytose
wird ein grofses Volumen der extrazellularen Umgebung durch aktingetriebene Mem-
branausstiilpungen in grofen Vesikeln (>1 um ) aufgenommen. Bei der clathrin- und
caveolinvermittelten Endozytose werden Einstiilpungen der Membran ausgebildet.
Im Fall der caveolinvermittelten Aufnahme ist das dimere Protein Caveolin beteiligt,
welches Cholesterin in der Plasmamembran bindet und durch Selbstassoziation das
Vesikel mit einer Schicht aus diinnen Streifen iiberzieht.

Bei der clathrinvermittelten Endozytose (CME) handelt es sich bei den Membranaus-
stiilpungen um sogennante Clathrin-Coated Pits, aus denen durch Anlagerung von
weiterem Clathrin die Clathrin-coated Vesikel (CCV) entstehen.['"18] Die Ausbil-
dung der beschichteten Ausstiilpungen wird durch die Bindung von Liganden an
hoch-affine Rezeptoren ausgelost (rezeptorvermittelte Endozytose), wie z. B. LDL
(Low-Density-Lipoprotein), welches an spezifische LDL-Rezeptoren an der Zelloberfla-
che bindet.[1%29] Die CCVs werden unter Beteiligung des Proteins Dynamin in einem
GTP-getriebenen Vorgang abgeschniirt und als endozytotische Vesikel von der Mem-
bran abgelost. Nach Abstreifen der Clathrinhiille fusionieren diese frithen Endosomen
mit anderen Vesikeln zu spiten Endosomen, die einen pH-Wert von 5-6 aufweisen. In
den spaten Endosomen dissoziieren Liganden und Rezeptoren und werden recycelt,
wahrend das Vesikel mit den aufgenommen Substanzen mit Lysosomen fusioniert,
in denen ein pH-Wert von 4 herrscht. Fiir die Regulierung des niedrigen pH-Wertes
sorgen eine V-Typ ATPase, die pro ATP-Molekiil zwei Protonen in die Lysosomen
transportiert, und ein entsprechender Gegeniontransporter.[?!l Unter diesen aciden
Bedingungen sind in den Lysosomen Enzyme wie Proteasen, Esterasen, Lipasen und
Phosphatasen aktiv. Der pH-Wert und die enzymatischen Aktivitdt konnen beim
Design der Ligand-Polymerkonjugate durch das Einbringen entsprechend spaltbarer
Gruppen genutzt werden.[8! DeDuve hat bereits in den 1970er Jahren das Potenti-
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al der Akumulation von Pharmaka in Lysosomen (Lysosomotropie) und die hohe
enzymatische Aktivitit fiir das Drug Delivery erkannt.[?2l Die Lysosomotropie oder
auch acid trapping bezeichnet die Akkumulation schwacher Basen mit lipophilen
Eigenschaften in Lysosomen, deren Membran ausschliefslich fiir neutrale, ungeladene
Molekiile durchléssig ist.

2.1.2. Multivalenzeffekt

Im Hinblick darauf, dass viele biologische Prozesse auf multivalenten Protein-Protein
und Protein-Ligand Wechselwirkungen basieren, stellen Ligand-Polymerkonjugate
einen wichtigen Ausgangspunkt zur Entwicklung potenter Wirkstoffe dar. Die Relevanz
der Multivalenz fiir die Spezifizitdt von Protein- und Zellinteraktionen hat Ehrlich
bereits Ende der 1970er Jahre beschrieben.??l Insbesondere auf dem Gebiet der
Protein-Kohlenhydrat Wechselwirkungen, die eine wichtige Rolle bei der Bindung des
Influenzavirus an die Zelloberfliche spielen, wurden multivalente Interaktionen von
der Gruppe um Whitesides intensiv erforscht.24
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Abbildung 2.2.: Intramolekulare (multivalente) vs. intermolekulare Bindungen.

Der Multivalenzeffekt tritt bei Bindungsvorgéngen auf, an denen gleichzeitig Inter-
aktionen zwischen einer Mehrzahl von Liganden und Rezeptoren beteiligt sind.25]
Dabei finden nicht nur multivalente Interaktionen im Sinne von intramolekularen
Bindungen statt, sondern es sind auch intermolekulare Wechselwirkungen méglich
(Abbildung 2.2). Welcher der beiden unterschiedlichen Bindungsmodi in multivalenten
Interaktionen bevorzugt auftritt, hédngt von der sogenannten effektiven Konzentration
Cesr ab.120l Die Cor steht fiir die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Interaktion zwischen
zwei reaktiven Gruppen stattfindet und stellt eine reale bzw. lokale Konzentration
eines der Interaktionspartner aus Sicht des Gegenspielers dar. Das Konzept der Cleg
beschreibt folglich multivalente Interaktionen als konzentrationsabhéngig, wobei bei
niedrigen Konzentrationen bevorzugt intramolekulare und bei hohen Konzentrationen
intermolekulare Wechselwirkungen stattfinden.[26-28] Im Gegensatz zu den definierten
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Strukturen, die aus multivalenten Bindungen resultieren, fiihren intermolekulare
Bindungen zur Ausbildung grofier und damit einhergehend unloslicher Aggregate.
Die Wechselwirkungen polyvalenter Rezeptoren und Liganden koénnen durchaus ei-
ne Kombination aus intra- und intermolekularen Bindungsprozessen darstellen. 26l
Vor diesem Hintergrund spielen Gréfe und Form der Polymere bei der Entwicklung
multivalenter Systeme eine grofse Rolle. Beispielsweise gelten partikulére Systeme
und Dendrimere mit ihren dreidimensionalen Strukturen im Nanometermafistab als
intermolekular bindende Interaktionspartner.29:30l

Die Thermodynamik multivalenter Wechselwirkungen wurde von Whitesides et al.
in einem Review ausfiihrlich beschrieben.?5! Die Anderung der freien Energie AG in
multivalenten Bindungsprozessen ergibt sich aus den Anteilen der dabei auftretenden
Enthalpie AH- und Entropiednderungen AS und wird durch die beiden Gleichungen
2.1 und 2.2 beschrieben:

AG = AH —TAS (2.1)

AG = —RTInK (2.2)

Im Hinblick auf die Enthalpie kann der Beitrag zur Anderung der freien Energie
in Abhéngigkeit von der Beschaffenheit der miteinander wechselwirkenden Systeme
enthalpisch giinstig oder ungiinstig sein. Geht die Interaktion des zweiten und n-
ten Liganden mit einem, im Vergleich zur Bindung des ersten Liganden, grofieren
Enthalpiegewinn einher, ist die Wechselwirkung enthalpisch begiinstigt. Nimmt der
Ligand jedoch eine fiir den Bindungsvorgang ungiinstige Konformation ein, kann die
multivalente Interaktion enthalpisch ungiinstig sein.

Der Entropiebeitrag ist eine Summe von einzelnen Entropieanteilen, die sich aus
den Anderungen der Translations,- Rotations-, und Konformationsentropie und aus
dem Beitrag der Entropieinderung der das System umgebenden Wassermolekiile
ergibt (Gleichung 2.3).

AS = AStrans + Srot + Sconf + SHQO (2~3)

Urspriinglich wurde angenommen, dass der Multivalenzeffekt der Interaktionen grofs-
tenteils von der Entropiednderung bestimmt wird. Fiir den Fall einer intramolekularen
und enthalpisch begiinstigten Wechselwirkung ist die Bindungsenthalpie proportional
zur Anzahl der stattfindenden Bindungsprozesse und der dabei auftretende Entropie-
verlust entspricht lediglich demjenigen einer monovalenten Interaktion. Der daraus
resultierende Entropiegewinn begiinstigt daher intramolekulare Wechselwirkungen,
deren Energiebilanz allein von der Anderung der Konformationsentropie abhingt.
Ubersteigt der Beitrag der Konformationsentropie den Gewinn #ndert sich der Bin-
dungsmodus entsprechend zu intermolekularen Interaktionen. Diese Uberlegungen
setzten allerdings voraus, dass der Entropiebeitrag multivalenter im Vergleich zu

den entsprechenden monovalenten Bindungen generell giinstig fiir die Gesamtbilanz
st [25,26]
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Diese idealisierte Vorstellung steht allerdings im Kontrast zu den stark negativen
Entropieénderungen, die tatséchlich in multivalenten Systemen auftreten konnen.3!!
Letztendlich resultiert die Bindungsaffinitit einer multivalenten Interaktion aus der
Summe von Enthalpie- und Entropiebeitragen, die sich verstirken oder kompen-
sieren konnen, so dass beide Beitrage bei der Entwicklung multivalenter Systeme
beriicksichtigt werden miissen. 26!

2.2. Relevante Ligand-Polymerkonjugate

Bereits seit den 1950er Jahren wird intensiv am Design polymerbasierter Wirk-
stoffe geforscht. Zu den wichtigen Errungenschaften gehéren im Jahr 1955 die von
Jatzkewitz durchgefiithrte Synthese von N-Vinylpyrrolidin-Konjugaten mit Glycyl-
L-Leucin-Mescalin als Wirkstoff und die ersten klinischen Tests des von Breslow
entwickelten ersten synthetischen polymeren Antitumormittels Divinylethermalein-
saureanhydrids (DIVEMA) in den 60er Jahren. Beim erstgenannten handelt es sich
um eine neue Formulierung des Arzneimittels, die durch das Drug Targeting fiir eine
Anreicherung des Medikaments sorgt.!*%) Das Pyran-Copolymer DIVEMA stellt selbst
ein Antitumormittel dar, welches allerdings aufgrund hoher Toxizitat in der klinischen
Studie gescheitert ist.[!

Das Fundament fiir den néchsten Meilenstein haben in den 1970er Jahren die
Pionierarbeiten von Davis, Abuchowski und ihre Kollegen gelegt, die das erste PEG-
Proteinkonjugat hergestellt haben. Diese Technik (PEGylierung) erhoht die Loslichkeit
und die Stabilitét der Proteine und reduziert die Induktion einer Immunantwort. 3233l
1990 ist schliefslich die PEGylierte Adenosindeaminase (Monomethoxypolyethylen-
glykolsuccinimidyl)-11, 17-adenosindeaminase (Adagen®) als erstes Protein-Polymer-
konjugat auf dem Markt erschienen.

Hio ™+ Ligand

oder
Ligand 1[0/\4}9\ Ligand

Abbildung 2.3.: PEGylierung.

HI[O/\’]’nOH Ligand

Ein Nachteil der PEG-Systeme ist allerdings, dass ausschlieflich die beiden Endgrup-
pen der PEG-Kette zur Ankniipfung von Liganden zur Verfiigung stehen (Endgruppen-
System)(Abbildung 2.3).[3 Die sich daraus ergebende geringe Wirkstoff bzw. Ligand-
Kapazitéat limitiert die Anwendung der PEG-Systeme als Wirkstoff-Polymerkonjugate
beispielsweise in der Krebstherapie. 3!

Die Anwendung natiirlicher, bioabbaubarer Polymere wie z. B. Dextran und Poly-
glutaminsdure (PGA) ist ein naheliegender Gedanke im Hinblick auf deren Biokom-
patibilitdt. Die notigen Modifikationen am Dextranriickrat fiir die Ankniipfung von
Wirkstoffen haben allerdings die Eigenschaften des Dextrans grundlegend veréndert.
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Betragen die Modifikationen mehr als 5%, wird aus dem vorher bioabbaubarem
Dextran ein biostabiles Polymer, welches sogar eine Immunantwort induzieren kann.
Im speziellen Fall des Doxorubicin-Dextran-Konjugats wurde im Laufe der Phase I
Studie eine unerwartet hohe Toxizitéit beobachtet.[3537]

Im Gegensatz dazu erwies sich das Paclitaxel-PGA-Konjugat mit hohen tolerier-
baren Verabreichungsdosen und einer guten Resonanz gegeniiber nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom (non-small-cell lung cancer (NSCLC)) als effizientes Konjugat in
Phase I/II und befindet sich bereits in der klinischen Phase II1.138] Im Vergleich zu
anderen bioabbaubaren Polymeren zeichnet sich PGA dadurch aus, dass es in nicht
toxische Metabolite abgebaut wird. Die Kenntnisse iiber die Abbaumechanismen und
die dabei gebildeten Produkte fehlen oftmals, sind aber wichtige Entscheidungskrite-
rien beim Einsatz bioabbaubarer Polymere fiir medizinische Anwendungen. Wird das
Polymerriickrat zu frith abgebaut, fiihrt dies zu einer unkontrollierten Freisetzung
des Wirkstoffes vor Erreichen des eigentlichen Wirkortes. Im Fall von Paclitaxel-
PGA werden 14 % der Substanz durch unspezifischen hydrolytischen Abbau vorzeitig
abgegeben. 37l

Im Bereich der synthetischen nicht-bioabbaubaren Polymere, die auf dem Ringsdorf
Modell! basieren, hat es 1994 ein Doxorubicin-Polymerkonjugat als Chemothera-
peutikum (FCE 28068) auf Basis von N-(2-Hydroxyprolyl)methacrylamid (HPMA)
(Abbildung 2.4) in die klinische Studie geschafft.[341 HPMA war in den frithen
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Abbildung 2.4.: HPMA copolymer-Gly-Phe-Leu-Gly-Doxorubicin (PK1; FCE28068).

'Kapitel 2, Abbildung 2.1
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1970er Jahren das Resultat einer systematischen Erforschung der Zusammenhénge
von der Struktur hydrophiler Polymere und ihrer Biokompatibilitiat. J. Kopecek und
seine Kollegen haben HPMA als Methacrylamidmonomer aufgrund seiner kristallinen
Beschaffenheit, seiner hydrolytisch stabilen Seitenketten in der polymerisierten Form
und seiner hydrophilen Eigenschaften und der damit einhergehenden Loslichkeit aus-
gewihlt und die ersten Homo- und Copolymerisationen etabliert.[1-43 Poly(HPMA)
und HPMA-Copolymere haben in Versuchen mit Ratten keine Immunantwort indu-
ziert und erfiillen daher eine der wichtigsten Grundvorraussetzungen als biopolymere
Triigersysteme, die Biokompatibilitéit.[*l Seit seiner Entdeckung wurden in den Grup-
pen und in Kooperationen von Kopecek, Duncan, Ulbrich und Ringsdorf zahlreiche
HPMA-Copolymer-basierte Wirkstoffkonjugate hergestellt, von denen sich einige
in der klinischen Entwicklung befinden. Das Platinat-HPMA-Konjugat ProLindac”
(AP5346) ist eines der zahlreichen Konjugate und ist zur Zeit der vielversprechendste
Kandidat aus der HPMA-Schmiede.[*’l Einen Uberblick iiber die vielfiltigen HPMA-
basierten Konjugate geben diverse Reviews.[46-50]

Poly(HPMA) ist gegenwirtig das aussichtsreichste Biopolymer, dessen Potential
und vielseitige Anwendbarkeit im Fokus dieser Arbeit stehen.
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3. Poly(HPMA)

Die Anwendung von poly(HPMA) als biologisches Tool in der Medizinischen Chemie
erfordert einen Zugang zu entsprechend funktionalisierten HPMA-Copolymeren. Die
ersten Untersuchungen von Kopecek haben gezeigt, dass HPMA mit hydrophoben Mo-
nomeren, wie z. B. Styrol oder Methacrylsiure copolymerisiert werden kann.!4?l Darauf
basierend wurden diverse HPMA-Copolymere durch das Anwenden verschiedener
Polymerisationsarten dargestellt.

3.1. Freie Radikalische Polymerisation (FRP)

Copolymere von HPMA mit reaktiven N-methacryloylierten Funktionalitdten oder
N-methacryolyierten Peptiden bzw. Wirkstoffen wurden anfanglich durch radikalische
Fillungscopolymerisationen3 oder freie radikalische Losungscopolymerisation!®153l
synthetisiert.

Initiierung Initiator | — 2R-

R
Wachstum: g, , = — \_\ s n= — RN}\.
X X X X X

Kettenubertragung:
R%‘ + ZH — RNﬁ +
X X X X
Z 4 n=— . Z%’
X

X X

Kettenabbruch durch Rekombination:
Ay R — R
X X X X X X X X
Kettenabbruch durch Disproportionierung:

R%‘ + MR—»RN;\/X+MR
X X X X X X X

Abbildung 3.1.: Mechanismus der FRP am Beispiel einer Vinylverbindung.
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3.1. Freie Radikalische Polymerisation (FRP)

Radikalische Polymerisationen zeichnen sich generell durch einen Initiierungsschritt
aus, bei dem aus einem Initiator oder auch Radikalstarter durch thermischen oder
photolytischen Zerfall freie Radikale gebildet werden (Abbildung 3.1). Diese lagern in
der Wachstumsreaktion Monomermolekiile an, bis das Kettenwachstum durch eine der
Abbruchreaktionen wie Rekombination, Disproportionierung und Ketteniibertragung
beendet wird. Ein entscheidender Nachteil der freien radikalischen Polymerisation
ist die breite Molmassenverteilung der erhaltenen Polymere, die eine Folge der Ab-
bruchreaktionen ist. Die Molmassenverteilungen von Polymeren kdnnen mathematisch
mit den Verteilungsfunktionen nach Gauss,Poisson und Schulz-Flory beschrieben
werden. Die Schulz-Flory-Verteilung ist charakteristisch fiir Polymerisationen mit
Kettenabbruchreaktionen, wie sie in freien radikalischen Polymerisationen vorliegen.
Die Polydispersitét, also das Verhéaltnis von Masse- und Zahlenmittel der Molmasse
(PDI = My,/M,) einer Schulz-Flory-Verteilung enspricht exakt zwei. Bei hoheren
Umsétzen ist die Verteilung der Polymere aus radikalischen Polymerisationen breiter
und folgt nicht mehr der Schulz-Flory-Verteilung. [

Die Anwendung HPMA-basierter Copolymere in biologischen Systemen insbeson-
dere im Hinblick auf in vivo Versuche erfordert allerdings definierte Systeme mit
entsprechend engen Molmassenverteilungen. Dementsprechend miissen Polymere einer
freien radikalischen Polymerisation vor ihrem Einsatz mit Grofenausschlusssdulen in
Fraktionen mit engverteilten Molmassen fraktioniert werden.

3.1.1. CTA-vermittelte radikalische Polymerisation

Bis zu einem gewissen Grad kann die Molmassenverteilung einer freien radikalischen
Polymerisation durch den Einsatz von Thiol-basierten Ketteniibertragern (chain
transfer agent (CTA)) beeinflusst werden. Durch die Wahl der eingesetzten Thiole
konnen die Eigenschaften und die Funktionalitdten der dabei gebildeten semitele-
chelen Polymere! (ST-Polymere) beeinflusst werden.®®! Mechanistisch betrachtet

Initiilerung: Initiator | —— 2R-
RM:- <M p. BSH_ RpH.Rs
fi Mt
RS + M R'SM-
Wachstum: R+ nM RM.4
R'SM-+ nM R'SM; ;1

Abbildung 3.2.: Mechanismus der CTA-vermittelten Polymerisation.!®%]

unterscheidet sich die CTA-vermittelte Polymerisation von der klassischen FRP durch

!Telechele Polymere sind Polymere mit reaktiven funktionellen Gruppen an den Polymerkettenen-
den.
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3. Poly(HPMA)

zwei unterschiedliche Initiierungsschritte. Das Kettenwachstum kann also entweder
von einem Radikal aus dem Initiatorzerfall oder einem Thiol-Radikal initiiert werden
(Abbildung 3.2). Es ist daher wichtig, eine niedrige Initiatorkonzentration im Vergleich
zur CTA-Konzentration einzusetzen, um mogliche Konkurrenzreaktionen auszuschlie-
fsen. Beim Terminierungsschritt wird im Idealfall die wachsende Kette auf den Regler

Abbruch: R'SM, + R'SH RSM.H + RS
{ZR'SMH' ., RSMH + R'SM,(minus H)}
L~ R'SM,nSR'
RM; + RSH RM,H + R'S*
[2RM,; —1— BM,H + RMg(minus H)
L= RM,R
R'SM: + RM; R‘SMZHR]

Abbildung 3.3.: Terminierungsschritt der CTA-vermittelten Polymerisation. 5!

iibertragen, so dass hauptséchlich ein ST-Polymer mit enger Molmassenverteilung
erhalten wird.

Z.-R. Lu aus der Gruppe von Kopecek hat Ende der 1990er Jahre die freie radi-
kalische Polymerisation von HPMA in Gegenwart von Methyl-3-mercaptopropionat
(MMP) als CTA durchgefiithrt und erhielt poly(HPMA) als ST-Polymer mit end-
stdndigen Carboxyfunktionalitdten. Bei hoheren Umsétzen resultieren allerdings
unerwiinschte Abbruchreaktionen in nicht-Regler terminierten Polymerketten, Dispro-
portionierungsprodukten und Rekombinationsprodukten, die eine breitere Molmas-
senverteilung nach sich zogen (Abbildung 3.3). Die CTA-vermittelte Polymerisation
von HPMA ist lediglich zur Synthese von poly(HPMA) mit kleinen Molmassen bei
geringen Umsitzen geeignet, was den generellen Einsatz dieser Methode limitiert. [5%:56]

3.2. Lebende freie radikalische Polymerisation (LFRP)

Einen direkten Zugang zu engverteilten Polymeren liefern die von Szwarcl’7l ent-
deckten, ,lebende* freie radikalische Polymerisationen (LFRP), in denen durch die
Wahl der Reaktionsbedingungen und den Zusatz spezieller Reagenzien der kinetische
Verlauf der Polymerisation kontrolliert wird. In lebenden Polymerisationen bleibt
das polymerisierende Kettenende aktiv, bis es kontrolliert terminiert wird. Eine
Grundvoraussetzung dafiir ist die Abwesenheit von Ubertragungs- und Abbruchreak-
tionen. Der entscheidende Vorteil von LFRP ist, dass Konstitution, Kettenaufbau
und Kettenldnge der Polymere mafigeschneidert konstruiert werden kénnen. Charak-
teristisch fiir Polymere nach einer LFRP ist die enge Molmassenverteilung, die sich in
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3.2. Lebende freie radikalische Polymerisation (LFRP)

niedrigen Polydispersitdten (PDI <1.5) widerspiegelt und mathematisch durch eine
Poisson-Verteilung beschrieben werden kann.[54l

Es existieren verschiedene Verfahren, der LFRP: i) Stable Free Radical Polyme-
rization (SFRP), bei der Nitroxyl-Radikale verwendet werden (TEMPO), ii) Atom
Transfer Radical Polymerization (ATRP), bei der Komplexe von Ubergangsmetallen
in Kombination mit Alkylhalogeniden eingesetzt werden und iii) Reversible Addition
Fragmentation Chain Transfer Polymerization (RAFT) unter Verwendung von Di-
und Trithioestern in Kombination mit einem Radikalstarter. Diese Verfahren sind
sogennante inifertervermittelte Polymerisationen. Iniferter sind Substanzen, die gleich-
zeitig als Initiator, transfer agent (Ketteniibertrager) und Terminierungagenz wirken
(Ini-fer-ter) und spielen eine entscheidende Rolle in lebenden Polymerisationen. 8!
Im Folgenden werden lediglich die HPMA-relevanten Verfahren ATRP und RAFT
diskutiert.

3.2.1. ATRP

Eine iibergangsmetallkatalysierte lebende radikalische Polymerisation ist die Atom
Transfer Radical Polymerization (ATRP), die im Jahr 1995 von M. Sawamoto und
von K. Matyjaszewski unabhingig voneinander entdeckt und beschrieben wurde. 5960
Das Herzstiick der Reaktion ist ein Ubergangsmetallkatalysator, der fiir das einheit-
liche Kettenwachstum und dementsprechend niedrige PDIs verantwortlich ist. Der
Katalysator sorgt dafiir, dass ein Gleichgewicht zwischen der aktiven wachsenden
Polymerkette und einer nicht-aktiven, sogenannten schlafenden Form der Polymer-
kette besteht. Das Gleichgewicht liegt bevorzugt auf Seite der inaktiven, stabileren
schlafenden Spezies, so dass die Konzentration wachsender Ketten gering ist und
Nebenreaktionen wie Abbruch- und Rekombinationsreaktionen minimiert werden. Als
Katalysatoren werden am haufigsten Kupfersalze aufgrund ihrer Redoxeigenschaften,
ihrer Affinitdt zu Halogeniden und ihrem Komplexierungsvermogen verwendet. Das
eingesetzte Cu(I)-Salz wird als Komplex mit bidentaten Stickstoff-Liganden eingesetzt,
die zum einen die Loslichkeit in organischen Losungsmitteln und zum anderen die
Position des Redoxgleichgewichts beeinflussen.

Initiierung: R-X + Cul, =— R + X-Cu

%+M kiw

Wachstum: R-M-X + Cully, =~——— R-M- + X-CulL,

P,—X + CUILX Py + X—CUHLX

+M
kp

 —

Abbildung 3.4.: Mechanismus der ATRP.[6]
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3. Poly(HPMA)

Der Initiierungsschritt einer ATRP ist eine Redoxreaktion zwischen einer Kupfer(I)-
Spezies als Katalysator und einem Alkylhalogenid RX als Initiator, bei der das
Halogen-Atom X auf das oxidierte Kupfer (X-Cu(II)-Ly) tibertragen und gleichzeitig
ein Alkylradikal (R-) ausgebildet wird. Das so erzeugte Radikal reagiert mit Monome-
ren und erzeugt eine wachsende Kette, die wiederum mit der Cu(II)-Spezies reagiert,
dabei die reduzierte Form des Katalysators regeneriert und selbst in die Form der
schlafenden Spezies iibergeht. Diese schnelle Redoxreaktion zwischen der wachsenden
Kette und der oxidierten Form des Katalysators ist verantwortlich fiir eine geringe
Radikalkonzentration wiahrend der Polymerisation und die Unterdriickung von Termi-
nierungsreaktionen (Abbildung 3.4). Das fertige Polymer zeichnet sich durch eine enge
Molmassenverteilung aus und eine ATRP-charakteristische Halogenfunktionalitt. (69

Matyjaszewski et al. konnten die ATRP auf eine Vielzahl von Monomeren in
Gegenwart diverser Funktionalitédten erfolgreich anwenden. Eine Ausnahme bilden
Methacrylamide und insbesondere das Monomer HPMA. Wang und Matyjaszewski
verwendeten fiir die Polymerisation von HPMA einen Cu-Komplex mit MegTREN
(Tris(2-dimethylaminoethyl)amin) und MCP (Methyl-2-chlorpropionat) (Abbildung

3.5).[61,62]
Cl . CuCl/MegTREN Cl
n
I 1/ 0)=0
Hs;CO (0]

o) HN HsCO HN
HO

HO

Abbildung 3.5.: ATRP-vermittelte Polymerisation von HPMA .161,62]

Das so gebildete poly(HPMA) zeichnete sich zwar durch einen geringen PDI (1.3)
aus, die Molmassen waren allerdings grofer als theoretisch berechnet und die Umsétze
waren auch nach langen Reaktionszeiten gering. In weiterfiihrenden Experimenten
wurden die geringen Umsétze mit der Inaktivierung des Katalysators begriindet, die
mechanistischen Hintergriinde sind allerdings nicht vollstéindig geklért.[62l

3.2.2. RAFT-Polymerisation

In einer typischen FRP ist die relativ hohe Radikaldichte fiir Abbruchreaktionen
verantwortlich und die daraus resultierende breite Molmassenverteilung. Es ist da-
her plausibel, dass in einer kontrolliert ablaufenden Polymerisation die wachsenden
Polymerketten nicht gleichzeitig aktiv sein diirfen. In einem RAFT-Prozess werden
reaktive Transfersubstanzen eingesetzt, die ein Gleichgewicht zwischen aktiven und in-
aktiven Polymerketten herstellen und so das Molekulargewicht und die Polydispersitat
einer konventionellen radikalischen Polymerisation kontrollieren. Als Iniferter werden
Dithioester, Dithiocarbamate, Xanthate oder Trithiocarbonate verwendet.[63:64] Ver-
gleichbar zur FRP werden die Radikale durch die Verwendung typischer thermisch
labiler Initiatoren generiert, die anschlieffend an Monomermolekiile addieren (Initia-
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3.2. Lebende freie radikalische Polymerisation (LFRP)

tion, Abbildung 3.6). Diese wachsenden Polymerkettenradikale (Py-) reagieren mit
der Kohlenstoff-Schwefel-Doppelbindung eines RAFT-Molekiils, bilden ein labiles
Intermediat 1, welches fragmentiert und dabei eine inaktivierte schlafende Form der
Polymerkette (2) und ein Radikal R-ausbildet (reversible Ketteniibertragung und
Wachstum), das wiederum eine neue wachsende Polymerkette (Py,-) initiiert (Reinitia-
tion). Die schlafende Kette 2 zeichnet sich wie das eingesetzte RAFT-Molekiil durch
eine Dithiocarbonatfunktionalitdt aus und ist dementsprechend selbst ein Ketteniiber-
trager. Es bildet sich ein Gleichgewicht zwischen wachsenden und schlafenden Ketten
aus, die in einer Serie von reversiblen Additions-, und Fragmentierungsschritten
involviert sind (Kettengleichgewicht und Wachstum).

Initiilerung:

M M

Initiator |+
ko

Py

Reversible Kettentibertragung / Wachstum:

- K
p: .S S-R _ Kaas _ P,—S._. _S-R B P—S.__S ; R-
" Y k-add Y k—B Y
ko
Reinitiierung:

M M M
R- 4> R-M- Y » M, p.
k; kp m

Kettengleichgewicht / Wachstum:

P s SYS_Pn Kagop _ P, -S_._S—P, K-addp Pm—s\fs . Ps

k
w 7 K-adap \Zr addP 2 w
2 k

ko

Abbruch:

K
Py + Pu —L~  totes Polymer

Abbildung 3.6.: Mechanismus der RAFT-vermittelten Polymerisation.%°]

Aus dem Mechanismus der RAFT-Polymerisation ergeben sich bestimmte Kriterien,
die fiir einen kontrollierten Ablauf erfiillt sein miissen: i) die Ketteniibertragung muss
schnell sein, ii) der Rest R muss eine gute homolytisch spaltbare Abgangsgruppe sein
und gleichzeitig eine neue Polymerisation initiieren kénnen und iii) die Anzahl an
Polymerketten muss wihrend der gesamten Polymerisation konstant bleiben.[66]

Fiir eine effiziente Ubertragung muss das gebildete Intermediat durch die Spaltung
der schwachen S-R Bindung fragmentieren. Ist dieser Schritt zu langsam, wird zum
einen die Polymerisation gebremst und das Intermediat fragmentiert zu den Aus-
gangsprodukten. Zum anderen steigt durch die hohere Lebensdauer freier Radikale
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3. Poly(HPMA)

die Wahrscheinlichkeit von Nebenreaktionen durch Rekombination. Der Rest R muss
daher sowohl eine bessere Abgangsgruppe sein als die oligomere Polymerkette, als
auch effizient eine neue wachsende Polymerkette reinitiieren. Der Rest Z dagegen
verdandert die Reaktivitat des RAFT-Molekiils und beeinflusst die Additions-, und
Fragmentierungsgeschwindigkeiten. Fiir eine gute RAFT-Effizienz miissen die Reste Z
und R passend zu den Monomer-, bzw. Oligomerreaktivitéten ausgewéhlt werden. %)

Fiir eine kontrolliert ablaufende Reaktion ist es wichtig, dass die Anzahl wachsender
Ketten konstant ist. Das setzt voraus, dass das Wachstum fiir alle Ketten gleichzeitig
startet und so eine einheitliche Kettenlange gewahrleistet ist. Vorausgesetzt, dass alle
RAFT-Molekiile jeweils eine schlafende Polymerkette ergeben, ist die Anzahl bzw. die
Konzentration gestarteter Polymerketten identisch mit der Anfangskonzentration der
RAFT-Substanz ([RAFT|p). Am Ende der Polymerisation kann die Konzentration
der Polymerketten durch Gleichung 3.1 beschrieben werden:

[Polymerkette] = [RAFT] +2- f - ([I] — [I]o) (3.1)

Die Gesamtkettenkonzentration [Polymerketten| ist die Summe aus der Konzentra-
tion schlafender Polymerketten ([RAFT]), die der Anfangskonzentration [RAFT]y
entspricht, und der Anzahl der Ketten, die durch den Radikalstarter selbst initiiert
worden sind (|I|-[I]p). Die Initiatoreffizienz wird durch den Faktor f beschrieben. Aus
dieser Gleichung wird ersichtlich, dass eine konstante Kettenanzahl gewéhrleistet
werden kann, wenn der Initiatorbeitrag vernachlassigbar klein ist. Dementsprechend
sollte die in einer RAFT-Polymerisation eingesetzte Initiatorkonzentration deutlich
kleiner als die RAFT-Konzentration (typischerweise: |Initiator|/[RAFT] = 1:5) sein.

Charakteristisch fiir die aus einer RAFT-Polymerisation stammenden Polymere
ist das Vorhandensein einer Dithio-, bzw. Trithiofunktionalitit. Das endgiiltige End-
produkt ist nichts anderes als die schlafende Form einer Polymerkette, die durch die
erneute Zugabe eines Radikalstarters und eines neuen Monomers weiter umgesetzt
werden kann. Die RAFT-Polymerisation bietet so einen Zugang zu mafigeschneiderten
Polymerarchitekturen, wie z. B. Diblock-, und Triblockcopolymeren.

RAFT-Polymerisation von HPMA

Die erste direkte kontrollierte Polymerisation von HPMA unter RAFT-Bedingungen
und im wissrigen Milieu haben Scales et al. im Jahr 2005 etabliert.[”l Die RAFT-
Polymerisation von HPMA wurde mit 4-Cyanopentanséuredithiobenzoat (CTP) (3)
als RAFT-Reagenz und 4,4’-Azobis(4-cyanopentansidure) (ACPA) als Initiator durch-
gefithrt. Um das Hydrolyserisiko der Dithioester zu minimieren, erfolgte die Reaktion
im Acetat-Puffer bei einem pH-Wert von 5.2. Der lebende Charakter der Polyme-
risation wurde in einer ,quasi“-Blockpolymerisation bewiesen, indem poly(HPMA)
als Makro-CTA in einer weiteren Polymerisation von HPMA eingesetzt wurde und
das entsprechende Diblockcopolymer poly(HPMA-b-HPMA) ergab. Kurze Zeit spéter
konnten Scales et al. mit diesen Polymerisationsbedingungen ein Blockcopolymer
aus HPMA und N-[3-(dimethylamino)propyl|methacrylamid (DMAPMA) darstel-
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3.2. Lebende freie radikalische Polymerisation (LFRP)

(0]
3, ACPA S
(0] HO
Acetat-Puffer n 3

HN (PH 5.2), 70°C HN S0

HO‘{ HO\H
N I
CTP: HOOC™ (T SJK@
3

CN
ACPA: HOOC/\’\%\ N*,N\(\/COOH

Abbildung 3.7.: Mechanismus der RAFT-vermittelten Polymerisation von HPMA.16%]

len und in Komplexierungs-, und Freisetzungsexperimenten mit siRNA erfolgreich

anwenden. 6871l

Seit diesen Pionierarbeiten wurde das RAFT-Reagenz CTP (3) fiir etliche Copoly-
merisationen von HPMA verwendet. Jia et al. haben beispielsweise unter Verwendung
von CTP (3) und AIBN ein amphiphiles Blockcopolymer bestehend aus HPMA und
2-(2-Pyridyldisulfid)ethylmethacrylat (PDSM) dargestellt. Die Redoxeigenschaften
der PDS-Gruppe des poly(PDSM)-Blocks wurden zur Doxorubicin-Konjugation und
zum Crosslinking der sich ausbildenden Mizellen verwendet.™!

Pan et al. haben CTP (3) in ein bifunktionales peptidisches RAFT-Reagenz iiber-
fiihrt, welches eine enzymatisch spaltbare Peptidsequenz aufwies. Die anschliefiende
Polymerisation von HPMA in Gegenwart des Peptid-CTP lieferte einen Zugang zu
abbaubaren Multiblock-HPMA-Polymeren.[™ Abgesehen von CTP (3) wurden fol-
gende RAFT-Substanzen in der Homo-, und Copolymerisation von HPMA verwendet
verwendet (Abbildung 3.8): 4-Cyano-4-(ethylsulfonylthio carbonyl)sulfanylpentan-
siure (CETP),[™ 5 5"-Bis(a, o’-dimethyl-a™essigsiure)trithiocarbonat (BDAT)[™!
und 2-Cyanoisopropyldithiobenzoat (CIDB).[76]

LK I I
~ AAA K
HOOC™ ¢ 8 S HOOC ° S GOoH NG °
CETP BDAT CIDB

Abbildung 3.8.: Bisher verwendete CTAs zur RAFT-vermittelten Polymerisation von
HPMA.
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3. Poly(HPMA)

RAFT-Abspaltung

Die im Polymerprodukt verbliebene RAFT-Gruppe am w-Ende einer Polymerket-
te stellt eine reaktive Funktionalitdt dar, die fiir den weiteren Aufbau polymerer
Strukturen niitzlich sein kann. Fiir die Verwendung des eigentlichen Endproduktes
kann die labile C-S Bindung allerdings von Nachteil sein. Die RAFT-Funktionalitit
kann entweder restlos entfernt oder in eine funktionelle Gruppe iiberfiihrt werden, die
fiir postpolymere Modifikationen genutzt werden kann. Dementsprechend existieren
diverse Moglichkeiten der RAFT-Abspaltung. Zu den am héufigsten verwendeten
Methoden gehdren die thermische Eliminierung,|”” die radikalinduzierte Reduktion
mit!™7! oder ohne H-Atom Donorl® oder die Reaktion mit einem Nukleophill®!!
(Abbildung 3.9). Die thermische Eliminierung generiert eine endstédndige Doppelbin-

Abbildung 3.9.: Methoden zur Entfernung der RAFT-Gruppe.[39-82]

dung, die fiir weitere postpolymere Modifikationen genutzt werden kann. Allerdings
miissen das Polymer bzw. die Ligand-Polymerkonjugate unter den Bedingungen der
Thermolyse stabil genug sein. Bei der Reaktion mit Nukleophilen wie Aminen, 83!
Hydroxiden®*®®! oder ionischen Reduktionsmitteln wie Borhydriden!®! wird die
Thiocarbonylthio-Gruppe in ein freies Thiol iiberfiihrt, welches in Kupplungsreaktio-
nen wie z. B. Michael-Addition und Disulfidbildung reagieren und fiir postpolymere
Kupplung von Proteinen®" oder Fluoreszenzfarbstoffen!l genutzt werden kann.
Im Gegensatz dazu wird bei der radikalischen Kreuzkupplung mit einem Uberschuss
eines beispielsweise Azo-Initiators die RAFT-Gruppe vollstdndig aus der Polymerkette
entfernt und das RAFT-Reagenz wiederhergestellt.[38] Bei diesem Prozess kann auf die
sonst notwendige Verwendung von Tributylzinn als H-Donor verzichtet werden, dessen
toxischen Riickstéinde im Produkt problematisch sind.["%%9 Andere H-Donoren, die al-
ternativ zu Tributylzinn eingesetzt wurden, wie Silane oder 2-Propanol waren weniger
effektiv und fiihrten oftmals zu Nebenreaktionen. Eine weitere Alternative sind die
von Cong et al. verwendeten Hypophosphit-Salze, wie z. B. N-Ethylpiperidin Hypo-
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3.3. Synthesemethoden zur Darstellung von Ligand-HPMA-Konjugaten

phosphit (EPHP) als H-Donor, die erfolgreich zur Entfernung von Trithiocarbonaten

und Dithioestern in Polymeren eingesetzt wurde.!80)

3.3. Synthesemethoden zur Darstellung von
Ligand-HPMA-Konjugaten

Aus der Menge der bisher verdffentlichten Ligand-Polymerkonjugate sowohl basie-
rend auf HPMA als auch auf anderen polymeren Systemen kristallisieren sich zwei
grundsétzliche Strategien zur Darstellung der Konjugate heraus: i) Einfithrung der
Liganden wéhrend des Polymerisationsprozesses und ii) Einfithrung der Liganden in
polymeranalogen? Reaktionen. !

i) Bei Verwendung der ersten Strategie werden die bioaktiven Molekiile durch Meth-
acrylieren in Monomere {iberfiihrt und anschliefsend mit den nicht-funktionlisierten
Monomeren copolymerisiert. Whitesides hat diese Methode zur Darstellung von
Sialinséure-Polymerkonjugaten als Hemagglutinin-Inhibitoren angewandt.[9]

HPMA-Copolymere mit methacrylierten Peptiden wurden beispielsweise von John-
son et al. als DDS fiir Nucleinséuren synthetisiert.["2l Wu et al. haben HPMA-
Peptid-Copolymere mit methacrylierten Peptiden generiert, die eine Coiled-Coil
Konformation ausbilden und anschliefend die Selbstassoziation der Konjugate zum
Hydrogel untersucht.[®3l Den Einfluss methacrylierter Coiled-Coil Peptid-Derivate auf
den Copolymerisationsverlauf mit HPMA haben Apostolovic et al. untersucht. Sie
haben einen signifikanten Unterschied in der Reaktivitit der Monomere festgestellt,
der einen Versatz in der Monomerzusammensetzung im Endprodukt nach sich ziehen
kann.[90:94]

Ein Vorteil dieser Strategie ist, dass die gewiinschten bioaktiven Polymere direkt
aus dem Polymerisationsprozess erhalten werden. Von Nachteil ist allerdings, dass die
dafiir eingesetzten Liganden vor jeder Polymerisation durch eine Methacrylatgruppe
in das entsprechende Monomer iiberfithrt werden miissen. Die der Polymerisation
vorausgehende Monomersynthese bedeutet zusitzlichen synthetischen Aufwand und
ldsst wenig Spielraum fiir Variationen. Dariiber hinaus kann eine Mischung aus
Monomeren, die sich stark in ihrer Gréfe und physikalisch-chemischen Eigenschaften
unterscheiden zu Inhomogenitéiten im finalen Polymer fithren.!%

ii) Polymerkonjugate kénnen dariiber hinaus durch Aktivierung des Polymerriick-
rats und einem anschlieffenden polymeranalogen Konjugationsschritt generiert werden.
Huynh et al. haben diese Methode fiir die Derivatisierung von Dextran durch Carboxy-
methylierung etabliert. Der nachgelagerte Kupplungsschritt bietet einen modularen
Zugang zu diversen Ligand-Polymerkonjugaten. Allerdings ist diese Methode nur
eingeschrénkt einsetzbar, da das Polymerriickrat der typischerweise verwendeten
biokompatiblen Polymere wie poly(HPMA) nicht problemlos modifiziert werden kann.
Dieses Problem wird gelost, wenn das Prinzip der polymeranalogen Reaktionen mit
entsprechend funktionalisierten Copolymeren realisiert wird. Reaktive Monomere

2chemische Modifikation von Polymeren unter Erhalt des Polymerisationsgrades[54]
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3. Poly(HPMA)

werden mit nicht-funktionalisierten Monomeren copolymerisiert und resultieren in
biokompatiblen Polymeren mit fiir postpolymeren Reaktionen geeigneten Funktiona-
litdten. Dieser modulare Zugang ist nicht nur variabel bezogen auf die Auswahl der
Liganden, sondern ist zudem flexibel bezogen auf die Art der Aktivierung und die
Beladungsdichte mit Liganden.

Im Hinblick auf HPMA-basierte Konjugate wurde diese Methode vielfach von
Kopedek und seinen Kollegen angewandt. 16951001 Bereits Ende der 1970er setzte er
reaktive HPMA-Copolymere mit N-methacrylierten p-Nitrophenylestern zur postpo-
lymeren Konjugation von Aminenl®3 ein und spater zur Kupplung eines Antikorpers
an ein HPMA-Copolymer-Aminopropylgeladanamycin-Konjugat.!101!

Succinimidaktivierte HPMA-Copolymere wurden durch Copolymerisation von
HPMA mit N-Methacryloyloxysuccinimid generiert.!'?] Die anschlieRende Kupplung
eines Peptids iiber die e-Aminogruppe eines Lysin lieferte einen polyvalenten Inhibitor
von Anthrax-Toxin, der eine deutlich hohere Cytotoxizitat aufwies, als das monovalente
Peptid.[7®l

Die Gruppe von Zentel beschrénkte die polymeranaloge Reaktion nicht nur auf die
Einfiihrung bioaktiver Liganden, sondern generierte multifunktionelle Copolymere
ausgehend von einem Vorlduferaktivesterpolymer. Ausgehend von poly(Pentafluor-
phenylmethacrylat) wurden HPMA-basierte Copolymere nach Umsetzung des Akti-
vesters mit 2-Hydroxypropylamin fir den HPMA-Anteil und dem entsprechenden
Liganden erhalten.[103:104]

In polymeranalogen Reaktionen werden Aktivester mit verschiedenen Nukleophilen
meist in trockenen organischen Losungsmitteln umgesetzt. Fiir die Kupplung von
Peptiden oder sogar Peptidmischungen wird ein aktiviertes HPMA-Copolymer be-
notigt, welches die Einfiihrung ungeschiitzter Peptide und/oder nicht-peptidischer
Substanzen unter milden und moéglichst wéssrigen Bedingungen erméglicht.

3.3.1. Polymeranaloge Reaktionen - Ligationsmethoden

Die Einfiihrung peptidischer und nicht-peptidischer Liganden in polymeranalogen
Reaktionen erfolgt meist durch Addition eines Nukleophils an aktivierte HPMA-
Copolymere unter typischen organisch-chemischen Bedingungen (trockene, organische
Losungsmittel). Fiir die Kupplung von Peptiden oder sogar Peptidmischungen wird
ein aktiviertes HPMA-Copolymer benétigt, welches die Einfiihrung ungeschiitzter
Peptide und/oder nicht-peptidischer Substanzen unter milden und moglichst wéss-
rigen Bedingungen ermoglicht. Diverse chemische Ligationstechniken erfiillen diese
Voraussetzungen und wurden bereits fiir die Synthese von Peptid-Polymerkonjugaten
eingesetzt.

Die dipolare Cycloaddition von Alkinen und Aziden, die sogenannte Click-Reaktion
ist hoch chemoselektiv, deren Anwendung bendtigt allerdings den Einsatz eines
Kupfer(I)-Katalysators, der aufgrund seiner Bioinkompatibilitdt anschliefend wieder
restlos entfernt werden muss.10%-106]

Eine vielfach eingesetzt Ligationsmethode zur Biokonjugation ist die Thiol-Maleimid-
Kupplung, mit der die freien Thiolgruppen an Polyglycerolen in einer Michael-Addition
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3.3. Synthesemethoden zur Darstellung von Ligand-HPMA-Konjugaten
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Abbildung 3.10.: Click-Chemie zur Darstellung von Peptid-Polyesterkonjugaten. 9%l

mit maleimidhaltigen Wirkstoffen funktionalisiert wurden.'%7l Fiir den umgekehr-
ten Fall allerdings muss bei der Einfiihrung von Maleimidfunktionalitdten in ein
Copolymer die Maleimidgruppe wihrend der eigentlichen Polymerisation geschiitzt
vorliegen, um Nebenreaktionen wie die Michael-Addition bei einer Ring-Offnungs-
Polymerisation oder unkontrollierte Abbruchreaktionen bei radikalischen Polymeri-
sationen zu vermeiden.[19%:109 Die Thiol-Maleimid-Kupplung gilt als sehr effektiv,

O O
S ‘i IOWPF
N @) Br @ ON OJ 3 O(\/O\)Es
b)

A S O o}
ptamer— o
N—Polymer A | N—/_ Wfr
o
(0] e} O’f\/o\és
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a) Cu(l)Br/N-(ethyl)-2-pyridylmethanimin/(methoxyPEG1100)methacrylat, Toluol, 50°C;
b) Toluol reflux, 6 h; ¢) immobilisiertes TCEP, Ammoniumformiat, Puffer pH 4, 37 °C.

Abbildung 3.11.: Thiol-Maleimid-Konjugation eines Aptamers.[109!

verlauft jedoch nicht selektiv in Gegenwart von unterschiedlichen freien Thiolen.
Die einzelnen Vorteile der bisher genannten Ligationsmethoden werden in der von
Dawson und Kent entwickelten Nativen Chemischen Ligation (NCL) vereint.['1!
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3. Poly(HPMA)

Urspriinglich wurde die NCL zur Darstellung von Proteinen durch kovalente Verkniip-
fung zweier ungeschiitzter Peptidsegmente durchgefiihrt, die mit einem N-terminalen
Cystein und einem C-terminalen Thioester ausgestattet sind. Dabei bildet sich in
dieser thioestervermittelten Reaktion eine native Peptidbindung zwischen den beiden
legierten Peptidfragmenten aus.[111:112]

Die essentiellen Schritte der NCL sind die reversible Bildung eines thioesterver-
kniipften Produktes, welches durch einen intramolekularen nukleophilen Angriff des
freien Amins zum gewiinschten amidverkniipften Produkt irreversibel umlagert. Die
Reversibilitat des vorgelagerten Thiol-Thioester-Austausches garantiert die Chemose-
lektivitdt der NCL auch in Anwesenheit interner Cysteine, bei denen die irreversible
Umlagerung nicht stattfinden kann. Dieser Austausch wird durch die Zugabe entspre-
chender Thiol-Katalysatoren unterstiitzt, die unreaktive Alkylthioester in reaktivere
Thioester iiberfiihren (Abbildung 3.12).[1'2113] Die NCL-Reaktion zeichnet sich durch
ihre Chemoselektivitét, die Moglichkeit ungeschiitzte Peptide einzusetzen, die milden
wassrigen Reaktionsbedingungen, gute Ausbeuten und die Ausbildung einer nativen
Bindung aus.[''3] Die Anwendung der NCL-Reaktion blieb seit ihrer Entwicklung

H @) pH 7 H\)OJ\
N —_ N
Peptid1 \;/H\SRQ R3.SH Peptid1” Y~ "SR®
R R!

O

pH 7 HS/\%J\Peptid2

NH3
HS 1
H Q ?Q \
N Peptid2
Peptid1” \)]\N eptid ‘ H ( ‘\
fH o)
R 0 HoN
R' = H, Aminosaurenseitenketten
R2 = Alky
RS = Ph, Bn, (4-Carboxymethyl)phenyl

Abbildung 3.12.: Mechanismus der NCL-Reaktion. '3l

nicht nur auf die Synthese von Proteinen beschréankt. In der Gruppe von Meijer wurde
die NCL als generelle Synthesestrategie zur Darstellung multivalenter Peptid- und
Protein-Dendrimere auf Basis von Poly(propylenimin) beschrieben. Dabei wurden
cysteinfunktionalisierte Dendrimere mit thioesterfunktionalisierten Peptiden und Pro-
teinen beladen.['* Diese Strategie haben sie ebenfalls zur Darstellung multivalenter
peptidbasierter Dendrimere verfolgt, die durch die Ligation zweier unterschiedlich
ausgestatteter poly(Lysin) Dendrone entstanden sind. 1119l
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4. Zielsetzung

Die Native Chemische Ligation wurde vor allem fiir die Darstellung zahlreicher
biologisch aktiver Proteine verwendet. Das Potential dieser chemoselektiven Synthe-
sestrategie wurde inzwischen auch auf dem Gebiet der Biokonjugation erkannt.!13]

Brock und Rademann haben bereits gezeigt, dass thioesterfunktionalisierte Copo-
lymere in situ aus p-nitrophenylesteraktiviertem HPMA-Copolymer generiert und
anschlieRend mit vollsténdig entschiitzten Peptiden umgesetzt werden konnen.[116:117]
Bei dieser mehrstufigen polymeranalogen Reaktion muss ausgehend von dem Aktives-
ter poly(HPMA-co-methacrylat-Gly-Gly-p-nitrophenylester) der fiir die NCL benotig-
te Thioester in einer vorgeschalteten Umesterung mit Thiolen unter nicht-wéssrigen
Bedingungen erzeugt werden. Dariiber hinaus ist bzw. war das inzwischen nicht
mehr kommerziell erhéltliche Ausgangspolymer aufgrund seiner reaktiven Aktiv-
estergruppen nicht lagerstabil und liefs sich aufgrund der vorgegebenen Beladung
nicht flexibel auf spezifische Fragestellungen anpassen. Es ist daher von groftem
Interesse, biokompatible thioesterfunktionalisierte HPMA-Copolymere zu entwickeln,
die als generell anwendbares Biomaterial einen schnellen und flexiblen Zugang zu
Peptid-Polymerkonjugaten bieten.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war, die Synthese thioesterfunktionalisierter
Monomere und die sich anschliefende Copolymerisation mit HPMA zu etablieren (Ab-
bildung 4.1). Engverteilte und genau definierte Polymere sind essentiell fiir weiterfiih-
rende Anwendungen im medizinischen Bereich. Dementsprechend sollte angelehnt an
die Arbeiten von Scales et al. die RAFT-Polymerisation als eine Methode der lebenden
radikalischen Polymerisationen fiir die Darstellung der Thioester-HPMA-Copolymere
etabliert werden.!57] Die einfache Handhabung der Thioester-HPMA-Copolymere und

(@]
HZN _ Initiator
Y]\ R1
io

HN
- OH, OSu, Opfp 0:<
HO

o . 3 SR3
R< = Linker, R° = Rest

Abbildung 4.1.: Syntheseplan zur Darstellung von Thioester-HPMA Copolymeren.
der flexible und schnelle Zugang zu mafigeschneiderten Ligand-HPMA-Konjugaten

sollte in der Anwendung des HPMA-Polymers bei der Beantwortung unterschiedlicher
biochemischer Fragestellungen veranschaulicht werden.
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4. Zielsetzung

Fiir die vorliegende Arbeit ergaben sich fiir die Anwendung peptidischer Ligand-
HPMA-Konjugate die folgenden vier Projekte:

e Projekt A:
Studien zur zelluldren Aufnahme von poly(HPMA) in Abhéngigkeit der Ober-
flichenladung

e Projekt B:
In vivo-Studien poly(HPMA)-gebundener MMP-11-Substrate zur Fritherken-
nung von Pankreaskrebs

e Projekt C:
Photoinduzierte Freisetzung poly(HPMA)-gebundener, amyloidogener Peptide
in Neuroblastomzellen

e Projekt D:
Untersuchung der multivalenten Interaktion von PRS-Liganden mit Tandem
WW-Doménen in Abhéngigkeit von der Struktur des polymeren Trégers
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5. HPMA-Thioester-Copolymere

Thioesterfunktionalisierte Copolymere auf Basis von HPMA stellen einen flexiblen und
variablen Zugang zu Ligand-Polymerkonjugaten dar. Die Einfiihrung der Liganden
erfolgt in einer NCL-Reaktion als eine sehr milde und chemoselektive polymeranaloge
Reaktion. Ein HPMA-Thioester-Copolymer muss dabei bestimmten Anforderungen
gerecht werden wie der Loslichkeit und Stabilitét unter physiologischen Bedingungen
aber auch einer guten Reaktivitét in einer NCL-Reaktion.

5.1. Entwicklung des monomeren Bausteins

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften des Copolymers werden im We-
sentlichen durch die Beschaffenheit des neben HPMA eingesetzten methacrylierten
Thioesters bestimmt. Bei dessen Entwicklung standen daher die an das Endprodukt
gestellten Anforderungen im Vordergrund.

Typischerweise werden in NCL-Reaktionen Alkylthioester verwendet. Sie sind zwar
generell weniger reaktiv als Arylthioester, aber dafiir stabiler und daher leichter zu
handhaben. Um trotzdem einen schnellen Thiol-Thioester Austausch als ersten Schritt
der NCL zu gewihrleisten, werden Arylthiole als Katalysatoren zugegeben.[118:119]
Fir die Monomerentwicklung wurde daher ein Benzylthioester gewéhlt, der aufgrund
seiner moderaten Reaktivitét dafiir sorgt, dass das Endprodukt sowohl lagerstabil als
auch reaktiv gegeniiber Cysteinen in einer NCL-Reaktion ist.

Fiir die radikalische Polymerisation als Methode zur Darstellung des Thioester-
HPMA Copolymers musste der Benzylthioester mit einer Methacrylfunktionalitét
ausgestattet werden. Dafiir konnte die Thioestergruppe entweder i) direkt metha-
cryliert werden oder ii) iiber einen Alkyllinker mit der Methacrylgruppe versehen
werden. In einer Wiederholungseinheit im Polymer wére im erstgenannten Fall der
Thioester unmittelbar am Polymerriickrat lokalisiert, so dass das C,-Kohlenstoffatom
benachbart zum Thioester ein quartdres C-Atom, wihrend es im zweitgenannten Fall
ein sekundéres Kohlenstoffatom wire.

Detaillierte Untersuchungen von Dawson an Modellpeptiden haben gezeigt, dass
die Reaktivitdt des Thioesters in einer NCL-Reaktion, neben der Beschaffenheit des
Thioesters selbst, von seiner direkten chemischen Nachbarschaft stark beeinflusst
wird.[119:120] Dje schnellsten Umsitze in einer NCL-Reaktion wurden fiir Glycin
beobachtet. Sterisch gehinderte Thioester fiihrten dagegen zu einer deutlichen Ver-
langsamung der Reaktion. Mit Prolin und Aminosduren mit Verzweigungen in den
Seitenketten wie Valin und Isoleucin wurden trotz langer Reaktionszeiten keine
quantitativen Umsétze erreicht.
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Abbildung 5.1.: Chemische Umgebung des Benzylthioester-Restes.

Im Gegensatz zu einem direkt methacrylierten Benzylthioester ist in den Modell-
peptiden von Dawson das C,-Atom des C-terminalen Thioesterpeptids entweder
ein tertidres oder im Fall von Glycin als Nachbarn ein sekundéres Kohlenstoffatom.
Dawsons Untersuchungen zur Reaktivitat der Thioester legten nahe, dass die sterische
Abschirmung des Thioesters in Nachbarschaft zu einem quartdren C-Atom seine
NCL-Reaktivitéit negativ beeinflusst. Aufgrund dessen wurde ein Monomer konzipiert,
dessen Reaktivitéit durch die Einfiihrung eines 8-Alaninlinkers zwischen Methacryl-
und Benzylthioesterfunktionalitét gewéhrleistet war (Abbildung 5.1).

5.2. Monomersynthese

Zur Darstellung des Monomers N-Methacryloyl-S-alaninyl-S-benzylthioester (NMAS)
(4) wurden zwei unterschiedliche Syntheserouten verfolgt (Abbildung 5.2):

a) Methacrylierung von S-Alanin mit anschliefender Thioveresterungl5?!

b) Thioveresterung von Boc-f-alanin mit anschliefender Methacrylierung!!2!l

Syntheseweg a)

[B-Alanin wurde unter Schotten-Baumann Bedingungen mit Methacryloylchlorid umge-
setzt (Abbildung 5.3).1°2:122 Bei dieser nach C. Schotten und E. Baumann benannten
Methode werden Nukleophile wie Amine, Alkohole oder Phenole mit Carbonséure-
chloriden in Gegenwart wéssriger Alkalihydroxid-Losungen umgesetzt, die die bei der
Acylierung freiwerdende Saure neutralisieren. Das gewiinschte Produkt (5) konnte
zwar isoliert werden, die Ausbeute betrug allerdings nur 25%. Das methacryloy-
lierte B-Alanin 5 wurde im n#chsten Schritt in einer Testreaktion mit Ethanthiol
in Gegenwart von DCC und katalytischen Mengen an DMAP zum entsprechenden
Thioestermonomer 6 verestert. Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung wurde jedoch lediglich ein Gemisch aus Produkt und Michael-Addukt
isoliert.
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5. HPMA-Thioester-Copolymere

X = OH, Aktivester

Abbildung 5.2.: Retrosynthese zur Monomerdarstellung: a) Schotten-Baumann Reaktion
und anschliefende Thioveresterung, b) Thioveresterung mit anschliefender

Methacrylierung.
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Abbildung 5.3.: Syntheseroute a) Schotten-Baumann Reaktion mit anschliefender
Thioveresterung.

Syntheseweg b)

Im zweiten Syntheseweg wurde N-Boc-geschiitztes S-Alanin zunéchst zum entspre-
chenden Thioester umgesetzt. Im Anschlufs an die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
mit TFA/H20 wurde das freie Amin des Thioesters 7 mit Methacrylsdure und DCC
zum gewlinschten Produkt 4 umgesetzt und nach sdulenchromatographischer Rei-
nigung in moderater Ausbeute (48 %) erhalten (Abbildung 5.4). Nicht umgesetztes
Edukt konnte dabei vollstdndig zuriick gewonnen werden.

Die Ausbeute des Methacrylierungsschrittes konnte erhéht werden, indem statt
einer in situ Aktivierung der Methacrylsiaure ihre Aktivesterderivate N-Methacryl-
oxysuccinimid (9) oder Pentafluorphenylmethacrylat (10) mit 8 umgesetzt wurden.
N-Methacryloxysuccinimid (9) wurde durch Umsetzung des Methacryloylchlorids
mit N-Hydroxysuccinimid dargestellt, wahrend fiir die Darstellung der pentafluor-
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5.2. Monomersynthese

phenolaktivierten Methacrylsdure (10) das Methacryloylchlorid entsprechend mit
Pentafluorphenol umgesetzt wurde (Abbildung 5.5).[1037104’123] In der anschliefsen-

0 1.3 Ag. BnSH, 1 Aq. DCC, 0
kat. DMAP, DCM, 0 °C bis RT
BOCHN/\)J\OH 84 9 - BOCHN/\)J\S/\©
° 7

1) TFA/H,0 = 95:5
o) 2) 1.1 Ag. DCC,

0 0 a
1.1 Aq. HOBt
OH :
YJ\N/\)I\S/\Q ﬁ)\ DCM, 0 °C bis RT
H 50 %
4
Abbildung 5.4.: Syntheseroute b) Darstellung des Monomers NMAS (4).

OH

o)
. \ _N
1.2 Ag. TEA, 74% O
9 o)

1.0 Aq 2,6- Lutldln 32% % j@[

Abbildung 5.5.: Darstellung der Aktivester der Methacrylséure.

0]

N

den Umsetzung des Aktivesters 9 mit dem thioesterfunktionalisierten $-Alanin 8
konnte die Ausbeute marginal von 48 auf 56 % gesteigert werden. Eine deutliche
Verbesserung der Ausbeute auf 76 % lieferte hingegen die Umsetzung des Amins mit
Pentafluorphenylmethacrylat 10.

In der zweiten Syntheseroute wurde durch die gednderte Reihenfolge der Thio-
veresterung und des Methacrylierens die Michael-Addition als Konkurrenzreaktion
umgangen, was die Isolierung des Monomers NMAS (4) vereinfachte und durch den
Einsatz aktivierter Methacrylsduren in besseren Ausbeuten resultierte.

5.2.1. Reaktivitat des Thioesters in einer NCL-Reaktion

Vor der eigentlichen Copolymerisation mit HPMA wurde die Reaktivitdt des mono-
meren Thioesters in einer NCL-Testreaktion untersucht. Als représentatives Fragment
des NMAS Monomers 4 wurde die thioesterfunktionalisierte Zwischenstufe 8 mit
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5. HPMA-Thioester-Copolymere

ungeschiitztem Cystein im Phosphatpuffer (100 mM, pH 7.4) umgesetzt (Abbildung

5.6). Das bei der NCL-Reaktion gebildete L

o) o)
FQN/\\/JKSBn + Hs/\j/ﬂ\OH
NH,
8

igationsprodukt 11 konnte in LC-ToF-

-HSBn

H O
N Ao

11 SH

HoN
\/\([)(

Abbildung 5.6.: NCL-Testreaktion des Thioesterfragments 8.

Messungen bei einer Retentionszeit von tg = 0.43min (CgHy3N203S [M+H]": 193.06,
A 0.05 ppm) nachgewiesen werden. Die UV-Spur wies auferdem einen Peak bei ty
= 2.5min auf, der der Abgangsgruppe Benzylmercaptan zugeordnet werden konnte.

Die NCL-Testreaktion zwischen Fragment 8

und Cystein wurde dariiber hinaus in

einem Gemisch aus DMSO und Phosphatpuffer (DMSO /Puffer 4:1) und Dioxan und
Phosphatpuffer (Dioxan/Puffer 2:1) erfolgreich durchgefiihrt. Unter allen genannten
Bedingungen war das Benzylthioesterfragment so reaktiv, dass die NCL-Reaktionen
auch ohne den Zusatz von Thiolen als Katalysatoren ablief.
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Abbildung 5.7.: LC-ToF der NCL-Reaktion

zwischen Fragment 8 und Cystein,

oben) UV-Chromatogramm 254 nm, unten) Fragmentscan eines ESI-

Massenspektrums.
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5.2. Monomersynthese

5.2.2. Stabilitdt des Thioesters unter radikalischen Bedingungen

Neben der fiir die Ligationsreaktion bendtigten Reaktivitéat ist die Stabilitdt der
S-Benzylthioester unter radikalischen Bedingungen eine wichtige Grundvorausset-
zung fiir die Anwendung des Thioesterbausteins 4 als Monomer. Fragment 8 wurde
daher in Anwesenheit von A) 0.5 Aq. 2,2’-Azoisobutyronitril (AIBN) als typischen
Radikalstarter und B) 1.5 Aq. RAFT-Reagenz 12 und AIBN (RAFT/AIBN 5:1) in
einem entgasten Losungsmittelgemisch aus Dioxan und Methanol (Dioxan/MeOH
3:1) bei 60 °C erhitzt (Abbildung 5.8).

A) 0.5 Ag. AIBN
i ?
HQN/\)J\S/Bn .
8
B) 1.5 Aq. RAFT 12, 0.3 Ag. AIBN
CN
RAFT 12 = HOOCWSTS\CQH%, AIBN = ﬁ/N“N)V

CN S CN

Abbildung 5.8.: Stabilitdt des Thioesterfragments 8 unter A) FRP- und B) RAFT-
Bedingungen.

Die Reaktion wurde in bestimmten Zeitabsténden chromatographisch (LC-ToF) ver-
folgt, wobei zur Bestimmung der Stabilitét die Peakflachen der detektierten UV-Peaks
des Naphthalens als internen Standard und des Thioesters ins Verhéltnis gesetzt wur-
den (Abbildung 5.9). Die nach 1, 6 und 22 Stunden gemessenen Naphthalen/Fragment

Z
©

)

150+ 257 Thioester Naphthalen — 16h
Thioester Naphthalen Tt a0 \ / — start
. — 6h . 204 RAFT
3 j — 1h =) N
E 1004 — start E 154
B :
g g 10
2 sof g
£ £ gl
T T 1 0 T T T
2.5 3.0 3.5 2.5 3.0 3.5
tr (min) tr (min)

Abbildung 5.9.: Chromatographische Bestimmung der Stabilitiat des Thioesterfragments 8
unter A) FRP- und B) RAFT-Bedingungen.

8-Verhéltnisse wurden mit der zum Startzeitpunkt bestimmten Zusammensetzung
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5. HPMA-Thioester-Copolymere

der Reaktionsmischung bzw. dem Ausgangsverhéltnis von internem Standard und
Fragment 8 verglichen. Dabei wurde gezeigt, dass der Thioester 8 sowohl unter A)
FRP-Bedingungen als auch B) RAFT-Bedingungen iiber einen Zeitraum von 16 bzw.
22 h stabil bleibt. Es wurde lediglich eine Intensitédtsabnahme fiir das UV-Signal des
RAFT-Reagenzes beobachtet (Abbildung 5.9).

Das Thioesterfragment 8 hat sich in NCL-Testreaktionen als reaktiv und unter
radikalischen Bedingungen als stabil erwiesen. Es erfiillt demnach alle zuvor an das
System gestellten Anforderungen.

5.3. Copolymerisation mittels FRP und RAFT

Im Folgenden Kapitel wurde das Polymerisationsverhalten der beiden Monomere
NMAS (4) und HPMA in radikalischen Copolymerisationen untersucht. Dabei wurden
Reaktionen unter Anwendung der beiden Polymerisationstechniken FRP und RAFT
durchgefiihrt, wobei der Fokus auf der Etablierung der RAFT-Polymerisation lag.

Alle hergestellten Copolymere poly(HPMA-co-NMAS) (PHNS) wurden mittels
Gelpermeationschromatographie (GPC) und NMR-Spektroskopie charakterisiert. Die
mit einem Viskositdts- und Brechungsindexdetektor ausgestattete GPC erlaubte
als Relativmethode die Bestimmung der Molmasse und Molmassenverteilung nach
universeller Kalibrierung mit Dextranstandards. Bei dieser Methode werden die Ma-
kromolekiile ausschliefslich nach ihrer Grofe getrennt, so dass durch entsprechende
Probenvorbereitung und Eluentenauswahl mogliche adsorptive Wechselwirkungen
ausgeschlossen werden miissen. Um Wechselwirkungen des aromatischen Thioester-
restes mit der stationdren Phase der GPC zu vermeiden, musste der Thioester durch
Hydrolyse mit LIOH/MeOH vor der GPC-Analyse entfernt werden. Zur Bestimmung
der Beladung des Polymers mit Thioestergruppen wurde die Benzyl-CHa-Gruppe
genutzt, die in 'H-NMR Spektren der Copolymere ein breites Singulett bei (a) 4.13
ppm (Abbildung 5.10) aufwies. Die Integration des Thioestersignals relativ zum Signal
der Isopropyl-CH-Gruppe des HPMA bei (b) at 3.70 ppm ergab den entsprechenden
Thioesteranteil in % bzw. die Beladung in mmol/g im Endprodukt.

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Reaktionsbedingungen auf die Thioester-
beladung, die Molmassenverteilung und die Verteilung der chemischen Zusammen-
setzung (chemical composition distribution CCD) zu ermitteln, wurde eine Reihe
RAFT-vermittelter Testpolymerisationen in Gegenwart von Naphthalen als internen
Standard durchgefiihrt. Der Umsatz der Polymerisationen wurde bestimmt, indem
die Peakflichen der detektierten UV-Peaks des Monomers NMAS (4) bzw. HPMA
und des internen Standards Naphthalen zum Start- und Endzeitpunkt ins Verhélt-
nis gesetzt wurden. Die GPC-Analyse der hydrolysierten Copolymere lieferte die
Molmassenverteilung und das Zahlen- und Gewichtsmittel der Molmassen, wobei
zur Einschéitzung der RAFT-vermittelten Kontrolle {iber die Molmassen die experi-
mentelle Molmasse My P mit der theoretischen Molmasse M verglichen wurde.
M1heor wurde entsprechend der Formel 5.1 aus den Anfangskonzentration des RAFT-
Reagenzes C(I){AFT und der Monomere cla/[ und deren Molmassen Mw bezogen auf den
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Abbildung 5.10.: 'H-NMR-Spektren: A) PHNS-1; B) PHNS-1 nach Hydrolyse.

Umsatz X der Polymerisation berechnet.
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5.3.1. FRP-vermittelte Copolymerisation

Die Monomere NMAS und HPMA (NMAS/HPMA = 1:5) wurden in einer freien
radikalischen Polymerisation mit AIBN als Initiator copolymerisiert. Das Copolymer
PHNS-1 wurde nach der in Aceton durchgefiithrten Féllungspolymerisation als farb-
loser Feststoff erhalten. Die Integration des Thioestersignals relativ zum Signal der
Isopropyl-CH-Gruppe des HPMA ergab einen Thioesteranteil von 12% und eine Bela-
dung von 0.7 mmol/g. Bestimmung des Schwefelgehaltes in einer Elementaranalyse
bestétigte die NMR-spektroskopischen Ergebnisse. Die Charakterisierung des hydro-
lysierten Thioester-Copolymers PHNS-1 in einer GPC-Analyse ergab eine mittlere
Molmasse von M;,=41.0kDa und einen fiir die FRP typischen Polydispersitatsindex
von 2.1. Das aus der FRP resultierende Copolymer PHNS-1 zeichnete sich allerdings
durch eine fiir medizinisch chemische Anwendungen ungiinstige breite Molmassen-
verteilung aus (PDI 2.1). Daher wurde im folgenden die RAFT-Polymerisation als
lebende radikalische Polymerisationstechnik zur Darstellung engverteilter Thioester-
HPMA-Copolymere etabliert.

35



5. HPMA-Thioester-Copolymere

5.3.2. RAFT-vermittelte Copolymerisation

Zur Ermittlung optimaler Bedingungen einer RAFT-vermittelten Copolymerisation
wurden Reaktionen unter Variation des i) RAFT Reagenzes, ii) Losungsmittels und
iii) Initiators bzw. der Polymerisationstemperatur durchgefiihrt (Abbildung 5.11). Die
in Tabelle 5.1 zusammengefassten Ergebnisse wurden im Hinblick auf die erreichten
mittleren Molmassen, der PDIs und des Thioestereinbaus miteinander verglichen.

RAFT-Reagenz  HOOC Z
X r ACPA x y
O ) NC

HN HN N © HN O
W ol f
S © s"©
Ph> F’h)
4 PHNS-2 bis 17

S

S
Z= ;J:SJ\S/Cmst NS)KQ
PN
RAFT 12 = HOOCA/S\[(S\CQHZS RAFT 3 = HOOC S
CN S NC

CN CN
ACPA = HOOCWN¢NMCOOH AIBN — %NCN)V
CN

CN

Abbildung 5.11.: RAFT-Copolymerisation von HPMA und NMAS 4.

Einfluss des RAFT-Reagenzes

Da die richtige Wahl des RAFT-Reagenzes entscheidend fiir den Erfolg einer RAFT-
vermittelten Polymerisation ist, wurde zum einen das in der Homopolymerisation von
HPMA bereits erfolgreich eingesetzte RAFT-Reagenz CTP (3) (PHNS-16, PHNS-
17) und zum anderen 4-Cyano-4-(dodecylsulfonylthiocarbonyl)-sulfanylpentanséure
(RAFT-Reagenz 12) (PHNS-5, PHNS-14) als CTA verwendet. Die beiden CTAs
wurden fiir Copolymerisationen von HPMA mit NMAS (NMAS/HPMA = 1:10)
mit einem Monomer zu CTA Verhéltnis von M/CTA = 308:1 und einem CTA
zu Initiator Verhaltnis von 5:1 eingesetzt. Die Polymerisationen wurden jeweils in
den zwei unterschiedlichen Losungsmitteln Dioxan/HoO (PHNS-5, PHNS-16) und
Dimethylacetamid (DMAc) (PHNS-14, PHNS-17) durchgefiihrt, wobei der Einfluss
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5.3. Copolymerisation mittels FRP und RAFT

des Losungsmittels erst im folgenden Abschnitt detailliert diskutiert wird.

Fin Vergleich der Polymerisationen PHNS-5 mit PHNS-16 und PHNS-14 mit
PHNS-17 zeigte, dass der Einsatz beider RAFT-Reagenzien in vergleichbaren Co-
polymeren resultierte. Das RAFT-Reagenz 12 ist allerdings hydrolysestabiler und
ermoglicht aufgrund der vorhandenen Trithiocarbonatfunktionalitdt einen Zugang
zu Triblockcopolymeren.™ Aufgrund dessen wurde das RAFT-Reagenz 12 fiir die
weiteren Optimierungsschritte eingesetzt.

Tabelle 5.1.: Test-Copolymerisationen von HPMA mit NMAS 4.

PHNS- M/CTA, Lésungsm. Umsatz HPMA  Thioester-  MiPe*  MEP [kDa],
CTA/I (NMAS) [%]  Anteil [%] PDI
1 Aceton n.b. 12.0 n.b. 41.0, 2.1
2 (130, 5)* ¢ Diox/H20 3:1°¢ n.b. 6.3 n.b. 15.1, 1.2
3 (130, 5)* ¢ Diox/H,0 3:1¢ 73 (55) 7.0 13.8 17.6, 1.2
4 (308, 5)* ¢ Diox/H»0 3:1¢ 50 (36) 6.3 22.0 17.7, 1.4
5 (308, 3)* ¢ Diox/H»0 3:1° 60 (45) 6.2 26.0 19.2,1.3
6 (130, 3)* ¢ Diox/H»0 3:17 65 (52) 15 12.4 15.7, 1.3
7 (58, 5)* ¢ Diox/H20 3:1f 81 (69) 14 7.0 13.3, 1.1
8 (308, 5)* ¢ MeOH/Diox 3:1¢ 30 (28) 8.0 14.8 12.8, 1.4
9 (308, 3)* < MeOH/Diox 3:1¢ 42 (38) 8.0 20.6 12.4, 1.5
10 (308, 5)* < DMAC/MeOH 1:1¢ 51 (44) 7.4 22.6 13.4, 1.7
11 (308, 5)* *DMAC/MeOH 1:1%¢ 28 (26) 7.3 12.8 14.0, 15
12 (308, 5)> “DMAC/MeOH 1:1° 62 (57) 8.0 27.5 14.2,1.6
13 (130, 5)* © DMAC® 42 (39) 8.5 8.2 13.7, 1.3
14 (308, 5)* © DMAC® 88 (88) 9.0 39.1 8.70, 1.3
15 (308, 5)b © DMAC® 72 (72) 9.0 32.2 10.8, 1.3
16 (308, 3)> ¢ Diox/H20 3:1¢ 34 (27) 6.0 15.1 18.7, 1.3
17 (308, 5) ¢ DMAC® 73 (71) 9.0 34.6 13.8, 1.4

a] = ACPA (70°C)

b} = AIBN (65°C)

¢ CTA = RAFT-Reagenz 12
9 CTA = RAFT-Reagenz 3
¢ NMAS/HPMA = 1:10

f NMAS/HPMA = 1:5
£90°C

Einfluss des Losungsmittels

Dioxan/Wasser - Mischung Zunéchst wurden Testpolymerisationen von HPMA
and NMAS (NMAS/HPMA = 1:5 und 1:10) in einer Mischung aus Dioxan und Wasser
(Dioxan/H20 3:1) mit RAFT-Reagenz 12 und ACPA als Initiator durchgefiihrt. Die
finalen Copolymere zeichneten sich bei beiden Monomerzusammensetzungen durch
eine enge Molmassenverteilung (PDI 1.2-1.4) und gute Kontrolle der Molmassen
aus (My® =~ Mtheor) (PHNS-2-6). Lediglich im Fall eines kleinen Monomer und
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5. HPMA-Thioester-Copolymere

RAFT-Reagenz 12 Verhéltnisses zur Darstellung von Copolymeren mit kleinen
Molmassen (M/CTA = 58:1) war die experimentell bestimmte Molmasse fiir das
resultierende Copolymer grofer als die berechnete theoretische Molmasse (PHNS-7).
Bei der Copolymerisation des Copolymers PHNS-3 mit einem Monomer zu RAFT-
Reagenz 12 Verhiltnis von 130:1 zeichnete sich bereits ab, dass My " bei steigender
RAFT-Konzentration MPe" {ibersteigt (PHNS-3 und 6). Dabei zeigte eine Erhohung
der Initiatorkonzentration (CTA/I = 1:3), sowohl fiir kleinere (PHNS-4 und 5) als
auch grofere RAFT-Konzentrationen (PHNS-3 und 6) keinen signifikanten Einfluss
auf das Verhéltnis von My und MPe°r(PHNS-5 und 6).

Zuletzt wurden die in Dioxan/Wasser durchgefiihrten Copolymerisationen anhand
der Monomerzusammensetzung vor und nach der Copolymerisation miteinander
verglichen. Das eingesetzte Thioestermonomer wurde auch fiir unterschiedliche Mo-
nomerverhéltnisse (NMAS/HPMA = 1:5 und 1:10) grundsétzlich zu 65-75% in das
jeweilige Copolymer eingebaut (PHNS-2 bis 5 im Vergleich zu PHNS-6 und 7). Die
in dieser Losungsmittelmischung auftretenden Abweichungen im Thioestereinbau
deuteten auf unterschiedliche Reaktivitdten der eingesetzten methacrylamidbasierten
Monomere HPMA und NMAS 4 hin.

Dioxan/Methanol - Mischung Wurde das Wasser in einer Mischung mit Dioxan
durch Methanol (Diox/MeOH 2:1) ersetzt, hat sich die Abweichung des Thioester-
einbaus marginal verkleinert. Die resultierenden Copolymere zeichneten sich jedoch
durch eine breitere Molmassenverteilung (PDI 1.4-1.5) und kleinere Molmassen als
erwartet aus (M5 < Mtheor) (PHNS-8 und 9). Offensichtlich fiihrte diese Losungs-
mittelzusammentsetzung zu einer Verlangsamung der kontrollierten radikalischen
Polymerisation. Der mechanistische Hintergrund des sogenannten Retardationseffektes
ist zur Zeit noch nicht vollstandig verstanden.

DMAc/Methanol - Mischung und reines DMAc Ein Retardationseffekt wurde
ebenfalls fiir Copolymerisationen beobachtet, die in Gemischen von Methanol mit
DMACc statt Dioxan (DMAc/MeOH 1:1) (PHNS-10 bis 12) und reinem DMAc (PHNS-
13 bis 15) durchgefiihrt wurden. Im Gegensatz zu DMAc/MeOH-Mischungen lieferten
die in reinem DMAc durchgefiihrten Reaktionen Copolymere, in denen das eingesetzte
NMAS nahezu vollstdndig eingebaut war. Das polar aprotische Losungsmittel DMAc
wirkte sich im Gegensatz zur protischen Dioxan/HoO-Mischung positiv auf die Reakti-
vitdt des Monomers NMAS aus. Allerdings beschrinkte der starke Retardationseffekt
die Anwendung dieser Reaktionsbedingungen auf Copolymere mit kleinen Molmassen.

Einfluss des Inititators bzw. der Temperatur

Die in DMAc und in DMAc¢/MeOH durchgefiihrten Copolymerisationen wurden unter
Variation des Initiators bzw. der Temperatur wiederholt. Dabei wurde die Temperatur
einerseits auf 90 °C erhoht und andererseits beim Einsatz von AIBN als Initiator auf
60 °C gesenkt (PHNS-11 und 12). Der fiir diese Losungsmittelgemische beobachtete
Retardationseffekt konnte allerdings nicht unterdriickt werden.
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5.3. Copolymerisation mittels FRP und RAFT

Fazit

Bei einer genaueren Betrachtung der RAFT-vermittelten Polymerisationen PHNS-2
bis 17 lassen sich an dieser Stelle drei Kernaussagen formulieren:

e einheitliche Copolymere mit guter Molmassenkontrolle und gutem Thioesterein-
bau waren in einer Mischung aus Dioxan und Wasser zugénglich

e die Molmassenverteilungen wurden breiter, wenn Methanol ein Teil des Losungs-
mittelgemisches war

e die in DMAc durchgefiithrten Copolymerisationen waren aufgrund des sehr guten
Thioestereinbaus und der guten Molmassenverteilung vielversprechend, fiithrten
aber lediglich zu Polymeren, deren Molmassen deutlich unter den theoretisch
erwarteten lagen

Aufgrund einer besseren Kontrolle iiber die Molmassen wurden Thioester-HPMA-
Copolymere daher bevorzugt in dem Loésungsmittelgemisch bestehend aus Dioxan
und Wasser und in Gegenwart des RAFT-Reagenzes 12 dargestellt.

5.3.3. Chemische Homogenitait der Copolymere

Zu den wichtigen Eigenschaften von Copolymeren z&hlt neben der Molmassenver-
teilung die Verteilung der chemischen Zusammensetzung (chemical composition
distribution (CCD)). Der reduzierte Einbau des Monomers NMAS 4 wéahrend der
Copolymeriation deutete auf einen Unterschied in den Reaktivitdten der Monome-
re HPMA und NMAS 4, was in chemisch uneinheitlichen Copolymeren resultieren
kann. Aus diesem Grund wurde die CCD der Copolymere durch Trennungsversuche
an Reversed Phase HPLC Saulen (RP C18) untersucht. Mogliche Mischungen von
Copolymeren mit unterschiedlichen chemischen Zusammensetzungen sollten aufgrund
ihrer chemischen Eigenschaften chromatographisch trennbar sein. Mit einem linearen
Gradienten (5-99 ACN, 35°C) wurden Copolymere analysiert, die aus verschiedenen
Copolymerisationen stammen. Die HPLC-Spektren der Polymere PHNS-1 und 2
zeigten einheitliche und unimodale Peaks, die sich lediglich in der Retentionszeit tg
unterschieden. Die beiden Polymere wurden zwar mit unterschiedlichen Polymerisa-
tionstechniken hergestellt und unterscheiden sich daher sowohl in der Molmasse als
auch in der Molmassenverteilung, die unterschiedlichen tg sind allerdings allein auf die
Unterschiede in den chemischen Eigenschaften zuriick zu fithren. PHNS-1 und 2 wur-
den mit unterschiedlichen Mengen an NMAS Monomer (4) copolymerisiert (PHNS-1:
NMAS/HPMA = 1:10, PHNS-2: NMAS/HPMA = 1:5). Dementsprechend eluierte
PHNS-1 aufgrund seines hoheren Thioester-Anteils bei einem héheren Acetonitril-
Anteil der mobilen Phase als das polarere Copolymer PHNS-2.

Die Anwendung dieser Methode auf andere Copolymere zeigte, dass die UV-
Spuren einiger Copolymere, bimodale Peaks aufwiesen. Beispielsweise zeigte ein
Vergleich der Copolymere PHNS-7 und 8, dass die identischen Thioester-Anteile
zwar in vergleichbaren tg resultieren, aber lediglich PHNS-7 einen unimodalen Peak

39



5. HPMA-Thioester-Copolymere

— PHNS-1, NMAS/HPMA=1:5

150+
— PHNS-2, NMAS/HPMA=1:10
— PHNS-6, NMAS/HPMA=1:5
=) — PHNS-7, NMAS/HPMA=1:5
E 100+
=
=
2
fo) 50+
£
0-— T T T T
1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

tr (min)

Abbildung 5.12.: Chromatographische Trennung der Copolymere.

aufwies. Die Copolymerisation von PHNS-7 wurde im Gegensatz zu PHNS-8 bereits
nach einem Umsatz von 65 % abgebrochen, wihrend PHNS-8 bis zu einem Umsatz
von 81 % polymerisiert wurde. Im Gegensatz dazu zeigten die UV-Spektren der in
DMAc synthetisierten Copolymere fiir alle Polymerisationsumsétze einheitliche CCDs,
worin sich der zuvor beobachtete nahezu vollstdndige Einbau des Monomers NMAS
widerspiegelt.

Die chemische Einheitlichkeit der in einer Mischung aus Dioxan und Wasser syn-
thetisierten Copolymere hing stark vom Umsatz ab, so dass Copolymerisationen in
diesem Losungsmittelgemisch nicht tiber einen Umsatz von 60 % durchgefiihrt werden
sollten.

5.3.4. Abspaltung der RAFT-Funktionalitit

Die mit der RAFT-Technologie synthetisierten Polymere enthalten eine reaktive
Thiocarbonat- oder Thioestergruppe am w-Kettenende. Diese Funktionalitét kann
flir weitere polymeranaloge Reaktionen ein Problem darstellen, so dass verschie-
dene Ansétze zur Beseitigung dieser reaktiven Kettenenden existieren, die bereits
in Kapitel 3.2.2 diskutiert wurden. Von den dort aufgefithrten Moglichkeiten zur
Entfernung der RAFT-Funktionalitéit erwies sich die Verwendung von Nukleophilen
im Hinblick auf das in der NCL-Reaktion eingesetzte Thiophenol als der geeignetste
Weg. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Umwandlung des RAFT-Reagenzes 12 unter
NCL-Bedingungen (Phosphatpuffer/Dioxan 2/1, 1% v/v Thiophenol) wurde nach
bestimmten Reaktionszeiten chromatographisch analysiert. Die Quantifizierung er-
folgte durch den Vergleich der Peakflichen des RAFT-Reagenzes 12 und des internen
Standards Naphthalen. Der Zeitpunkt ty reprisentiert eine Mischung bestehend aus
RAFT-Reagenz 12 und Napththalen im NCL-Losungsmittel unmittelbar vor der
Thiophenolzugabe. Bereits 15 min nach der Zugabe waren 93 % des RAFT-Reagenzes

40



5.4. Zusammenfassung

20+

PhSH
—— 3 (60 min)

\ RAFT12 __ 45 (30 min)
3 154 Naphthalen \ — t1 (15 min)
E() 0 — t0 (0 min)
E / |
= 104
3
C
9
=

{
]

T
2.0 2.5 3.0 3.5
tr (min)

Abbildung 5.13.: Nukleophile RAFT-Abspaltung.

umgesetzt. Neben dem Verschwinden des RAFT-Signals wurde ein Abbauprodukt
des RAFT-Reagenzes bei einer Retentionszeit von tg = 2.9 min beobachtet. Die sehr
schnelle Umsetzung des RAFT-Reagenzes 12 unter NCL-Bedingungen machte eine
vorgeschaltete Beseitigung der RAFT-Funktionalitdten tiberfliissig.

5.4. Zusammenfassung

Zur Darstellung thioesterfunktionalisierter HPMA-Copolymere wurde das Mono-
mer NMAS 4 konzipiert, welches mit einem S-Alaninlinker zwischen der Thioester-
funktionalitdt und dem Polymerriickrat ausgestattet war. NMAS 4 wurde in einer
zweistufigen Reaktion ausgehend von der Thioveresterung des 5-Alanins und einer
sich anschliefenden Methacrylierung mit Pentafluorphenylmethacrylat 10 dargestellt.
Die Eigenschaften des Thioesterfragments 8 als Monomervorldufer wurden vorab
untersucht, um einerseits die Stabilitdt unter radikalischen Bedingungen und anderer-
seits die Reaktivitdt in NCL-Reaktionen sicher zu stellen. Copolymerisationen der
Monomere HPMA und NMAS 4 wurden mit den beiden Polymerisationstechniken
FRP und RAFT durchgefiihrt und resultierten in den gewiinschten Copolymeren
PHNS.

Eine Reihe von Reaktionen wurde durchgefiihrt, um die RAFT-vermittelte Po-
lymerisation beziiglich der Molmassenkontrolle und Molmassenverteilung sowie der
chemischen Zusammensetzung zu optimieren. Dabei konnten Zusammenhénge zwi-
schen den gewahlten Reaktionsbedingungen insbesondere der Zusammensetzung des
Losungsmittels und den daraus resultierenden Polymereigenschaften gezeigt wer-
den. Besonders auffillig waren die negativen Auswirkungen von Methanol auf die
Molmassenverteilung der Polymere und der ausgepriagte Retardationseffekt der im
Losungsmittel DM Ac durchgefiihrten Copolymerisationen. Im Gegensatz dazu wurden
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Abbildung 5.14.: RAFT-vermittelte Copolymerisation von HPMA und NMAS 4.

in einer Mischung aus Dioxan und Wasser definierte Copolymere erhalten, die sich
bis zu einem Umsatz von 60 % auch durch eine chemisch einheitliche Verteilung
der Zusammensetzung auszeichneten. Dabei hat sich 4-Cyano-4-(dodecylsulfonylthio-
carbonyl)-sulfanylpentanséure (12) als geeingetes RAFT-Reagenz im Vergleich zum
bisher bekannten RAFT-Reagenz 3 erwiesen. Die Entfernung des an den Kettenenden
der Copolmyere eingebauten RAFT-Reagenzes gelang in situ unter den nukleophi-
len Reaktionsbedingungen in den anschlielfenden NCL-Reaktionen zur Kupplung
cysteinylierter Liganden.

Polymere der Form poly(HPMA-co-NMAS) wurden daher bevorzugt in einer Mi-
schung aus Dioxan und Wasser, in Gegenwart des RAFT-Reagenzes 12 und ACPA
als Initiator synthetisiert. Die Moglichkeit, Parameter wie Grofe und Thioester-
beladung zu variieren, macht diesen Syntheseweg zu einem eleganten Zugang zu
mafgeschneiderten Polymeren als reaktive Vorstufe von Ligand-Polymerkonjugaten.
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6. Projekt A: Untersuchung der
zellularen Aufnahme unterschiedlich
geladener Peptid-HPMA-Konjugate

Die zelluldre Aufnahme sowohl niedermolekularer als auch makromolekularer Sub-
stanzen ist fiir eine erfolgreiche Diagnostik und Pharmakotherapie ebenso essentiell
wie fiir die Erforschung molekular-biologischer Prozesse. Allerdings verhindern die
lipophilen Eigenschaften der Plasmamembran die Aufnahme der meisten medizi-
nisch relevanten Substanzen. Fiir den Membrantransport niedermolekularer Stoffe
existieren passive und aktive Membrantransportmechanismen, die allerdings auf
Substanzen mit entsprechenden physikalischen und chemischen Eigenschaften be-
schrinkt sind.24 Im Gegensatz dazu kénnen grofere Partikel wie Proteine und
Makromolekiile unabhéingig von ihren chemischen Eigenschaften iiber endozytotische
Prozesse wie Makropinozytose internalisiert werden. Die Endozytose gilt allerdings
als ineffizient im Hinblick auf die niedrige Transportgeschwindigkeit und auf das
verhélnismafig kleine Volumen der endozytotischen Vesikel, woraus eine geringe
zellulire Gesamtkonzentration resultiert.125:126] Dieser Prozess kann durch gezieltes
Adressieren adsorptiver und rezeptorvermittelter Endozytose optimiert werden. He-
paransulfate (HS), die sich an der Oberfliche aller eukaryotischer Zellen befinden,
spielen dabei eine wichtige Rolle.['27] HS sind lineare Polysaccharide und sie gehéren
zur Gruppe der Glykosaminoglykane. Kovalent gebunden an Proteoglykane stellen
die Heparansulfatproteoglykane (HSPG) den Hauptbestandteil der Kohlenhydrathiil-
le (Glykokalyx) dar, die die extrazellulare Seite der Plasmamembran umgibt. Die
HSPGs regulieren zahlreiche Ligand-Rezeptor-Interaktionen und wechselwirken mit
einer Vielzahl extrazelluldrer Liganden. Finige dieser Liganden wie z. B. Wachs-
tumsfaktoren binden selektiv. Generell sind HSPGs aufgrund ihres polyanionischen
Charakters in der Lage, iber unspezifische elektrostatische Interaktionen kationische
Molekiile auf der Membran zu akkumulieren, die anschlieffend iiber Makropinozytose
aufgrund des natiirlichen Umsatzes des HSPG internalisiert werden.['28l Die adsorpti-
ve Endozytose kann durchaus ein effizienter Transportmechanismus sein und wird
als moglicher Aufnahmeweg fiir Zell-penetrierende Peptide (cell-penetrating peptides
CPP) diskutiert.

Als CPPs werden Peptide bezeichnet, die in der Lage sind, verschiedene Sub-
stanzen in Zellen zu internalisieren. Viele der CPPs basieren auf kurzen Protein-
Transduktionsdoménen, die fiir die zelluldre Aufnahme von Proteinen wie dem Droso-
phila Antennapedia Homeoprotein HIV-1 Tat verantwortlich sind. Neben den von den
Proteinen abgeleiteten CPPs wurden Peptide mit definierten Strukturen konzipiert,
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die bekannte CPPs imitieren (Modell-CPPs) oder aus Doménen unterschiedlichen
Ursprungs zusammengesetzt sind (chimére Peptide). Die meist kurzen Peptidsequen-
zen (< 30 Aminoséuren) zeichnen sich durch amphipathische Eigenschaften und die
Anwesenheit positiver Ladungen aus (Tat, Penetratin).[129] Eine Ausnahme beziiglich
der Amphiphatizitét stellen die polykationischen Polyarginine, Polylysine und Po-
lyornithine dar, die vollstéandig aus positiv geladenen Aminoséduren aufgebaut sind.
Neben zahlreichen CPPs sind Tat und Nonaarginin die am h&ufigsten verwendeten
CPPs, um den Transport verschiedener Substanzen zu vermitteln.

6.1. Zielsetzung

Der Aufnahmemechanismus der CPPs wurde in den letzten Jahren kontrovers dis-
kutiert. Es wurde zunéchst angenommen, dass die Peptide direkt durch die Mem-
bran ohne Beteiligung endozytotischer Prozesse oder spezifischer Proteintransporter
internalisieren.'3") Richard et al. konnten allerdings in ihrer Studie zur Internali-
sierung von Tat und Rg belegen, dass die Fixierung der Zellen fiir mikroskopische
Untersuchungen zum einen zu einer kiinstlichen intrazelluldren Umverteilung der CPPs
sorgt. Zum anderen konnten sie fiir die beiden untersuchten CPPs zeigen, dass die
zellulidre Aufnahme auf endozytotischen Prozessen basiert.!'3! Dariiber hinaus hat die
Arbeitsgruppe von Brock fiir hohe Konzentrationen von Nonaarginin einen energieun-
abhiingigen sphingomylinasevermittelten Aufnahmemechanismus beschrieben.[117-132]
Diese direkte Translokation fiihrte zu einer gleichméafigen Verteilung der Substanzen
im Cytoplasma, wurde allerdings nur fiir niedermolekulare Rg-gekoppelte Substanzen
beobachtet und nicht fiir ein Rg-HPMA-Konjugat (28 kDa poly(HPMA)). Neben
Brock sind inzwischen viele Wissenschaftler von einer Koexistenz endozytotischer
Prozesse und einer direkten Translokation iiberzeugt.[133:134]

Im Hinblick auf Polykationen haben Mitchell et al. gezeigt, dass Guanidingruppen
in Argininen aufgrund ihrer Féahigkeit, stabile bidentate Wasserstoftbriickenbindun-
gen mit den extrazelluldr prasentierten Anionen der Plasmamembran auszubilden,
vorteilhafte Eigenschaften in Bezug auf die zellulire Aufnahme besitzen.['39 Die
Internalisierung von Polyargininen tiber die Bindung an Heparansulfate (HS) mit
anschliefender Endozytose wurde ebenfalls von Fuchs et al. bestétigt.[136] Dariiber
hinaus wurde mit peptoiden Strukturen der Einfluss des Riickrats auf die zelluldre
Aufnahme untersucht und festgestellt, dass Modifikationen am Riickrat keine Aus-
wirkungen zeigten. Allerdings war die Anwesenheit und eine minimale Anzahl der
Guanidin-Kopfgruppe entscheidend fiir eine effiziente Aufnahme.[37:138]

Im Hinblick auf diese Arbeiten sollten im Rahmen dieses Projektes durch Ligati-
on entsprechender Aminosduren unterschiedlich geladene Peptid-HPMA-Konjugate
hergestellt werden und deren Aufnahmeeffizienz in Abhingigkeit von ihrer Oberfla-
chenladung untersucht werden (Abbildung 6.1). Die Performance der multivalenten
Konjugate sollte mit der eines nonaargininbeladenen HPMA Copolymers in Be-
zug auf das Zetapotential und die Aufnahme in Zellen verglichen werden. Dariiber
hinaus sollte untersucht werden, welche Mechanismen fiir die zelluldre Aufnahme
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Abbildung 6.1.: Oberflichenladungsabhéngige Internalisierungsstudien.

verantwortlich sind. Dieses Projekt sollte einerseits einen Beitrag zur Aufklarung der
CPP-vermittelten Internalisierung leisten und andererseits Alternativen zum Einsatz
von CPPs aufzeigen.

6.2. Darstellung und Charakterisierung unterschiedlicher
Peptid-HPMA-Konjugate

Unterschiedlich geladene HPMA-Konjugate wurden durch NCL-Reaktionen entspre-
chend geladener Peptide an die Thioester-HPMA-Copolymere PHNS-1 und PHNS-2
erhalten. PHNS-1 und 2 unterscheiden sich in ihren Molmassen (41 kDa bzw. 15.1kDa),
Molmassenverteilungen und der Thioesterbeladung (Tabelle 6.1).

Tabelle 6.1.: Eigenschaften der Thioester-HPMA Copolymere.

Copolymer Abk. Methode Beladung® M," M, b  PDI?
(mmol/g)  (g/mol) (g/mol)
PHNS-1 FRP 0.7 41000 85380 2.1

poly(HPMA-co-NMAS) - pins s RAFT 0.4 15120 17820 1.2

# 'H.NMR-Spektroskopie,
b GréRenausschlusschromatographie

Einfiihrung der Oberflichenladung. Positive und negative Ladungen wurden durch
Einfithrung der jeweils entsprechenden Dipeptide Cys-Arg (CR) und Cys-Glu (CE)
erzeugt. Das Dipeptid Cys-Thr (CT), welches genauso wie die Polymerseitenket-
ten einen 2-Hydroxypropylrest tragt, wurde verwendet, um ein elektrisch neutrales
Konjugat zu generieren. Dariiber hinaus wurde im Vergleich zu HPMA-Konjugaten
mit unterschiedlichen Oberflichenladungen N-cysteinyliertes Nonaarginin (CRg) als
bekanntes CPP an PHNS-1 und 2 gekuppelt.[129:139:140] Alle eingesetzten Peptide
wurden durch Fmoc-basierte Festphasensynthese auf Rinkamid-Harz synthetisiert
und als vollsténdig entschiitzte Peptid-Amide mit N-terminalem Cystein erhalten. In
den sich anschlieffenden NCL-Reaktionen konnten gleichzeitig verschiedene Peptide
im Sinne einer Eintopfreaktion an das Polymer gekuppelt werden. Die endgiiltige Pep-
tidzusammensetzung im Konjugat wurde mit quantitativer, gaschromatographischer
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Aminoséureanalyse bestimmt (Firma Genazzon bioscience GmbH ).

Fluorophorlabeling. Neben den eigentlichen Peptiden wurde N-L-Cysteinyl-5-amino-
fluorescein (13) als Fluorophormarker an die Polymere gekuppelt, um zum einen die
Quantifizierung und zum anderen die Lokalisation der Peptid-Polymerkonjugate in
zelluldren Experimenten zu ermdglichen. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit des
Fluoresceinderivates 13 im Phosphatpuffer wurden alle NCL-Reaktionen in einer
Mischung aus Phosphatpuffer und Dioxan (2:1) in Gegenwart von Thiophenol als
Katalysator durchgefiihrt.[141]

Simultane Ligation mehrere Liganden. Die Kupplung unterschiedlicher Liganden
und des Fluorophormarkers 13 konnte simultan in einer Eintopf-NCL-Reaktion er-
folgen. Dabei wurden alle NCL-Reaktionen mit einem Peptidiiberschuss und einem
Fluoresceinanteil von 0.1 Aq. bei einer Gesamtreaktionszeit von 32 Stunden durchge-
fiihrt.

Generell lieferten alle NCLs gute Ausbeuten (71 % - 99 %) und hohe Beladungen
in Bezug auf kurze Peptidsequenzen (PHN-CR, -CT and -CE-1, 19-24 Peptide pro
Polymerkette, entspricht 61-77 % Kupplungseffizienz). Moderate Peptidbeladungen
wurden im Fall der ldngeren Peptidsequenz CRg (48% Kupplungseffizienz, 15 Peptide
pro Polymerkette) erhalten. Die elektrostatische Abstofung der positiv geladenen
CPPs konnte fiir die geringe Kupplungseffizienz verantwortlich sein.

6.2.1. Zetapotential der Peptid-HPMA-Konjugate

Die Kupplung unterschiedlich geladender Peptide an die Copolymere PHNS-1 und 2
ergab Konjugate mit unterschiedlichen Oberflachenladungen, die durch Messungen
des Zetapotentials' quantifiziert wurden. Bei der Messung des Zetapotentials wird
die elektrophoretische Mobilitdt der Partikel durch Messung ihrer Geschwindigkeit
in einem elektrischen Feld beim Wandern zur entgegen gesetzt geladenen Elektrode

bestimmt.[142]

Auswirkungen der Aminosiurereste Erwartungsgemaf wurde fiir das glutamin-
sdurebeladene HPMA-Konjugat ein negatives Zetapotential gemessen, wahrend das
neutrale, mit Threonin beladene Konjugat ein schwaches negatives Potential aufwies.
Im Vergleich dazu zeigten alle argininhaltigen Konjugate positive Zetapotentiale
(Tabelle 6.2). Die Zetapotentiale der positiv geladenen Peptid-Polymerkonjugate
wurden im Folgenden mit der Anzahl der potentiellen positiven Ladungen korreliert.

Korrelation der Zetapotentiale mit der Anzahl der Ladungen. Das Konjugat
PHN-CR-1 trug 19 Cys-Arg Dipeptide und zeigte ein Zetapotential von 17.8 mV. Be-
zogen auf die 19 potentiell moglichen Ladungen der einzelnen Guanidingruppen ergab

!siehe Methodenbeschreibung in Kapitel 11.5.1
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Tabelle 6.2.: Zusammensetzung der Peptid-HPMA-Konjugate und ihre
Zetapotentiale.

Peptid-Polymer- Anzahl Peptide? Zetapotential®
konjugat (Anzahl positiver Ladungen) [mV]
PHN-CR-1 19 (19) 17.8+1.6
PHN-CT-1 24 -4.6+0.8
PHN-CE-1 23 -11.5+1.7
PHN-CRo-1 15 (135) 23545.1
PHN-CT/CRo-1 22;1(9) 10.4+£1.2
PHN-CR-2 5 (5) 114415
PHN-CRg-2 3 (27) 9.1+1.1

? GC-Aminosiureanalyse
0.14mg/ml an PHNS-1 und 0.25 mg/ml an PHNS-2-Konjugaten in 1.5 mM
NaCl-Lésung

sich ein relatives Zetapotential von 0.9 mV pro potentielle Ladung (17.8 mV /19 Guani-
dingruppen). Das Nonaargininkonjugat PHN-CT /CRg-1 trug ein einzelnes Nonaar-
gininpeptid und zeigte ein vergleichbares relatives Zetapotential von 1.15mV pro
potentielle Ladung. Im Gegensatz dazu wurde fiir das Konjugat PHN-CRg-2, aus-
gestattet mit drei CRg-Peptiden, ein signifikant geringeres relatives Zetapotential
von 0.33mV pro potentielle Ladung gemessen. Fine weitaus stéarkere Abnahme des
Zetapotentials pro potentiell geladenene Gruppe wurde fiir das Konjugat PHN-CRg-1
bestimmt, welches mit insgesamt 135 Guanidingruppen lediglich ein relatives Zetapo-
tential von 0.17mV pro potentielle Ladung aufwies.

Die Korrelation der gemessenen Potentiale mit den vorhandenen Gruppen machte
deutlich, dass der Beitrag einer jeden positiven Ladung zum Zetapotential stark
variiert und von der Anzahl und der Lénge der gekuppelten Peptide abhéngt. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass nur ein Teil der Guanidingruppen protoniert
vorliegt, so dass der potentiell mogliche Beitrag zum Zetapotential viel geringer aus-
fallt. Im folgenden wurde untersucht, welche Auswirkungen unterschiedlich geladene
Peptid-Polymerkonjugate im Vergleich zum poly(HPMA)-gebundenen Nonaarginin
als bekanntes CPP auf die Zellvitalitit und die zellulire Aufnahme in HeLa-Zellen?
haben.

6.2.2. Cytotoxizitat der Peptid-HPMA-Konjugate

Polykationische Polymere sind wie mehrfach beschrieben wurde fiir ihre Cytotoxizitat
bekannt. Beispielsweise sind Polyethylenimin und Polylysin in hoheren Konzentratio-
nen toxisch, wobei die Toxizitdt mit hoheren Molmassen zunimmt.!*3 Im Vorfeld
zu den Internalisationsstudien wurde daher die Cytotoxizitéat aller Peptid-HPMA-
Konjugate in HeLa-Zellen mit 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium-

2Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (Gebirmuttelhalskrebs)
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bromid (MTT) untersucht (Abbildung 6.2).1*4] Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer
Assay, der die Aktivitdt von Enzymen in einer Reduktionsreaktion des gelben MTT
zum blau-violetten Formazan kolorimetrisch bestimmt. Die im MTT-Assay eingesetzte

Hji:] -NH
@_«N‘ \ Reduktase N| N
NE _N O)\ N YN/
e e

Abbildung 6.2.: Reduktionsreaktion des MTT.

Gesamtkonzentration der Konjugate lag zwischen 0.001 and 0.2 mg/ml. Das mit 15
CPPs beladene PHN-CRg-1 zeigte bereits bei einer Konzentration von 0.1 mg/ml eine
Zellvitalitat von nur 50 %. Das kleine HPMA-Konjugat mit drei CPPs (PHN-CRg-2)
wurde sogar bis zu einer Konzentration von 0.35 mg/ml getestet und zeigte bei einer
Konzentration von 0.175 mg/ml nur eine geringfiigige Abnahme in der Zellvitalitat. Im
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Abbildung 6.3.: MTT-Assay zur Bestimmung der Cytotoxizitdt der Peptid-HPMA-
Konjugate.

Gegensatz dazu wurde fiir PHN-CT /CRg mit einem Rg-Peptid keine Cytotoxizitét bis
zu einer Konzentration von 0.2mg/ml gemessen. Im Hinblick auf die CPP-beladenen
Konjugate PHN-CT /CRg-1, PHN-CRg-2 and PHN-CRg-1 konnte die Cytotoxizitét
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durch eine niedrige CPP-Beladung signifikant reduziert werden (1 vs. 3 vs. 15 Kopien
von Rg pro Polymerkette) (Abbildung 6.3).

Bis auf das hochbeladene Konjugat PHN-CRg-1 waren alle Peptid-HPMA-Konjugate
im Konzentrationsbereich von 0.1 bis 0.2 mg/ml gut vertriglich (entspricht im Fall
von PHN-CR-1 einer Peptidkonzentration von 43-86 pM).

6.2.3. Zelluldre Aufnahme in Abhdngigkeit von der Oberflichenladung

Im néchsten Schritt wurde untersucht, welchen Einfluss die verschiedenen Ober-
flichenladungen der Peptid-HPMA-Konjugate im Vergleich zu den Nonaarginin-
Polymerkonjugaten auf die zellulire Aufnahme in HeLa-Zellen haben. Dafiir wurden
HeLa-Zellen mit allen nicht-toxischen Peptid-HPMA-Konjugaten inkubiert (30 min fiir
CLSM- und 60 min fiir FACS-Experimente). Lediglich das hoch-toxische Nonaarginin-
konjugat PHN-CRg wurde von den Zellversuchen ausgeschlossen. Die Internalisierung
und intrazelluldre Lokalisation wurden mit konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
(CLSM) verfolgt, withrend fiir die Quantifizierung die Durchflusszytometrie (FACS)?
diente (Kapitel 11.6.4).

Da die Fluoresceinbeladungen der Konjugate geringfiigig voneinander abwichen,
wurden relative Fluoreszenzintensitdten bestimmt, um die relative zelluldre Aufnahme
der Polymerkonjugate direkt aus den FACS-Daten ableiten zu kénnen (Tabelle 6.3).

Tabelle 6.3.: Auswertung der FACS-Daten mit relativen Fluoreszenzintensitaten.

Peptid-Polymer- Fluoreszenz- Faktor® FACS- korrig. FACS- korrig.

konjugat intensitat? Daten Daten Daten Daten
[a.u.] (37°C) (37°C) (4°C) (4°0C)

PHN-CR-1 1227.8 1 64.5 64.5 7.1 7.1

PHN-CT-1 1373.3 1.1 4.6 4.1

PHN-CE-1 2040.5 1.7 4.7 2.8

PHN-CT/CRy-1 978.3 0.8 63 79.1 10.1 7.7

PHN-CR-2 613.8 0.5 6.7 13.4 4.0 8.0

PHN-CRo-2 1593 1.3 89.1 68.7 10.0 7.7

? 0.14 mg/ml bezogen auf PHNS-1 und 0.25 mg/ml bezogen auf PHNS-2 Konjugate im
Boratpuffer (0.1 M, pH 9.0)
b bezogen auf Fluoreszenzintensitit von PHN-CR-1

Voraussetzung fiir eine effiziente Internalisierung. Eine signifikante Internalisie-
rung und Membranakkumulation wurden fiir die positiv geladenen Konjugate PHN-
CR-1, PHN-CR-2, PHN-CT/CRg-1 und PHN-CRy-2 beobachtet (Abbildung 6.4,
6.5). Im Gegensatz dazu zeigten sowohl die negativ geladenen als auch die neutralen
Konjugate keine zelluldre Aufnahme. Die Beobachtungen, dass ein positives Zetapo-
tential eine wichtige Grundvoraussetzung fiir die Internalisierung ist, stimmt mit den
von Kopecek und seinen Kollegen durchgefiihrten Studien zu HPMA-Copolymeren

3FACS = Fluorescence activated cell sorting
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PHN-CR-1

PHN-CT/CRo-1 PHN-CRy-2

Abbildung 6.4.: Zellulire Aufnahme in Hela-Zellen nach 30 min Inkubation mit den ange-
gebenen Konjugaten bei 37 °C (0.043 mg/ml im Fall der PHNS-1-basierten
Konjugate und 0.075 mg/ml im Fall der PHNS-2-basierten Konjugate);
griin: Fluoreszenzkanal, rot: Trypanblaufarbung.

iiberein.[15! Signifikante Unterschiede zwischen den positiv geladenen Konjugaten
wurden bei einer genaueren Betrachtung der Aufnahmeeffizienz und des Zetapotentials
in Korrelation zur Anzahl vorhandener Guanidingruppen deutlich.

Monoargininkonjugate. Das Konjugat PHN-CR-1, ausgestattet mit 19 Guanidin-
gruppen, wies ein Zetapotential von 18 mV auf und wurde sehr gut internalisiert
(ca. 65a.u.). Im Gegensatz dazu wurde das mit fiinf Guanidingruppen beladene
Konjugat PHN-CR-2 und einem Zetapotential von 11 mV nur geringfiigig aufgenom-
men. Im Hinblick auf die Monoargininkonjugate war offensichtlich ein Minimum an
Beladungsdichte fiir eine effiziente zelluldre Aufnahme notwendig.

CPP-Konjugate. Fiir beide nonaargininbeladenen Polymere PHN-CT/CRg-1 und
PHN-CRg-2 wurden, trotz vollig unterschiedlicher CPP-Beladungen (1 bzw. 3 CPPs),
nahezu identische Zetapotentiale (10.4 bzw. 9.1 mV) bestimmt, die in ebenfalls ver-
gleichbar guten Internalisierungen resultierten (79 bzw. 69 mV). Im Hinblick auf die
Verwendung von CPPs war bereits eine geringe Beladungsdichte fiir eine effiziente
zelluldre Aufnahme ausreichend. Offensichtlich waren nicht allein die kationischen Ei-
genschaften der Guanidine, sondern ebenso ihre Anordnung in Form eines strukturell
definierten Nonapeptids vorteilhaft fiir die zellulire Aufnahme.

Vergleich zwischen Arginin- und Nonaargininkonjugaten. Das mit einzelnen Ar-
gininen beladene Konjugat PHN-CR-1 und das nonaargininbeladene Polymer PHN-
CT/CRg-1 zeigten in FACS-Messungen vergleichbare zellulare Aufnahmen (64.5 bzw.
79.1a.u.), obwohl das Zetapotential des Arginin- im Vergleich zu dem des Nonaargi-
ninkonjugats PHN-CT/CRg-1 nahezu doppelt so grof war (17.8 bzw. 10.4mV). Im
Gegensatz dazu wurde von den niedermolekularen und gering beladenen Konjugaten
PHN-CR-2 und PHN-CRy-2 trotz dhnlicher Zetapotentiale (PHN-CR-2: 11.4 bzw.
PHN-CRg-2: 9.1mV) das Nonaargininkonjugat signifikant stérker internalisiert (68.7
bzw. 13.4a.u.).
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Abbildung 6.5.: Korrelation des Zetapotentials mit der Zellfluoreszenz der FACS-
Messungen bei 4 und 37°C, 0.14mg/ml bezogen auf PHNS-1 und
0.25 mg/ml bezogen auf PHNS-2 Konjugate; (Anzahl gekuppelter Peptide).

Fazit. Die Korrelation der Zetapotentiale mit dem Internalisierungsverhalten unter-
schiedlich geladener Konjugate zeigte, dass positive Ladungen zwar eine Grundvoraus-
setzung fiir eine effiziente zelluldre Aufnahme darstellen, aber nicht das ausschlieklich
bestimmende Kriterium sind.

Die Anwesenheit des CPPs Nonaarginin hat sich mit einem vergleichsweise ge-
ringen Zetapotential auf die Internalisierung der Peptid-Polymerkonjugate positiv
ausgewirkt. Im Gegensatz dazu resultierten multivalent présentierte Arginine in
Peptid-Polymerkonjugaten mit einer vergleichbar starken Internalisierung, zeichneten
sich aber zudem durch eine exzellente Biokompatibilitdt aus.

6.2.4. Untersuchungen zum Aufnahmemodus

Die bisherigen Experimente haben gezeigt, dass die positiv geladenen Arginin- und
Nonaargininkonjugate PHN-CR-1, PHN-CT/CRg-1 und PHN-CRy-2 effizient in HeLa-
Zellen internalisieren. Die zelluldre Aufnahme der Konjugate wurde im Folgenden im
Hinblick auf die Energieabhéngigkeit und die spezifischen Endozytosewege untersucht.
Zur Unterdriickung aller energiegetriebener zelluldrer Prozesse wurden einerseits
Experimente bei 4°C und andererseits unter Verwendung eines energiereduzierten
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Mediums (ED-Medium)?* durchgefiihrt.

37°C ED-Medium Blank, 37 °C

o ... .
f" LT Vi

PHN-CT/CRy-1 %

Blank, 4 °C

Abbildung 6.6.: Untersuchung energieabhingiger Aufnahmeprozesse der Konjugate PHN-
CR-1 und PHN-CRg/CT-1 (0.043 mg/ml); griin: Fluoreszenzkanal, rot:
Trypanblaufarbung.

Energieabhingigkeit der Internalisierung. Nach Inkubation der Zellen mit den
Konjugaten PHN-CR-1, PHN-CT/CRg-1 und PHN-CRg-2 bei 4°C hat im Vergleich
zum Versuch bei 37°C keine zelluldre Aufnahme stattgefunden, sondern lediglich
eine Adsorption der Konjugate an der extrazelluliren Membran. Diese Beobach-
tungen konnten in FACS-Messungen quantifiziert werden (Abbildung 6.5, 6.6). Ein
vergleichbares Ergebnis wurde nach Inkubation mit den Konjugaten PHN-CR-1 und
PHN-CT/CRg-1 im ED-Medium erhalten (nur CLSM)(Abbildung 6.6). Das Ausblei-
ben der Internalisierung unter energiereduzierten Bedingungen deutete darauf hin,
dass bei der Aufnahme der kationischen Peptid-HPMA-Konjugate energieabhéngige
Prozesse beteiligt sind. Diese Vermutung wurde durch die Lokalisation der Polymere
in Vesikeln, bei denen es sich wahrscheinlich um Endosomen handelt, unterstiitzt.
Damit konnte die Beteiligung direkter Translokationsprozesse ausgeschlossen werden.

Spezifische Endozytosewege. Fiir eine detaillierte Untersuchung der endozyto-
severmittelten Internalisierung wurde die zelluldre Aufnahme von PHN-CR-1 and
PHN-CT/CRg-1 bei gleichzeitiger Inhibierung der einzelnen endozytotischen We-
ge untersucht. Cytochalasin D wurde als unspezifischer Inhibitor fiir aktinbasierte
Endozytose,!46:147] Chlorpromazin als spezifischer Inhibitor fiir clathrinvermittelte
Endozytosel'48l eingesetzt, wihrend in Gegenwart von Nystatin die caveolinvermit-
telte Endocytosemg] inhibiert werden sollte. Die Makropinozytose wurde durch den

4Energy-Depletion Medium, welches aus den beiden Komponenten 2-Desoxyglucose, einem kom-
petitiven Antagonisten der Glukose, und dem Cytochrom-Oxigenase Inhinbitor Natriumazid
besteht
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6.3. Zusammenfassung

Einsatz der beiden Phosphoinositid 3-kinase (PI3K) Inhibitoren Wortmannin und
LY294002'5% untersucht.

Z
o
o
=)
]

i
o
1

204

PHN-CR-1-induzierte
Zellfluoreszenz [a.u.]
PHN-CT/CRg-1-induzierte
Zellfluoreszenz [a.u.]

Abbildung 6.7.: Inhibierung einzelner endozytotischer Wege bei der Aufnahme der Kon-
jugate A) PHN-CR-1 und B) PHN-CT/CRg-1, jeweils 0.14 mg/ml; griin:
Fluoreszenzkanal, rot: Trypanblaufarbung.

Eine reduzierte Aufnahme der beiden Konjugate PHN-CR-1 and PHN-CT/CRg-1
wurde fiir alle genannten Inhibitoren beobachtet, allerdings sind die Unterschiede in
der Wirksamkeit der Inhibitoren nicht signifikant (Abbildung 6.7). Diese Beobach-
tungen deuteten darauf hin, dass kein spezifischer endozytotischer Mechanismus die
zelluldre Aufnahme dominierte, sondern die zur Verfiigung stehenden alternativen
endozytotischen Routen schienen vielmehr den Aufnahmemodus zu bestimmen.

6.3. Zusammenfassung

Zur Darstellung multivalenter, detektierbarer Peptid-Polymerkonjugate, die sich durch
unterschiedliche Oberflichenladungen auszeichnen, wurden N-cysteinylierte Dipeptide
entsprechend geladener Aminosiuren gleichzeitig mit N-cysteinyliertem Fluorescein
in NCL-Reaktionen gekuppelt. Die unterschiedlich geladenen Polymere wurden mit
Konjugaten verglichen, die Nonaarginine als kationische CPPs in Kombination mit
Fluorescein tragen. Das Zetapotential aller Konjugate zeigte keine Linearitéit zwischen
der Oberflichenladung und der Anzahl der potentiellen Ladungen. Dieser Effekt war
besonders ausgepragt beim Vergleich des mit einzelnen Argininen ausgestatteten
Konjugats PHN-CR-1 und des nonaargininbeladenen PHN-CRg-1. Offensichtlich war
nicht jede Guanidingruppe protoniert und trug daher nicht zum Zetapotential bei.

Untersuchungen der Cytotoxizitit aller Monoargininkonjugate auf HeLa-Zellen zeig-
te grundsatzlich nur leichte toxische Effekte im fiir zelluldre Experimente relevanten
Konzentrationsbereich. Im Gegensatz dazu wirkten Nonaargininkonjugate insbeson-
dere bei einer hohen CPP-Beladung, wie z. B. im Fall des Konjugats PHN-CRg-1,
signifikant toxisch auf die behandelten Zellen.
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6. Projekt A: Zelluldre Aufnahme von Peptid-HPMA-Konjugaten

Internalisierungsstudien haben gezeigt, dass fiir eine effiziente zelluldre Aufnahme
positive Ladungen notwendig sind. Die Korrelation der Internalisierung mit den
dazugehorigen Zetapotentialen zeigte allerdings, dass nicht allein das Zetapotential
fiir eine effiziente Aufnahme ausschlaggebend war. CPP-beladene Konjugate, die mit
nur einem oder drei Peptiden ausgestattet waren, wiesen im Vergleich zum PHN-
CR-1 Konjugat mit 19 einzelnen Argininen ein deutlich geringeres Zetapotential
auf. Die Internalisierungen der Mono- und Nonaargininkonjugate waren allerdings
vergleichbar hoch. Daraus konnte geschlossen werden, dass nicht allein die kationischen
Eigenschaften der Guanidine, sondern ebenso ihre Anordnung in Form eines strukturell
definierten Nonapeptids vorteilhaft fiir die zelluldre Aufnahme sind (PHN-CT/CRg-1
und PHN-CRg-2).

Zur Aufklarung des Aufnahmemodus wurde spezifische Inhibitoren eingesetzt,
wobei allerdings keiner der untersuchten Endozytosewege vollstandig inhibiert wurde.
Dementsprechend konnte auf keinen spezifischen Endozytoseweg geschlossen werden.
Das Vorhandensein endosomaler Strukturen und die energieabhingige Internalisierung
deuteten jedoch generell auf Endozytose als Aufnahmemodus hin.

Mit einer exzellenten Biokompatibilidt im Gegensatz zu Nonaargininkonjugaten
und ihrer vergleichbar effizienten zelluldren Aufnahme stellen monoargininbeladende
Konjugate eine Alternative zum toxischen Nonaarginin als CPP dar und wurden
als effizientes Transport-Tool fiir intrazelluldre Untersuchungen von Protein-Protein-
Interaktionen entdeckt.
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7. Projekt B: HPMA-gebundene
MMP-11 Substrate zur
Fritherkennung von Pankreaskrebs

Der Bauchspeicheldriisenkrebs macht nach Angaben der Deutschen Krebsgesellschaft
nur einen Anteil von etwa drei Prozent aller Krebserkrankungen in Deutschland
aus und tritt im Vergleich zu anderen Krebsarten wie Brustkrebs relativ selten auf.
Fiir Betroffene sind die Prognosen allerdings sehr schlecht, da der Pankreaskrebs
aufgrund der schnellen Ausbreitung besonders bosartig und fiir sechs Prozent aller
Krebstodesfiille verantwortlich ist.['5! Das Gefihrliche an diesem Krebs ist, dass
Beschwerden erst im bereits weit fortgeschrittenen Stadium des Wachstums auftreten.
Fiir die Friiherkennung des Pankreaskrebs fehlen charakteristische Symptome und die
entsprechenden diagnostischen Methoden. Bei einer Grofse von 1cm, die typischer-
weise von konventionellen bildgebenden Verfahren abgebildet werden kann, hat der
Bauchspeicheldriisenkrebs bereits Metastasen gebildet.[152]

Dr. Sina Meyer hat sich wiahrend ihrer Promotion mit der Fritherkennung von
Pankreaskrebs beschéftigt und ihre Dissertation zu diesem Thema mit dem Titel:
»,Design, Synthesis, and Evaluation of MMP-11 FRET Substrates for the Early
Detection of Pancreatic Cancer angefertigt.!'>3] Der Fokus ihrer Arbeit lag auf der
Entwicklung peptidbasierter Substrate, die in bildgebenden Verfahren (Imaging)
potentielle Vorldufer des Adenokarzinoms bereits auf Proteinebene in einem frithen
Stadium der Lasion optisch markieren sollten. Das Zielprotein ihrer Substrate war
die Matrix Metalloprotease-11 (MMP-11), die im Rahmen des EU Projektes ,,Novel
molecular diagnostic tools for the prevention and diagnosis of pancreatic cancer
(MolDiag-PaCa) als geeigneter Biomarker fiir Bauchspeicheldriisenkrebs identifiziert
und validiert worden ist.

Matrix Metalloproteasen (MMPs) sind Endopeptidasen, die die extrazelluliare Ma-
trix von Proteinen abbauen und folglich die Metastasierung und Angiogenese des
Tumors erleichtern.['5¥ Die Struktur der MMPs zeichnet sich durch drei charakterisi-
tische Doménen aus i) dem Pro-Peptid, ii) der katalytischen und iii) C-terminalen
Doméne. Typischerweise befindet sich im aktiven Zentrum der katalytischen Doméne
der MMPs ein katalytisches Zinkatom, das durch drei Histidine einer konservierten
Peptidsequenz gebunden wird. Das Enzym befindet sich in seiner inaktiven Form,
wenn der Cysteinrest der Pro-Peptid Doméne durch Koordination an das katalytische
Zink, die Substratspaltung verhindert. Die himopexinartige C-terminale Doméne
hilft dem Enzym bei der Verankerung in der extrazelluldren Matrix oder Zellmem-
bran, bestimmt dariiber hinaus die Substratspezifitit und bildet das Zentrum fiir
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7. Projekt B: Peptid-HPMA-Konjugate in bildgebenden Verfahren

Wechselwirkungen mit TIMPs!.[1%5] MMPs werden typischerweise in der extrazellu-
laren Membran gebildet und aktiviert. Fiir das MMP-11 wurde allerdings gezeigt,
dass eine proMMP-11 Form intrazellular aktiviert und dann erst extrazellular sezer-
niert wird.[*56 Dariiber hinaus wurde sogar eine Isoform des MMP-11 intrazellulir
detektiert, dessen biologische Rolle allerdings noch nicht aufgeklért ist.[157]

Als optische Tracer hat Dr. Sina Meyer peptidische Substrate entwickelt, die von der
Protease MMP-11 erkannt und geschnitten werden. Um den Vorgang des Substrat-
umsatzes zu visualisieren, wurden die Substrate mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen
nach dem Prinzip des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) ausgestattet. FRET
ist ein Prozess der Energieiibertragung, bei dem die Energie des Donor-Farbstoffs
strahlungsfrei auf den Akzeptor-Farbstoff iibertragen wird. Die Intensitat des FRET-
Effektes hingt dabei zum einen vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor ab,
der im Bereich von bis zu 10nm liegt, und zum anderen von der Uberlappung
des Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors.
Dementsprechend wird im Fall eines intakten Substrates die Fluoreszenz aufgrund
der rdumlichen Nédhe gequencht und bei erfolgter Spaltung durch das Enzym mit der
Wellenlénge des Donors emittiert.

Darauf basierend hat Dr. S. Meyer eine Substratbibliothek mit dem FRET-Paar
Fluorescein und 4-(4’-(Dimethylamino)phenylazo)benzoesiure (Dabcyl) synthetisiert.
In Abbildung 7.1 wird am Beispiel SMP124 die typische Struktur der Substrate
veranschaulicht. Fluorescein in orange und Dabcyl als Quencher in rot dargestellt
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Abbildung 7.1.: Generelle Struktur der FRET-Substrate fiir MMP-11.1153]

sind so angeordnet, dass sie in der FRET-entsprechenden raumlichen Nahe sind. Die
drei in blau dargestellten Arginine wirken sich mit ihren hydrophilen Eigenschaften
positiv auf das Losungsverhalten und die Zellgdngikeit der Substrate aus. In griin
ist die MMP-11 Erkennungssequenz dargestellt. Dabei bindet das Methoxybenzyl
(MeOBn)-geschiitzte Cystein wahrscheinlich in die katalytische S’ Unterseite des

tissue inhibitor of metalloproteinases
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7.1. Zielsetzung

Enzyms. Der Sauerstoff der Carbonylgruppe in Peptidposition P1 koordiniert dagegen
das katalytische Zinkion. Die Spaltung der Substrate durch Hydrolyse findet zwischen
P1 und P1’ statt und benétigt dafiir ein Wassermolekiil.

Die Substratbibliothek wurde auf ihre Aktivitdt und Selektivitéit gegeniiber MMP-
11 im Vergleich zu anderen MMPs getestet und lieferte das Substrat SMP124 als
das am besten geeignete FRET-Substrat. Die Aktivitdt von SMP124 wurde dariiber
hinaus in vitro an der humanen Pankreaskarzinomzelllinie MIA PaCa-2 und der
Burstkrebszelllinie MCF-7 erfolgreich validiert.

7.1. Zielsetzung

Die in vivo-Anwendung der MMP-11-Subtrate war allerdings problematisch, da sie
aufgrund des proteolytischen Abbaus tiber die Niere und Galle schnell aus dem Korper
eliminiert wurden.

Probleme der Loslichkeit, Plasmastabilitiat und der Bioverfiigbarkeit konnen wie
bereits in der Einleitung diskutiert durch die Konjugation der Peptide an ein hy-
drophiles, biokompatibles Polymer gelost werden. Der EPR-Effekt? sorgt dariiber
hinaus fiir eine erhéhte Akkumulation der Peptid-Polymerkonjugate im Tumorgewebe
(Kapitel 2.1).

Im Rahmen einer Kooperation mit Dr. S. Meyer sollte daher das biologisch ak-
tivste MMP-11-Substrat SMP124 als Konjugat mit poly(HPMA) als Tragerpolymer
dargestellt werden, um bei der in vivo-Anwendung einen gezielten Transport der
Konjugate und ihren Schutz vor proteolytischem Abbau zu gewéahrleisten. Fluorescein-
markierte Peptid-Polymersubstrate konnten aufgrund der geringen Penetrationstiefe
des Fluoresceins und der Autofluoreszenz des Kérpergewebes ausschliefslich fiir das
endoskopische Fluoreszenzimaging eingesetzt werden.['?3] Um den Substratumsatz
mit einem nichtinvasiven Verfahren in vivo detektieren zu kénnen, sollten die Peptid-
Polymerkonjugate mit einem Near-Infrared Fluorophor (NIRF)? markiert werden
(Abbildung 7.2).

Die im Rahmen dieser Kooperation entstandenen Ergebnisse sind Hauptbestandteil
der genannten Dissertation,!’3 so dass im Folgenden der Schwerpunkt auf der
Entwicklung der Peptid-Polymerkonjugate liegt.

7.2. Konzept zur in vivo-Anwendung peptidischer
MMP-11 Substrate

Die fiir in vivo-Experimente notwendige Polymerkonjugation sollte iiber eine NCL-
Reaktion an das Thioester-HPMA Copolymer PHNS-1 erfolgen. Die urspriingliche
Peptidsequenz des Substrates SMP124 musste dementsprechend N-terminal durch
das fiir die Kupplungsreaktion notwendige Cystein erweitert werden.

2Kapitel 2.1.1
3nahes Infrarot (NIR)
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7. Projekt B: Peptid-HPMA-Konjugate in bildgebenden Verfahren
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Abbildung 7.2.: Anwendung polymerer Substrate in der molekularen Diagnostik.

Die Visualisierung des Substratumsatzes in vivo erforderte dariiber hinaus eine
Modifizierung des FRET-Systems mit NIR-Fluorophoren, um ein nichtinvasives Ima-
ging zu ermoglichen. Als NIR-Fluorophor wurde ein Cyaninfarbstoff verwendet, der
bereits von Bremer et al. als Label in einem MMP-2-Tracer Peptid-Polymerkonjugat
basierend auf poly(Lysin-graft-MPEG?*) eingesetzt wurde.['>® Cyanine zeichnen sich
durch eine grofe Uberlappung ihrer Anregungs-und Emissionspektren aus, was bei
rdumlicher Ndhe im Sinne eines FRET-Effektes in Selbstausloschung resultiert. Diese
Klasse der Fluorophore benotigt keine weiteren Donor- oder Akzeptorfluorophore,
sondern kann bei gegebener raumlicher Ndhe mit sich selbst ein FRET-Paar ausbil-
den. Die Substrat-HPMA-Konjugate sollten mit dem Cyaninfarbstoff NIR797 (Cy 7)
markiert werden, der iiber eine Isothiocyanatfunktionalitit an ein e-Lysinamin des
Peptids kovalent gebunden werden kann.

7.2.1. Synthese NIRF-markierter Substrat-Polymerkonjugate

Im Hinblick auf die beiden notwendigen synthetischen Schritte i) NCL-Reaktion fiir
die Ankniipfung an den polymeren Triager poly(HPMA) und ii) die Kupplung des
isothiocyanatfunktionalisierten Cyaninfluorophors wurde die auf SMP124-basierende
Peptidsequenz entsprechend modifiziert und die Peptide SMP110, SMP137 und
SMP192 synthetisiert (Tabelle 7.1, 1-3). Sie tragen alle ein fiir die Polymerankniipfung
benétigtes N-terminales Cystein und unterscheiden sich zum einen in der Anzahl
der vorhandenen Lysine und zum anderen in der An- bzw. Abwesenheit von drei
Argininen (Tabelle 7.1, 3). Die Lysine sind fiir die Einfiihrung des Cy7 Labels
notwendig, wihrend die zusétzlichen Arginine urspriinglich die Losungseigenschaften
und die Zellgdngigkeit der Substratsequenzen verbessert haben. In Kombination mit
dem hydrophilen poly(HPMA) sind sie allerdings iiberfliissig, so dass mit SMP110
und SMP137 zwei argininlose Varianten des SMP124 dargestellt wurden. Dariiber
hinaus wurde das mit Cy 7 bereits markierte Peptid SMP190 als Fluoreszenzstandard
synthetisiert (Tabelle 7.1, 4) und ein Cy 7-markiertes poly(HPMA) als Kontrolle fiir

4Methoxy-polyethylenglykol (MPEG)
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7.2. Konzept zur in vivo-Anwendung peptidischer MMP-11 Substrate

in vivo-Experimente eingesetzt (Tabelle 7.1, 5). Die Kontrolle wurde durch Kupplung
eines Ethylendiamin-Linkers an ein HPMA-Copolymer und anschliefender Umsetzung
mit NIR797 hergestellt.

Tabelle 7.1.: Verwendete Peptidsequenzen.

Nr. Bezeichnung Peptidsequenz

1 SMP110 H-CGGAANC(MeOBn)RMGGK(NH,)-NH;

2 SMP137 H-CGGK(NH,)GGAANC(MeOBn)RMGGK(NH;)-NH,
3 SMP192 H-CGRRRK(NH2)GGAANC(MeOBn)RMGGK(NH,)-NH»
4 SMP190 Ac-C(MeOBn)RMGGK(Cy7)-NH,?

5  PHN-MA-Et-NH, poly(HPMA-co-MA-NH-CH,-CH,-NH,)?

? Fluoreszenzstandard
b poly(HPMA) ohne Substrat als Kontrolle, MA = Methacrylat

Da die Einfiihrung des Cy 7 Fluorophors an die Lysinamine der jeweiligen Pep-
tidsequenzen an der Festphase nicht erfolgreich war, wurden die Substrate zuerst
iiber NCL-Reaktion and das Thioester-HPMA-Copolymer gekuppelt und in einer
nachgelagerten Reaktion mit NIR797 umgesetzt. Als polymerer Trager wurde das
Thioester-HPMA Copolymer PHNS-1 mit einer Molmasse von M, = 41.0kDa, ei-
nem Polydispersitatsindex von 2.1 und einem Thioester-Anteil von 12 % bzw. einer
Beladung von 0.7 mmol/g eingesetzt. In einer NCL-Reaktion wurde das Copolymer
(10mg/ml) im Phosphatpuffer (100 mM, pH 7.4) gelost und mit 1.5 Aq. des entspre-
chenden Peptids in Anwesenheit von Benzylmercaptan und Thiophenol (1v/v %)
umgesetzt. Die Peptid-Polymerkonjugate wurden nach einer Reaktionszeit von 15h
tiber Gelfiltration und Dialyse (3500 Da cut-off) aufgereinigt. Die genaue Beladung der
Polymerkonjugate mit den jeweiligen Peptiden wurde von der Firma Genazxron durch
gaschromatographische Analyse der hydrolysierten Konjugate bestimmt. Generell
wurden alle Peptid-Polymerkonjugate in sehr guten Ausbeuten von iiber 95 % und
moderaten Peptidbeladungen erhalten (Kupplungseffizienzen von iiber 25 %) (Tabelle
7.2).

Tabelle 7.2.: Substrat-HPMA-Konjugate.

Polymerkonjugate Original-? Peptidbeladung Anzahl Peptide

-bezeichnung [mmol/g] pro Polymer
PHN-SMP110-1 KK299lI 0.14
PHN-SMP137-1 KK244 0.15 8
PHN-SMP192-1 KK252 0.21 12

? Bezeichnung aus Dissertation von Dr. S. Meyer

Im Anschluss wurden die Peptid-Polymerkonjugate mit dem Cyaninfluorophor
NIR797 umgesetzt, wobei im Fall des Konjugats PHN-SMP110-1, welches nur ein
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7. Projekt B: Peptid-HPMA-Konjugate in bildgebenden Verfahren

C-terminales Lysin besitzt, ein einzelnes Cyaninmolekiil pro Peptid und im Fall der
beiden Konjugate PHN-SMP137-1 und PHN-SMP192-1 jeweils zwei Cyaninmolekiile
pro Peptid gekuppelt wurden (zwei Lysine pro Peptid). Der fiir die Visualisierung
bendtigte FRET-Effekt wurde mit diesen einfach und doppelt markierten Konjugaten
auf zwei unterschiedliche Weisen erzeugt. Beim Konjugat PHN-SMP110-1 wurde
die flir den FRET-Effekt relevante rdumliche Nidhe der mit einem Cy 7-Molekiil
markierten Peptid durch ihre multivalente Priasentation am Polymer erlangt. Dieser
von der Polymerankniipfung abhéangige FRET-Effekt wird im Folgenden als Polymer-
FRET-Effekt bezeichnet. Im doppelt markierten Fall wurde aufgrund der Anordnung
von zwei Cy 7-Molekiilen in der Peptidsequenz bereits ohne Polymerkonjugation ein
FRET-Effekt erzeugt. Die Ankniipfung ans Polymer ist fiir den eigentlichen FRET-
Effekt nicht notwendig, kann aber aufgrund der mulitvalenten Prisentation zu seiner
Verstéarkung fiihren. Diese Art von Selbstausléschung ist durch das Peptid selbst
bedingt und wird dementsprechend im Folgenden als Peptid-FRET-Effekt bezeichnet
(Abbildung 7.3).

Ponmer—FRET versus Pepﬂd-FRET
C® MMP-11 Substrat

e

SO3H SO3H
Cy7

Abbildung 7.3.: NIRF-markierte Peptid-Polymerkonjugate — Polymer-FRET bzw. Peptid-
FRET-Effekt.

7.2.2. Charakterisierung der NIRF-Konjugate

Die Beladung der fluorophormarkierten Peptid-Polymerkonjugate mit Cy 7 wurde UV-
spektroskopisch mit der fluorophormarkierten Peptidsequenz SMP190 als Standard
bestimmt (Tabelle 7.1). Dabei wiesen die beiden doppelt-Cy 7-markierten Polymer-
konjugate PHN-SMP192-Cys und PHN-SMP137-1-Cyy zu hohe Beladungen auf.
Insbesondere die Cy 7-Beladung des PHN-SMP192-Cy (KK263) Konjugats war mit
275 % tberproportional hoch (Tabelle 7.3). Trotz mehrerer Dialyse und Gelfiltra-
tionsschritte konnte der iiberschiissige, im Polymer kovalent gebundene oder iiber
adsorptive Wechselwirkungen eingelagerte Fluorophor nicht restlos entfernt werden.
Im Gegensatz dazu wurde fiir das einfach markierte Polymerkonjugat PHN-SMP110-
1-Cy eine quantitative Fluoreszenzbeladung gemessen.[1%3]

Im néchsten Schritt wurden die Fluoreszenzintensitéten der beiden FRET-Systeme
Peptid-FRET- und Polymer-FRET-Effekt in Fluoreszenzmessungen bei der Emissions-
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7.2. Konzept zur in vivo-Anwendung peptidischer MMP-11 Substrate

Tabelle 7.3.: NIRF-Labeling der Substrat-HPMA-Konjugate.

Polymerkonjugate Original-? NIRF- Anzahl FRET
-bezeichnung Beladung [%] Cy7-Molekiile -Bezeichnung

PHN-SMP110-1-Cy ~ SM P 117 99 1 (Polymer-FRET)
PHN-SMP137-1-Cy, KK249 139 2 (Peptid-FRET)
PHN-SMP192-1-Cy, KK263 275 2 (Peptid-FRET)
PHN-MA-Et-NH-Cy? KK241 38 1 (Polymer-FRET)

? Bezeichnung aus Dissertation von Dr. S. Meyer
b poly(HPMA) ohne Substrat als Kontrolle, MA = Methacrylat
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Abbildung 7.4.: Fluoreszenzintensititen der NIRF-markierten Peptid-Polymerkonjugate
bei der Emissionswellenldnge 780 nm vor der Spaltung mit MMP-11.

wellenlinge von 780 nm ermittelt und mit dem NIR-Standard SMP190° ins Verhiltnis
gesetzt. Fiir die beiden doppelt markierten Polymerkonjugate PHN-SMP137-1-Cy
(KK249) und PHN-SMP192-1-Cyy (KK263) wurde eine 12-fache und fiir das einfach
markierte Konjugat PHN-SMP110-1-Cy (SM P 117) und die Kontrolle eine 7-fache
Abnahme der Fluoreszenzintensitit im Vergleich zum NIR-Standard beobachtet. Trotz
der zuvor fiir das Konjugat PHN-SMP192-1-Cyy (KK263) bestimmten zu hohen Fluo-
rophorbeladung, wurde beziiglich des FRET-Effektes kein Unterschied im Vergleich
zu den anderen Konjugaten beobachtet. Das im Uberschuss eingeschlossene Cy 7 hat
dementsprechend keine negativen Auswirkungen auf das FRET-System. Generell, hat
die Bestimmung der FRET-Effizienz gezeigt, dass die Selbstausléschung der Cyanine

530 pM NIR-Standard fiir den Vergleich mit 15 pM doppelt markierten und 15 pM NIR-Standard
fiir den Vergleich mit 15 pM einfach markierten Konjugaten
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7. Projekt B: Peptid-HPMA-Konjugate in bildgebenden Verfahren

in beiden generierten FRET-Systemen funktioniert. Beim direkten Vergleich der
beiden Systeme zeigte das Peptid-FRET System erwartungsgemaéfs ein effizienteres
Quenching.

7.3. In vitro-lmaging von NIRF-markierten
Peptid-Polymerkonjugaten

Die Aktivitéat der polymergebundenen Substrate gegeniiber MMP-11 wurde zunéchst
in Enzym- und in vitro-Assays validiert. In den Zelllinien MIA Paca 2, MCF-7 und
Jurkat als nicht MMP-11 iiberexprimierende Zelllinie wurden die beiden Konjugate
PHN-SMP137-1-Cys (KK249) und PHN-SMP192-1-Cy, (KK263) und die Kontrolle
PHN-MA-Et-NH-Cy (KK241) untersucht. Beide Substrat-Polymerkonjugate sind
zweifach mit Cyanin markiert (Peptid-FRET-Effekt) und unterscheiden sich in der
Anwesenheit von drei N-terminalen Argininen im Konjugat PHN-SMP192-1-Cy,
(KK263).

Ein Vergleich der Peptid-Polymerkonjugate PHN-SMP137-1-Cys (KK249) und
PHN-SMP192-1-Cys (KK263) sollte zeigen, inwieweit die An- oder Abwesenheit der
Arginine den zelluldren Substratumsatz beeinflusst und dariiber hinaus zur zelluldren
Aufnahme der Konjugate beitrégt. Im Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse
zusammengefasst.[1%3]

7.3.1. Umsatzbestimmung auf Zellebene

Der Umsatz der Konjugate PHN-SMP137-1-Cys (KK249) und PHN-SMP192-1-Cy,
(KK263) und der Kontrolle PHN-MA-Et-NH-Cy (KK241) wurde in den Zelllinien
MIA Paca 2, MCF-7 und Jurkat iiber eine Zeit von 10h verfolgt und alle 30 min
aufgezeichnet. Grundsétzlich konnte gezeigt werden, dass die Konjugate als Substrate
in MMP-11 iiberexprimierenden Zellen geschnitten werden, wobei die Umsatzge-
schwindigkeit in MIA Paca-2-Zellen am hochsten war. Dartiber hinaus hatten die im
Konjugat PHN-SMP192-1-Cys (KK263) vorhandenen Arginine keinen Einfluss auf
den Substratumsatz.[1%3]

7.3.2. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Der zuvor im FRET-Assay bestimmte Substratumsatz der Konjugate PHN-SMP137-1-
Cys (KK249) und PHN-SMP192-1-Cys (KK263) und der Kontrolle PHN-MA-Et-NH-
Cy (KK241) wurde mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie nach erfolgter Inkubation
der Zellen MIA Paca-2, MCF-7 und Jurkat mit den Konjugaten optisch verfolgt und
bestétigt.

Ein auffallig grofser Effekt beziiglich der Fluoreszenzintensitit wurde fiir das Konju-
gat PHN-SMP192-1-Cys (KK263) beobachtet. Das argininhaltige Konjugat wurde von
den beiden Zelllinien MIA Paca-2 und MCF-7 sehr gut aufgenommen, intrazellulér
gespalten und zeigte daher eine starke Fluoreszenz (Abbildung 7.5, oben). Bereits die
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7.3. In vitro-Imaging von NIRF-markierten Peptid-Polymerkonjugaten

PHN-SMP192-1-Cy, (KK263)
Hoechst 33342 iy Cy 55 White light -/ "1 =/

PHN-SMP137-1-Cy, (KK249)
Hoechst 33342

K]

PHN-MA-EtAmin-Cy (KK241)
Hoechst 33342 '.:‘ White light

Abbildung 7.5.: MCF-7 Zellen nach Inkubation mit einer 5pM-Losung der Substrat-
Polymerkonjugate.

Anzahl von nur drei Argininen reichte aus, um die Internalisierung des Polymerkonju-
gats zu vermitteln. Ein Einfluss des in diesem Konjugat ungebundenen Fluorophors
auf die zellulare Aufnahme und damit verbunden auf das starke Fluoreszenzsignal
konnte in entsprechend durchgefiihrten Vergleichsexperimenten mit Cy 7 widerlegt
werden.

Das argininlose Substratkonjugat PHN-SMP137-1-Cys (KK249) wurde dagegen
zellular nicht internalisiert und zeigte nur eine geringe membranassoziierte Fluores-
zenz. Nachdem das Substrat geschnitten worden war, blieb es nicht langer an der
extrazelluliren Membran assoziiert, sondern verteilte sich gleichméfig in der Lo-
sung. Dieser Verdiinnungseffekt ist wahrscheinlich fiir die geringe Fluoreszenintensitat
verantwortlich (Abbildung 7.5, mitte). Erwartungsgeméf zeigte die Kontrolle nach
Inkubation der MMP-11 iiberexprimierenden Zelllinien mit KK241 eine vernachlassig-
bare Fluoreszenzintensitit (Abbildung 7.5, unten) und die Vergleichszelllinie Jurkat
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7. Projekt B: Peptid-HPMA-Konjugate in bildgebenden Verfahren

wies in den Experimenten mit den entsprechenden Konjugaten ebenfalls ein kaum
mefsbares Fluoreszenzsignal auf (hier nicht gezeigt).

Generell fiihrten die zelluldren Experimente zu vielversprechenden Ergebnissen, so
dass die Konjugate im néchsten Schritt in vivo getestet wurden.

7.4. In vivo-lmaging von NIRF-markierten
Peptid-Polymerkonjugaten

Zur in vivo-Untersuchung der MMP-11 Aktivitdt wurden MIA Paca-2 Xenograft M&u-
se generiert®. Dazu wurden immunschwachen weiblichen Nacktméusen subkutan” MIA
Paca-2 Zellen (10 x 10° Zellen) in die Brust gespritzt wurden. Die Versuche an Xeno-
graft Mausen wurden 2 bis 3 Wochen nach Injektion durchgefiihrt, wenn der Tumor
eine Grofle von ca. 2 bis 5 mm hatte. Der Substratumsatz in Xenograft Mausen wurde
mit dem nichtinvasiven bildgebenden Verfahren Fluorescence Reflectance Imaging
(FRI) ermittelt, bei dem die Mause von oben oder unten mit einem Halogenstrahler
ausgestattet mit Cy 7 Breitbandfiltern fiir die Anregungs- und Emissionswellenléngen
(730nm ex, 790nm em) bestrahlt. Die emittierten Fluoreszenzsignale werden mit
einer CCD-Kamera aufgezeichnet.

Uber Injektion in den Mausschwanz wurden den Miusen die Konjugate PHN-
SMP137-1-Cyy (KK249), PHN-SMP192-1-Cy, (KK263) und PHN-SMP110-1-Cy
(SMP117) und die Kontrolle PHN-MA-Et-NH-Cy (KK241) verabreicht.['%3 Die Fluo-

48h ag8h 48 h 48h

Durchlicht

PHN-SMP110-1-Cy PHN-SMP137-1-Cy, PHN-SMP192-1-Cy, Kontrolle

Abbildung 7.6.: Verteilung der Peptid-HPMA-Konjugate in Xenograft Mausen 48 h nach
Injektion; roter Kreis: Tumor.

%im Labor von Charles River
Tunter die Haut
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7.5. Zusammenfassung

reszenzsignalstarken im Verhéltnis zum Muskelgewebe wurden in der Zeitspanne von
30min bis 48 Stunden nach der Injektion zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemes-
sen. In Abbildung 7.6 sind die FRI-Abbildungen der M&use dargestellt, in deren
Brustbereich sich der Tumor befindet. Insbesondere 48 h nach Injektion wurde die
stiarkste Differenz zwischen der Signalstédrke des Tumor- zum Muskelgewebesignals
beobachtet. Die Kontrolle KK241 zeigte nach dieser Zeit ein 1.25-fach hoheres Signal
als das Hintergrundsignal des Muskelgewebes, was auf eine geringe Akkumulation im
Tumor deutete. Im Gegensatz dazu wurde fiir die drei Substrat-HPMA-Konjugate
ein 1.4-faches Tumorsignal gemessen und damit eine hohere Lokalkonzentration und
ein dementsprechend stérkeres Fluoreszenzsignal im Tumor. Diese Beobachtung kann
auf den EPR-Effekt zuriickgefiihrt werden, der zur Anreicherung der am Polymer
konjugierten Peptide fiihrt. Im Hinblick auf die unterschiedlichen FRET-Systeme
und die An- und Abwesenheit von Arginin konnten in der Tumoranreicherung und
Signalstérke keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konjugaten festgestellt
werden. Insgesamt konnte in den Experimenten gezeigt werden, dass die Konjugation
der MMP-11-Substrate an poly(HPMA) in einer erhohten Stabilitdt der Substrate
resultierte und in vivo-Studien ermdglichte. Entgegen der Erwartungen fithrte der Um-
satz der makromolekularen Substrate in MIA Paca-2 Xenograft Mausen im Vergleich
zur Kontrolle zu keinem signifikanten Unterschied in der Fluoreszenzsignalstarke.

7.5. Zusammenfassung

Im Rahmen der Kooperation mit Dr. S. Meyer wurden HPMA-basierte Peptid-
Polymerkonjugate dargestellt und in einem nichtinvasiven bildgebenden Verfahren zur
Fritherkennung von Pankreaskrebs eingesetzt. Die von Dr. S. Meyer entwickelten MMP-
11 Substrate wurden zur Verbesserung ihrer Stabilitdt und Bioverfiigbarkeit chemisch
so modifiziert, dass sowohl die Ankniipfung an das poly(HPMA) {iber NCL-Reaktion
als auch die Einfithrung des NIR-Fluorophors Cy 7 iiber eine Isothiocyanatfunktiona-
litdt moglich war. Nach erfolgter Polymerkonjugation und Cy 7-Kupplung wurden
drei Konjugate erhalten, die sich in der Art des FRET-Systems und in der Anwesen-
heit zusétzlicher Arginine unterschieden. Mit der Anzahl gekuppelter Cy 7-Molekiile
wurden die beiden Systeme Polymer-FRET und Peptid-FRET generiert, die jeweils
eine gute FRET-Effizienz zeigten.

Vor der in vivo-Anwendung wurden die Peptid-Polymerkonjugate von Dr. S. Meyer
in Enzymkinetik- und Zellassays als MMP-11 aktive Substrate validiert. In den in
vitro-Versuchen mit den Zelllinien MIA Paca-2 und MCF-7 wurde das argininhaltige
Konjugat PHN-SMP192-1-Cy, (KK263) internalisiert und zeigte durch die lokale
Konzentration des Konjugates eine dementsprechend hohe Fluoreszenintensitét bei
der Substratspaltung. Im Gegensatz dazu wurde das argininlose Konjugat zellulér
nicht aufgenommen, sondern zeigte lediglich eine schwache extrazellulare Membran-
assoziation. Beim extrazelluldaren Substratumsatz dieses Konjugats wurde aufgrund
der Verdiinnung im Medium aufserhalb der Zellen nur ein schwaches Fluoreszenzsignal
beobachtet.
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7. Projekt B: Peptid-HPMA-Konjugate in bildgebenden Verfahren

Experimente an MIA Paca-2 Xenograft Mausen haben fiir alle Peptid-Polymer-
konjugate ein tumorlokalisiertes Fluoreszenzsignal gezeigt, wobei kein Unterschied
zwischen den argininhaltigen und argininlosen Substratkonjugaten und den beiden
FRET-Systemen festgestellt wurde. Die Konjugation der MMP-11-Substrate an
poly(HPMA) resultierte nich nur in einer erhéhten Stabilitat der Substrate in vivo,
sondern fithrte zu einer erhdhten Anreicherung der polymergebundenen Substrate
im Tumor aufgrund des EPR-Effektes. Trotz der geringen Fluoreszenzunterschiede
zwischen den Substratkonjugaten und der Kontrolle zeigen diese Ergebnisse, welches
Potential in den NIRF-basierten HPMA-Konjugate fiir die nichtinvasive Diagnostik
von Pankreaskrebs steckt.
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8. Projekt C: Photoinduzierte
Freisetzung amyloidogener Peptide
in Neuroblastomzellen

Proteine spielen eine wichtige Rolle in vielen zelluldren Prozessen und sind unter
anderem an der Signaltransduktion, der Immunabwehr, der Genexpression und an
Transportprozessen beteiligt.[l Thre jeweilige spezifische Funktion wird dabei durch
die rdumliche Struktur bedingt, die durch die vier Organisationsebenen Primér-
, Sekundar-, Tertiar- und Quartirstruktur beschrieben wird. Als Primé&rstruktur
wird die Aminoséaureabfolge bezeichnet, wahrend sich die Sekundérstruktur auf die
riumliche Anordnung von Aminoséurenresten bezieht.['*] Als Folge von Wasserstofi-
briickenbindungen und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen nahe beieinander
liegenden Aminoséureresten der linearen Sequenz werden Sekundérstrukturen wie
a-Helices, p-Faltblétter, 5-Schleifen oder ungeordnete Randcom-Coil-Strukturen aus-
gebildet. Die der Sekundarstruktur iibergeordnete Tertidrstruktur wird von kovalenten
(Disulfidbriicken) und nichtkovalenten Bindungen zwischen weit voneinander ent-
fernten Aminoséureresten innerhalb einer linearen Sequenz stabilisiert. Besteht ein
Protein aus mehreren Untereinheiten, wird ihre rdumliche Anordnung durch die
Quartarstruktur beschrieben.

Beim Prozess der Proteinfaltung kénnen Fehlfaltungen auftreten, die zum Verlust
der Funktion der Proteine und zu ihrem Abbau in der Zelle iiber das Ubiquitin-
Proteasom-System fiihren. Bedingt durch genetische Faktoren, Anderung der Umge-
bungsbedingungen als auch durch Wechselwirkung mit anderen Proteinen kénnen diese
auch aus ihrem nativen Zustand teilweise entfalten, was eine Fehlfaltung und darauf
folgende Aggregation zu sehr stabilen amyloiden Fibrillen erméglicht. Diese Aggregate
zeigen einen enorme Stabilitéit gegeniiber Abbaumechanismen des Proteasoms. 160

Eine Reihe neurodegenerativer Krankheiten u.a. Alzheimer und Parkinson ist
auf die Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen zuriickzufiihren. Die Erkran-
kungen werden zwar von verschiedenen Proteinen ausgel6st, die keine sequentielle
oder strukturelle Homologie aufweisen, die dabei gebildeten Aggregate besitzen
aber auf molekularer Ebene charakteristische Gemeinsamkeiten.'®1 Sie bestehen
aus unloslichen, hoch geordneten Strukturen, den sogenannten Amyloidfibrillen, de-
ren Sekundarstruktur einen hohen [S-Faltblattanteil aufweist. Die Assemblierung
einer Vielzahl solcher Amyloidfibrillen ergibt die Amyloidablagerungen, die auch als
Amyloid-Plaques bezeichnet werden (Abbildung 8.1).

'Urheber der Abbildung ist C. Soto.*! Diese Abbildung wird verwendet mit Erlaubnis der
Macmillan Publishers Ltd: (C) 2003 Nature Reviews
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Strul;tur. der
Ablagerungen

£
avt i’

Alzheimer Plague

Abbildung 8.1.: links) zerebrale Amyloidablagerungen in einem Gewebeschnitt einer Alz-
heimer Erkrankung, rechts) Elektronenmikroskopieaufnahme der Ablage-
rungen.’

Der Mechanismus der Amyloidbildung ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem teilweise
entfaltete oder lokal mifsgefaltete Proteine oder Peptide zunéachst instabile aber 16sliche
Aggregate (préfibrillare Oligomere) bilden, die ihrerseits fibrillenartige Aggregate
ausbilden (Protofibrillen) und schlieRlich zu Amyloidfibrillen assemblieren.['%! Der
genaue Zusammenhang zwischen Erkrankung und Amyloidablagerungen ist noch nicht
vollstdndig aufgeklart. Wahrend in der Vergangenheit ausschliefslich die Amyloide an
sich fiir die Toxizitat verantwortlich gemacht wurden, sind inzwischen die 16slichen
prifibrilliren Oligomere in den Fokus der aktuellen Forschung geriickt.['62 Abgesehen
von der detaillierten Aufklarung der mechanistischen Zusammenhénge, werden trotz
liickenhafter Kenntnisse Strategien zur Inhibierung der Proteinaggregation entwickelt,
die sich durchaus als vielversprechend herausgestellt und ihrerseits einen Beitrag
zur Aufklarung der Amyloidbildung geleistet haben. An dieser Stelle wird auf den
Review von Hérd und Lendel verwiesen, der eine Ubersicht iiber die verschiedenen
Herangehensweisen der Inhibierung von Amyloidaggregation und den Stand der
Forschung gibt.[163]

Eine fiir diese Arbeit interessante Strategie der Amyloidinhibierung ist der Einsatz
peptidischer Inhibitoren. Generell orientiert sich die Entwicklung peptidbasierter
Inhibitoren typischerweise an der amyloidogenen Peptidsequenz des zu inhibierenden
Proteins, bei der davon ausgegangen werden kann, dass sie per se sich selbst bindet.
Die Wirkungsweise peptidischer Inhibitoren basiert darauf, an das Riickrat des (-
Faltblattes zu binden und so die weitere Anlagerung peptidischer Monomere oder
Oligomere zu verhindern. Die Folge dieser Strategie ist allerdings, dass die Inhibierung
der Fibrillenbildung eine Konzentrationserh6hung der prafibrillaren Oligomere nach
sich zieht, die im Verdacht stehen, selbst toxisch zu sein.['62] Ein weiterer Nachteil
dieser Peptide ist, dass sie teilweise selbst Amyloidfibrillen ausbilden.['83 Aufgrund
der Tatsache, dass die meisten Amyloide abhéngig von den Umgebungsbedingungen
a-helikale Strukturen in ihrer nativen Form enthalten,'®¥ wurde die Stabilisierung
dieser a-helikalen Konformation als Inhibitorstrategie vorgeschlagen.!16l
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8.1. Zielsetzung

8.1. Zielsetzung

Mit der Erforschung der a-Helix stabilisierenden Peptide und deren Wirkungsweise
beschéftigt sich u.a. der Arbeitskreis von Prof. Koksch an der Freien Universitét
Berlin. Um die Ligand-Protein-Interaktionen unterschiedlicher Inhibitorstrategien auf
molekularer Ebene besser aufkliaren zu konnen, haben sie amyloidogene Modellpeptide
als weniger komplexe Stellverteter der Proteine entwickelt. Diese Modellpeptide sind
aus 26 Aminosiuren aufgebaut und weisen ein sogenanntes Heptadenmuster! auf,
welches fiir Coiled-Coil Strukturen charakteristisch ist. Coiled-Coil als stabile und
lineare Doméne wird aus mindestens zwei a-Helices aufgebaut, die wiederum zu einer
Helix mit groRerem Radius gewunden sind (Superhelix).[166:167]

Fiir den bereits erwdhnten Ansatz, die Amyloidbildung durch die Stabilisierung
der a-helikalen Konformation zu inhibieren, entwickelten Brandenburg et al. ein
idealisiertes helikales Peptid VW01 als Inhibitorpeptid.l'68 Dessen Wirkung wurde
am idealisierten amyloidbildenden Modellpeptid VW18 untersucht. Die Sequenzen
beider Peptide, sowohl die des Amyloid- als auch die des Inhibitorpeptids, basieren auf
bekannten a-helikalen Coiled-Coil-bildenden Heptadenmotiven, die durch hydrophobe
Wechselwirkungen entsprechender Aminosduren an den Positionen a und d eines
Heptadenabschnitts stabilisiert werden. Sie unterscheiden sich lediglich in den drei
Positionen b, ¢ und f, in denen die polaren Reste jeweils gegen Valin ausgetauscht
wurden, das fiir die amyloidbildenden Eigenschaften des VW18-Peptids verantwortlich
ist (Abbildung 8.2).
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Abbildung 8.2.: Heptadenmuster einer Helix des VW18 und VW01 Peptids.?

Brandenburg et al. bestimmten zunéchst die jeweils zu erwartenden Konformationen

lein sieben Aminosduren umfassender Abschnitt einer Helix

2Diese Abbildung wurde von Dr. E. Brandenburg zur Verfiigung gestellt
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von VW18 und VW01 durch Messung von Circulardichroismus-Spektren (CD)? und
bewiesen dariiber hinaus in einem Thioflavin-Fluoreszenz-Assay,[1% dass das VW18
Modellpeptid nach einer Inkubationszeit von 15 Stunden bei einem pH-Wert von 7.4
Amyloidfibrillen ausbildet. In einer ausfiihrlichen Studie haben sie die inhibitorische
Aktivitat des a-helikalen Peptids VW01 untersucht und konnten zeigen, dass die
Amyloidbildung des Peptids VW18 in Gegenwart des Inhibitors VW01 unterdriickt
wurde, indem das Modellpeptid durch kooperative Faltung in einer heteromer helikalen
Konformation verblieb. Diese Peptid-Komplexe haben sich sogar bei Zugabe von
Nukleationskeimen in Form von amyloiden Fibrillfragmenten zur Beschleunigung
der Amyloidbildung als sehr stabil erwiesen. Dariiber hinaus war der Coiled-Coil-
basierte Inhibitor sogar in der Lage, bereits bestehende fibrillenartige Strukturen
aufzulosen.168]

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen erahnen, welches Potential Coiled-Coil Pep-
tide besitzen, die in der Lage sind, starke helikale Komplexe mit amyloidogenen
Gegenspielern auszubilden.

Im Zuge einer Kooperation mit Dr. E. Brandenburg sollte untersucht werden,
inwieweit das Peptid VW18 auch in einer nativen Umgebung ein realistisches Modell
fiir natiirliche amyloidbildende Proteine darstellt. Da sich die bisherigen Arbeiten
auf die Erforschung der Modellpeptide und ihrer Inhibierung auferhalb von lebenden
Systemen beschrankten, war das Ziel der Kooperation, das Verhalten und die Wir-
kung des Modellpeptids VW18 in Zellen zu studieren. Daraus ergaben sich folgende
Projektpunkte:

e Entwicklung eines Systems zur Vermittelung der zelluldren Aufnahme auf Basis
von poly(HPMA)

e Transport und intrazelluldre Freisetzung des Modellpeptids

e Untersuchung des intrazelluldren Verhaltens und Wirkung auf neuronale Zellen

8.2. Konzept

Um das Verhalten des amyloidogenen Peptids in einer zelluldren Umgebung untersu-
chen zu konnen, sollte das Peptid VW18 an das biokompatible Polymer poly(HPMA)
gekuppelt werden. Die Polymerkonjugation sollte dabei nicht nur die zelluldre Auf-
nahme und den Schutz vor proteolytischem Abbau sicherstellen, sondern gleichzeitig
eine Freisetzung des Modellpeptids am Wirkort ermdoglichen.

Die auf dem Gebiet der Polymertherapeutika {iblicherweise eingesetzten spaltbaren
Linkersysteme enthalten beispielsweise saurelabile Hydrazongruppen, die aufgrund des
signifikant niedrigeren pH-Wertes im Tumorgewebe, in Endosomen und Lysosomen
gespalten werden. Dariiber hinaus werden enzymatisch spaltbare Linker verwendet,
die z. B. esterasespaltbare Estergruppen enthalten oder eine vom lysosomalen En-
zym Cathepsin B spaltbare Peptidsequenz (Gly-Phe-Leu-Gly). Trifft eines dieser

3sieche Kapitel 11.5.2
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Linkersystem auf entsprechende Bedingungen in der zelluliren Umgebung, wird der
transportierte Wirkstoff durch Spaltung des Linkers freigesetzt.

Fiir die Erforschung physiologischer Vorgénge werden dagegen Linkersysteme be-
notigt, die eine kontrollierte Freisetzung zu einem bestimmten Zeitpunkt an einem
bestimmten Ort ermoglichen. Typischerweise werden dafiir photospaltbare Molekiile
eingesetzt, die als photolabile Schutzgruppen das biologisch aktive Molekiil durch
kovalente Bindung in eine inaktive Form eine sogenannte caged-Verbindung iiber-
fithren. Die photochemische Spaltung (uncaging) der Verbindung setzt dann das
eigentliche Biomolekiil wieder frei. Ideale photolysierbare Gruppen sollten sich durch
eine hohe Wiedergewinnungsrate und eine hohe Photolysegeschwindigkeit bei fiir
Zellen akzeptablen Wellenldngen auszeichnen. Dariiber hinaus sollten die bei der
Photolyse gebildeten Produkte zu keinen unerwiinschten Nebenreaktion fithren oder
toxisch sein.[170]

Es existiert eine Reihe ganz unterschiedlicher Gruppen, die fiir die Herstellung von
caged-Verbindungen geeignet sind.'7 Cumarinderivate erfiillen aber die meisten der
zuvor genannten Kriterien. Die Fluoreszenzeigenschaften der Cumarinsysteme werden
hauptsachlich vom pH-Wert des Mediums und den Substituenten am Cumaringe-
riist beeinflusst. Eine Erniedrigung des pK,-Wertes der phenolischen OH-Gruppe
an Position 7 sollte den Fluoreszenz- bzw. Absorptionsbereich zu physiologischen
pH-Werten hin verschieben. Adamczyk et al. gelang dies durch die Einfithrung eines
Aminomethylsubstituenten in Position 8 diverser Cumarinderivate.l!”!l Die Fihigkeit
der Aminomethylgruppe intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zur pheno-
lischen OH-Gruppe auszubilden, fiihrt zu einer Erniedrigung des pk,-Wertes und
ermoglicht so die photolytische Freisetzung der Biomolekiile auch bei niedrigeren
pH-Werten, wie sie z.B. in Endosomen herrschen. Die von Adamczyk et al. beschrie-
bene Mannich-basierte Reaktion wurde von Hagen et al. auf das von Furuta et al.
beschriebene (6-Brom-7-hydroxy-4-hydroxymethyl)cumarinderivate (Bhc) angewendet
und ermoglichte einen Zugang zu flexibel modifizierbaren Cumarinsystemen mit fiir
biologische Anwendungen optimalen photochemischen Eigenschaften.[172173]

Ol ———— NHX Modellpeptid OH
Caging
Lys
Br N ¥

NH
HO (6]
H Aminoalkylierung X = Fmoc, Fluorophor
NHz
HN__O

0]

PN NCL NH,
HPMA-Copolymer ~~ "SR ——— SH

Abbildung 8.3.: Synthesekonzept zur Darstellung von caged-Peptid-HPMA-Konjugaten.
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8. Projekt C: Intrazellulare Freisetzung amyloidogener Peptide

Vor diesem Hintergrund sollte das Bhc chemisch in dem Sinne modifiziert werden,
dass es nicht nur das Modellpeptid als photoaktivierbare Gruppe schiitzt, sondern
gleichzeitig als Linker eine kovalente Bindung der caged-Verbindung an das po-
ly(HPMA) ermoglicht. Dabei sollte die Ankniipfung der photolabilen Gruppe an das
Peptid {iber eine Carbamatfunktionalitit erfolgen, die das freie Amin eines Lysins und
die Hydroxyl-Gruppe des Cumarins verbindet. Die Einfiithrung eines cysteinylierten
Linkers an Position 8 des Cumarinderivates sollte schlieflich die Kupplung des caged-
Peptids iiber eine NCL-Reaktion an das Thioester-funktionalisierte HPMA-Copolymer
ermoglichen (Abbildung 8.3).

Das Prinzip der lichtinduzierten Spaltung der photolabilen Schutzgruppe schafft so
die Moglichkeit, abhéngig von der biologischen Fragestellung iiber das Wo und Wann
der Peptidfreisetzung vom Polymer-Linker-System frei zu entscheiden.

8.3. Synthese eines cysteinylierten Cumarinderivates

Retrosynthetisch betrachtet sollte das tetramethylrhodaminmarkierte Peptid-Cu-
marinkonjugat 14, in welchem das Peptid iiber eine photolabile Carbamatgruppe
kovalent gebunden ist, iiber Kupplung des zuvor aktivierten Cumarinderivates 15
an die freie Amingruppe des Lysin 9 des VW18-Peptids am Wang-Harz erhalten
werden. Cumarin 15 wurde durch Kupplung des Boc- und Trityl-geschiitzten Cysteins
an das freie Amin des Cumarinderivates 16 generiert, welches wiederum in einer
Mannich-Reaktion des Boc-geschiitzten Ethylendiamins mit Bhc und Formaldehyd
synthetisiert wurde (Abbildung 8.4). Das Ausgangsmolekiil Bhc wurde dankend von
Dr. J. Schaal und Frau Dekowski aus der Arbeitsgruppe von Dr. V. Hagen erhalten.

8.3.1. Darstellung von N-Boc-N’-(Bhcm)-ethylendiamin

Die Einfiihrung des Alkyllinkers in das Cumarinderivat Bhc erfolgte in einer man-
nichanalogen Reaktion, bei der eine Aminoalkylierung an Position 8 des Bhc mit
Paraformaldehyd und N-Boc-Ethylendiamin durchgefiihrt wurde. Im ersten Schritt
bildete sich bei der Umsetzung von Paraformaldehyd und N-Boc-Ethylendiamin ein
Iminiumion 17, welches mit Bhc zum entsprechenden aminomethylierten N-Boc-N'-
(6-Brom-7-hydroxy-4-hydroxymethyl-cumarin-8-yl-methyl)ethylendiamin (N-Boc-N’-
(Bhem)-ethylendiamin 16) in einer guten Ausbeute von 52 % reagierte (Abbildung
8.5).

8.3.2. Cystein-Kupplung an N-(Bhcm)-ethylendiamin

Das fiir die NCL-Reaktion benétigte Cystein sollte nach erfolgter Boc-Entschiitzung
an das freie Amin des Bhcm-Derivates 16 gekuppelt werden. Die Amidbindungsbil-
dung erfolgte iiber eine nukleophile Substitutionsreaktion an der Carboxylgruppe des
Cysteins, die einerseits in situ durch Zugabe typischer Peptidkupplungsreagenzien wie
i) DIC und HOBt und ii) HATU und Collidin aktiviert wurde (Abbildung 8.6, 2a,b).
Andererseits wurden das N-hydroxysuccinimid- (Boc-Cys(Trt)-OSu) 19 und das
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Abbildung 8.4.: Retrosynthese zur Darstellung eines cysteinylierten Cumarinderivates.

pentafluorphenolaktivierte Cystein (Boc-Cys(Trt)-OPfp) 20 (Abbildung 8.6, 2¢,d) in
Gegenwart einer Base mit dem freien Amin des Bhem 16 umgesetzt. Die dafiir bend-
tigten Aktivester 19 und 20 wurden durch Kupplung des N-Hydroxysuccinimids!*74
bzw. des Pentafluorphenols an Cystein in guten Ausbeuten erhalten (Abbildung 8.7).
In allen vier Ansédtzen wurde die Bildung des cysteinylierten Bhc 18 beobachtet.
Allerdings begiinstigte die in situ Aktivierung der Carbonsédure unter den Bedin-
gungen von 2a und b gleichzeitig die Bildung eines unpolaren Nebenproduktes mit
der Masse m/z = 973, das nicht eindeutig identifiziert werden konnte. Da es fiir
beide Reaktionen identisch war, musste es unabhéingig vom verwendeten Aktivie-
rungsreagenz gebildet worden sein. Das gewiinschte Cumarinprodukt 18 wurde im
Fall 2a lediglich in sehr geringen Mengen und schlechter Reinheit isoliert. Im Fall
der HATU-vermittelten Reaktion 2b lagen Produkt und Nebenprodukt in einem
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HO
lT' Br
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Abbildung 8.5.: Darstellung von N-Boc-N’-(Bhcem)-ethylendiamin 16.
HO HO
B Br
' X 1) TFA/DCM = 1/1 X
HO 0o -0 2a) Boc-Cys(Trt)-OH, DIC, HOBt, DIPEA HO o” "0
16 18
HN 2b) Boc-Cys(Trt)-OH, HATU, Collidin HN
2c) Boc-Cys(Trt)-OSu (19), DIPEA
NHBoc 2d) Boc-Cys(Trt)-OPfp (20), DIPEA Oj\;NH
BocHN™ ST
2c: 16 %
2d: 51 %

Abbildung 8.6.: Amidkupplung des Cysteins an 16.

Verhéaltnis von 1:1 vor, so dass auf eine Aufarbeitung verzichtet wurde. Im Gegensatz
dazu lieferten die Reaktionen 2¢ und d mit den beiden Aktivestern des Cysteins jeweils
das gewlinschte Produkt ohne das Auftreten des zuvor erwdhnten Nebenproduktes.
Dabei wurde bei der Umsetzung mit pentafluorphenolaktiviertem Cystein 20 im
Vergleich zum N-hydroxysuccinimidaktivierten Analogon 19 mit 51 % die bessere
Ausbeute erhalten. Generell haben Aktivester gegeniiber Aktvierungsreagenzien zur
in situ Aktivierung Vorteile beziiglich der Aufarbeitung und Aufreinigung der Pro-
dukte. Typische Peptidkupplungsreagenzien konnen bei der Festphasensynthese durch
Waschzyklen einfach vom Harz abgetrennt werden. Bei Reaktionen in Losung ist die
Abtrennung der Kupplungsreagenzien und ihrer Abbauprodukte oft problematisch
und resultiert haufig in verunreinigten Produkten, wie es bei den in situ-aktivierten
Reaktionen 2a und b der Fall war. Aufgrund der héheren Ausbeute und Reinheit des
gewlinschten Produktes 18 wurde die Cysteinylierung des Bhecm-Derivates 16 mit
dem Pentafluorphenolaktivester 20 nach Methode 2d durchgefiihrt.
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Abbildung 8.7.: Darstellung der Cystein-Aktivester 19 und 20.

8.3.3. Acetylierung der freien Aminogruppe

Vor der eigentlichen Anwendung des cysteinylierten Bhem-Derivates 18 als photoly-
sierbare Gruppe in caged Verbindungen wurde das interne sekundére Amin in einer
Reaktion mit Pentafluorphenylacetat als Acetat geschiitzt (Abbildung 8.8).

Kisfaludy et al. haben im Jahr 1979 Pentafluorphenylacetat als neues Acetylierungs-
reagenz fir die Schiitzung von Aminen und Alkoholen unter milden Bedingungen
beschrieben. In Abwesenheit einer Base werden bei der Reaktion von Pentafluorphe-
nylacetat und Aminoalkoholen in DMF ausschlieflich primére und sekundére Amine
acetyliert. Fiir die Acetylierung von Alkoholen ist die Anwesenheit einer Base wie z. B.
Triethylamin (TEA) notwendig. Die hohe Selektivitidt der Acetylierung ergibt sich aus
der unterschiedlichen Reaktivitdt des Aktivesters gegeniiber Aminen und Alkoholen
und fithrt zur N-Acetylierung in Abwesenheit und N,O-Diacetylierung in Anwesenheit
von TEA '] Dementsprechend lieferte die Schiitzung des Cumarinderivates 18 mit
Pentafluorphenylacetat in DMF ausschliefslich das N-acetylierte Produkt 15 in guten
Ausbeuten von 75 %.

F

OH o F O OH
3 Aq. E E 0
Br X I Br X
.Ac
H

NH N

HN N.

~

Cys(Trt)-Boc Cys(Trt)-Boc
18 15

Abbildung 8.8.: N-Acetylierung des Cumarinderivates 18
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8. Projekt C: Intrazellulare Freisetzung amyloidogener Peptide

Das photolysierbare Cumarinderivat 15 wurde in insgesamt vier Stufen von der
Mannich-Reaktion, iiber die sich anschliefende Boc-Entschiitzung und Kupplung
des Cysteins, bis hin zur Acetylierung des internen sekundéren Amins in einer
Gesamtausbeute von 15.4% erhalten. Mit seiner freien Hydroxygruppe und der
eingefithrten Aminosédure Cystein sollte 15 als photospaltbarer Linker zur Darstellung
von Peptid-Polymerkonjugaten iiber die NCL-Reaktion geeignet sein.

8.4. Vorversuche zur Einfithrung photolabiler Gruppen

Die Ankniipfung des Modellpeptids VW18 an die Cumaringruppe sollte am freien
Amin der Lysin-Seitenkette an Position 9 der VW18 Peptidsequenz erfolgen. Dabei
sollte die freie Amingruppe mit einem aktivierten Cumarinderivat zu einer caged
Verbindung umgesetzt werden, in der eine photolabile Carbamatfunktionalitét das
bioaktive Molekiil und die photolysierbare Gruppe verbindet.

8.4.1. Testaktivierungen mit Bhc als Modellsubstanz

Die Aktivierung cumarinbasierter Systeme wurde zunéchst in einer Reihe von Test-
versuchen am Ausgangscumarin Bhce mit drei verschiedenen Aktivierungsreagenzien
durchgefiihrt, um das bestmogliche Zusammenspiel zwischen Cumarinaktivierung und
-kupplung zur finalen caged-Verbindung zu finden (Abbildung 8.9)*. Bhc wurde mit Di-
succinimidcarbonat (DSC) in Gegenwart der Base TEA und in trockenem THF durch-
gefiihrt. Nach einer Reaktionszeit von 4 h wurde das Bhc laut UV-Chromatogramm
und Massenspektrometrie der LC-Q mit einem Umsatz von 90 % in das entspechende
Succinimidcarbonat 21 iiberfithrt. Eine vergleichbar erfolgreiche Aktivierung lieferte
die Testreaktion von Bhc mit Carbonyldiimidazol (CDI) in DMF zu 23. Der Umsatz
betrug nach 4 h allerdings nur 64 % und konnte auch durch eine Verlangerung der
Reaktionszeit nicht gesteigert werden. Eine weitere Testreaktion wurde mit dem Akti-
vierungsreagenz 1-Chlorameisenséure-4-nitrophenol (CNP) mit DIPEA in trockenem
THF durchgefiihrt, bei der das Bhc zwar zu 94 % umgesetzt wurde, aber mehrere
nicht eindeutig zu identifizierende Nebenprodukte lieferte. Das gewiinschte Aktivie-
rungsprodukt 22 konnte nicht eindeutig identifiziert werden, da das Massenspektrum
zur UV-Spur nicht die gesuchte Produktmasse enthielt. Die Aktivester des Cumarins
Bhe 21, 22 und 23 aller drei Testreaktionen wurden nicht isoliert, sondern in situ
fiir Testkupplungen am Harz eingesetzt.

8.4.2. Testkupplung des Peptids VW18 an das aktivierte Bhc

Die Schiitzung bzw. das caging des VW18-Modellpeptids mit den zuvor aktivierten
Cumarinderivaten 21, 22 und 23 als photolabile Schutzgruppe wurde in einer Fest-
phasenreaktion am Harz durchgefiihrt (Abbildung 8.10). Dr. E. Brandenburg hat das
dafiir benotigte Modellpeptid VW18 wie bereits in der Literatur beschrieben durch

4Chromatogramme und Massenspektren zu den Reaktionen siehe Anhang Abbildung A.21, A.22,
A.23

76



8.4. Vorversuche zur Einfiihrung photolabiler Gruppen

200 © NO2
90 % Umsatz

0.0

Y
o)

Br

Br X

2 Aq. DIPEA, abs. THF
HO 0o HO™ ™7p,0" "0
94 % Umsatz
Produktmasse nicht gefunden

HO Oo” "0
23

64 % Umsatz

Abbildung 8.9.: Testaktivierungen mit Bhs als Modellsubstanz.

Festphasensynthese am Wang-Harz ohne zusitzliche Fluorophore synthetisiert'68]

und hat dariiber hinaus die Schutzgruppe des Lysins in Position 9 gegen eine 4-
Methyltrityl (Mtt)-Schutzgruppe ausgetauscht. Mtt am e-Amin des Lysins ist eine
stark sdurelabile Gruppe und kann dementsprechend orthogonal zu den restlichen
im Peptid vorhandenen Schutzgruppen mit einer 1 %-igen TFA-Losung abgespalten
werden.[176]

Nach erfolgter Mtt-Entschiitzung wurde das Harz in Testreaktionen mit den zuvor
in situ erzeugten aktivierten Cumarinen 21, 22 und 23 umgesetzt. Dazu wurden
im Fall der Succinimidcarbonat- und 4-Nitrophenylcarbonatderivate 21 und 22
das Losungsmittel THF unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
trockenem DCM aufgenommen, mit DIPEA als Base versetzt und auf eine Testmenge
an Harz gegeben. Zum Imidazolcarbamatderivat 23 wurde lediglich DIPEA zugegeben
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VW18-K9(Mtt)-O = LKVELEKLK(Mtt)SELVVLKSELEKLKSEL-Wang-Harz
vollsténdig geschitztes Peptid

Abbildung 8.10.: Testkupplung des Peptids VW18 an die aktivierten Bhec-Derivate 21, 22
und 23.

und die DMF-Losung direkt auf das Harz gegeben. Nach einer Reaktionszeit von drei
Stunden wurde das Harz gewaschen, die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe entfernt
und das cumaringeschiitzte Peptid 24 mit einer Abspaltlésung vom Harz abgespalten
(Abbildung 8.10). Nach erfolgter Charakterisierung der erhaltenen Niederschldge mit
hochauflésender Massenspektrometrie wurde in der Reaktionslosung ausschlielich das
gewiinschte caged-VW18-Peptid 24 detektiert, die mit succinimidcarbonataktiviertem
Cumarin 21 durchgefiihrt worden war (Analytik sieche Anhang, Abbildung A.24). DSC
hat sich damit sowohl fiir die Aktivierung als auch fiir die anschlieffende Kupplung
an das e-Amin des Lysin 9 des Peptids VW18 am Wang-Harz als das Reagenz der
Wahl herausgestellt.

8.4.3. Testabspaltung zur Peptidfreisetzung

Im letzten Schritt der Testreihe sollte die UV-Licht-induzierte Freisetzung des Peptids
VW18 von der Cumarinverbindung caged-VW18 24 iiberpriift werden (Abbildung
8.11).

In der Gruppe von Dr. Hagen wurde fiir die UV-Licht-induzierte Abspaltung ein Sy1-
Mechanismus (16sungsmittelvermittelte Photoheterolyse) vorgeschlagen.[173:177:178] Bej
Bestrahlung mit UV-Licht bilden sich demnach zunéchst Ionenpaare als Intermediate,
aus denen in einer nachgelagerten Decarboxylierungsreaktion der Carbonat- oder
Carbamat-Zwischenstufe die Biomolekiile generiert werden (Abbildung 8.11). Gleich-
zeitig bildet sich bei dieser Reaktion das Cumarin Bhc als photolysierbare Gruppe
zuriick. Der vorgeschlagene Mechanismus wurde durch die Beobachtungen bestétigt,
dass die Entschiitzungen in polar-protischen Losungsmitteln (wéssrige Puffersysteme)
deutlich effizienter verlaufen als in unpolaren. Dariiber hinaus wurde in weiterfiih-
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Abbildung 8.11.: Photochemische Freisetzung und mechanistische Betrachtung.

renden Untersuchungen festgestellt, dass der erste Schritt der lonenpaarbildung sehr
schnell ist, wohingegen die Decarboxylierung den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt darstellt.

Die Freisetzung des VW18-Peptids erfolgte durch Bestrahlung des caged-VW18-
Peptids 24 mit UV-Licht der Wellenldnge 360 nm in einer Mischung aus Wasser und
Acetonitril (HoO/ACN 1:1). Nach einer Bestrahlungszeit von einer Minute konnten
im UV-Chromatogramm und im Massenspektrometer sowohl das bereits ungeschiitzte
als auch noch teilweise geschiitztes VW18-Peptid detektiert werden. Nach einer
Bestrahlungszeit von 2.5 min wurde lediglich das freie Peptid VW18 beobachtet
(Analytik siche Anhang, Abbildung A.25).

Mit diesem Proof-of-Principle-Experiment wurde gezeigt, dass die photochemische
Abspaltung der Cumaringruppe und damit die Freisetzung des Zielmolekiils VW18
nach einer kurzen Bestrahlungszeit schnell und effizient ablauft. Das Bhc-basierte
System zeigte daher optimale Voraussetzungen fiir eine schnelle und kontrollierte
Abgabe der Peptide im Cytoplasma einer Zelle.

8.5. Amyloidogene Peptid-HPMA-Konjugate

8.5.1. Auswirkungen der Fluorophormarkierung des Modellpeptids
VW18 auf dessen Sekundarstruktur

Fluoreszenzmarkierung

Im Hinblick auf die spatere Anwendung des Modellpeptids VW18 in Zellexperimenten
hat Dr. E. Brandenburg das VW18-Peptid am Wang-Harz mit einem Rhodaminderivat
als Fluoreszenzmarker modifiziert. Das Fluoreszenzlabel ermoglicht die intrazelluldre
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Lokalisation und Verfolgung des Peptids nach dessen Freisetzung vom polymeren
Tréger poly(HPMA). Dazu wurde der Fmoc-entschiitzte N-Terminus der VW18 Pep-

FmOC\H/\/\/\[(OH + NHz'VW18'O

1) Peptidkupplungs-
bedingungen

2) Fmoc-Entschiitzung

3) 5-(6)-TAMRA, 1.9 Aq. HATU,
DIPEA

O

MNHz-vwm-O
)
~

= TAMRA-VW18

VW18 = LKVELEKLKSELVVLKSELEKLKSEL
vollstédndig geschitzt

ZT

Abbildung 8.12.: Labeling des Modellpeptids VW18 mit dem Fluorophor TAMRA.

tidsequenz zunéchst mit einem N-Fmoc-5(6)-Aminohexansiurelinker verldngert. Nach
Fmoc-Entschiitzung des Hexanlinkers wurde dann 5(6)-Carboxytetramethylrhodamin
an das freie Amin gekuppelt und so das fluoreszenzmarkierte TAMRA-VW18 am
Harz erhalten (Abbildung 8.12).

Bestimmung der Sekundarstruktur

Die amyloidbildenden Eigenschaften des modifizierten Modellpeptids TAMRA-VW18
wurden von Dr. E. Brandenburg an einer abgespaltenen Testmenge Harz durch
Messungen von CD-Spektren® charakterisiert. Die ermittelten Sekundérstrukturen
wurden mit denen des literaturbekannten Peptids Abz-VW18 verglichen, welches sich
lediglich in der als Chromophor verwendeten Anthranilséure (Abz) unterscheidet.'6®l

Fiir Abz-VW18 wurde zunéchst eine a-helikale Konformation bestimmt. Inner-
halb von 15h &nderte das Peptid seine Konformation zum S-Faltblatt und bildete
innerhalb von 24 h schlieflich Amyloide aus. In Transmissionselektronenmikroskopie-
Aufnahmen (TEM-Aufnahmen) wurden die gebildeten Amyloidfibrillen und deren
feine Ultrastruktur sichtbar (Abbildung 8.13 linkes TEM-Bild, durchgefiihrt von Dr.
H. v. Berlepsch).[168l

5je 100 M in 10 mM Phosphat-Puffer
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Abbildung 8.13.: Sekundérstruktur und Amyloidbildung des TAMRA-VW18 im Vergleich
zu Abz-VW18.

Das TAMRA-VW18 durchlief ebenfalls eine Konformationséinderung von a-Helix zu
B-Faltblatt innerhalb von ca. 12 h und bildete amyloide Fibrillen nach 24 h. Allerdings
wurde in TEM-Aufnahmen sichtbar, dass die Ausbildung einer feinen Ultrastruktur
im Vergleich zum Abz-VW18 gestort ist (Abbildung 8.13, mitte und rechts). Trotz
Hexanlinker zwischen Fluorophor und Peptidsequenz behinderte wahrscheinlich das
sterisch anspruchsvollere Rhodaminderivat teilweise die Verdrillung der Fibrillen.
Da die Amyloidfibrillen im TEM grundsétzlich nachgewiesen wurden, konnte das
rhodaminmodifizierte VW18 trotz gestorter Ultrastruktur als Modellpeptid fiir dieses
Projekt genutzt werden.

8.5.2. Caging des TAMRA-VW18 Peptids

In Anlehnung an die Vorversuche am Testsystem Bhc in Kapitel 8.4 wurde das Cuma-
rinderivat 15 mit DSC zu 25 aktiviert und anschliefsend mit dem Mtt-entschiitzten
TAMRA-VW18 Peptid am Harz umgesetzt. Nach erfolgter Abspaltung wurde das
caged-TAMRA-VW18 (14) in einer Ausbeute von 2.7 % erhalten und wurde mit
hochauflésender Massenspektrometrie als das gewiinschte Produkt 14 identifiziert
(Abbildung 8.14, 8.15).

8.5.3. NCL des caged-TAMRA-VW18 an ein
Thioester-HPMA-Copolymer

Fiir die NCL-Reaktion wurde das Thioester-HPMA-Copolymer PHNS-18 einge-
setzt, welches in einer RAFT-vermittelten Copolymerisation aus HPMA und dem
Thioester-funktionalisierten Monomer NMAS dargestellt wurde und sich durch eine
enge Molmassenverteilung auszeichnete (Mn = 18.5 kDa, PDI = 1.2).

Vorversuche mit der spiter verwendeten humanen neuronalen Zelllinie SH-SY5Y
hatten bereits ergeben, dass fiir eine schnelle und effiziente zellulire Aufnahme der
Polymere eine CPP-Modifikation (Nonaarginin) notwendig ist. Daher wurde das
Polymer PHNS-18 in der NCL-Reaktion zusétzlich zum caged-Peptid TAMRA-VW18
(14) gleichzeitig mit cysteinyliertem Nonaarginin umgesetzt.
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Abbildung 8.14.: Identifizierung des caged-TAMRA-VW18 Peptids (14).

Die NCL-Reaktion wurde in einer Mischung aus Dioxan und Phosphatpuffer (pH
7.4) (Dioxan/Puffer 2:1) in Anwesenheit von Thiophenol als Katalysator durchgefiihrt.
Dabei sorgte Dioxan als organisches Losungsmittels dafiir, dass das Peptid wahrend
der Reaktion in einem denaturiertem Zustand vorlag. Nach erfolgter Kupplung wurde
das PHN18-caged-TAMRA-VW18 iiber Gelfiltration und Gréfsenausschlusszentri-
fugation mit dem Amicon-Ultra System aufgereinigt. Die endgiiltige Beladung der
HPMA-Polymere mit dem caged-Peptid wurde von der Firma Genazzon nach Hydro-
lyse des Konjugats iiber Gaschromatographie bestimmt. Diese Untersuchung ergab
eine Beladung von 0.095 mmol/g fiir das caged-Peptid, was 2-3 Peptiden pro Poly-
merkette entspricht und eine Beladung von 0.014 mmol/g fiir das CPP Nonaarginin
(0.4 Peptide/Polymerkette).

8.5.4. Charakterisierung der caged-Verbindungen
Peptidfreisetzung durch UV-Bestrahlung

Wichtig fiir die Untersuchung intrazelluldarer Konformationsédnderungen ist eine effizi-
ente Abspaltung des Modellpeptids TAMRA-VW18 von seinem polymeren Tréger.

Zur Bestimmung der optimalen Belichtungsdauer wurden zunéchst Proben des
caged-TAMRA-VW18 (14) mit zwei unterschiedlichen Belichtungsquellen bestrahlt.
Zum einen wurde ein UV-Leuchttisch (Transilluminator, A &~ 365nm) und zum
anderen eine HBO 50 W Lampe verwendet. Der Fortschritt der Freisetzung wurde
am LC-ToF chromatographisch verfolgt und quantifiziert.

Nach einer 15-miniitigen Bestrahlung mit dem Transilluminator wurden ca. 40 %
des TAMRA-VW18 Peptids abgespalten (Abbildung 8.17 A). Auch bei langerer
Bestrahlung und in Experimenten mit der energiereichen HBO-Lampe blieb das
Verhéltnis zwischen freiem und gebundenem TAMRA-VW 18 gleich. Erwartungsgemaf
wurde auch fiir das entsprechende Peptid-Polymerkonjugat PHN18-caged-TAMRA-
VW18 nur eine Peptidfreisetzung von ca. 40 % erreicht (Abbildung 8.17, B).
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Abbildung 8.15.: Aktivierung des Cumarins 15 zum Aktivester 25 mit anschlieffender

Peptidkupplung.
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Abbildung 8.16.: NCL-Reaktion zur Darstellung amyloidogener Peptid-HPMA-Konjugate.

Die relativ niedrige Wiederfindungsrate des Peptids VW18 ist nicht plausibel, da
die zuvor durchgefiihrten Testabspaltungen vom Bhc-caged-VW18 24 erfolgreich
waren (Kapitel 8.4.3). Die einzigen Unterschiede zum Testsystem stellen das tiber
einen Aminomethyllinker eingefiihrte Cystein und das Fluoreszenzlabel des VW18
Peptids dar. Ein negativer Einfluss des Linkersystems kann im Hinblick auf die zuvor
beschriebenen Eigenschaften der Aminomethylgruppe ausgeschlossen werden (Kapitel
8.2). Die eingefiihrte Rhodamingruppe dagegen kann als Fluorophor durchaus die
Absorptions- und damit auch die photochemischen Eigenschaften des Cumarinsys-
tems veréindern. N-Terminal gebunden befindet sich das Rhodamin in Position d
des Heptandenmusters einer a-Helix in rdumlicher N&dhe zum am Lysin gebundenen
Cumarinyl-System in Position e (2.5 Ganghohen, ca. 1.4nm). Zwischen den beiden
Fluorophoren konnte ein FRET-Effekt auftreten, so dass die eingestrahlte Energie
der photochemischen Reaktion nicht mehr vollstdndig zur Verfiigung stehen wiirde.
Diese Hypothese erklért allerdings nicht, wieso die schnell verlaufende Photolyse bei
ca. 40 % des freigesetzten Peptids stoppt. Wahrend des Freisetzungs- bzw. Bestrah-
lungsprozesses scheint die photolysierbare Gruppe chemisch so modifiziert zu werden,
dass keine weitere photochemische Freisetzung mehr moglich ist.

Sekundarstrukturen vor und nach Bestrahlung

TEM und CD-spektroskopische Untersuchungen des TAMRA-VW18 Peptids haben
gezeigt, dass die Ausbildung einer feinen Ultrastrukutr im Vergleich zum Abz-VW18
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Abbildung 8.17.: Uncaging-Experimente A) caged-TAMRA-VW18 und B) PHN18-caged-
TAMRA-VW18; Jupiter-C18, 20-60 % ACN in 20 min, A = 254nm.

Modellpeptid vermutlich durch die Einfiihrung eines sterisch anspruchsvollen aro-
matischen Farbstoffes gestort war. Da bei der Abspaltung des Peptids das Cumarin-
HPMA-Konjugat als makromolekulares Nebenprodukt zuriick bleibt, wurde die
Sekundarstruktur bestrahlter caged-Konjugate bestimmt, um sicher zu stellen, dass
die Konformationsdnderung und die folgende Amyloidbildung auch in Anwesenheit
des Nebenproduktes funktioniert.
Dementsprechend wurden die Konformationen des Peptid-Polymerkonjugates PHN18-

caged-TAMRA-VW18% und des freien Peptids caged-TAMRA-VW187 (14) jeweils
vor und nach Bestrahlung mit UV-Licht bestimmt.

Konformation vor der Bestrahlung Vor der UV-Licht-induzierten Abspaltung des
TAMRA-VW18 Peptids wiesen beide caged-Verbindungen eine a-helikale Konformati-
on auf, die {iber den Zeitraum der Versuchsdauer unveréndert blieb (Abbildung 8.18).
Im Hinblick auf das Peptid caged-TAMRA-VW18 verhinderte allein die Anwesenheit
des photolabilen Cumarindervivates in der Seitenkette des Lysin 9 in Position e des
Heptadenmusters die fiir die S-Faltblattstruktur und die folgende Amyloidbildung
notwendige dichte Packung. Die Ausbildung einer a-helikalen Struktur wurde dagegen
durch diese Modifikationen am Lysin nicht gestort, da sich die Lysin-Seitenkette
aufen an der Helix befindet. Die Einfiihrung des Cumarinderivates maskiert auf diese
Weise die Eigenschaften des Modellpeptids, Amyloide auszubilden.

Beziiglich des Peptid-Polymerkonjugates PHN18-caged-TAMRA-VW18 war die
Ausbildung einer a-helikalen Sekundérstruktur ebenfalls méglich. Die Anwesenheit
des Polymers hatte keine negativen Auswirkungen auf die Interaktionen der Peptide,
was in Ubereinstimmung mit Arbeiten von Apostolovic et al. ist.[94179

Konformation nach der Bestrahlung Die photochemische Abspaltung des caged-
TAMRA-VWI18 Peptids und des PHN18-caged-TAMRA-VW18 Konjugats erfolgte

550 M in 10 mM Phosphat-Puffer, pH 7.4
7100 uM in 10 mM Phosphat-Puffer, pH 7.4
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Abbildung 8.18.: CD-Spektren des A) caged-TAMRA-VW18 und B) PHN18-caged-
TAMRA-VW18 vor und nach UV-Lichtbestrahlung.

mit UV-Lichtbestrahlung unter den zuvor ermittelten Bedingungen (Kapitel 8.4.3).

Die Sekundéarstruktur beider Losungen wurde sofort nach Bestrahlung bestimmt
und die zu erwartenden Konformationsdnderungen iiber einen Zeitraum von mehreren
Wochen CD-spektroskopisch verfolgt. Fiir beide Proben wurde in einem Zeitraum
von vier Wochen eine Konformationsinderung von einer a-helikalen Konformation
zur S-Faltblattstruktur beobachtet.

Die erfolgreiche Ausbildung einer g-Faltblattstruktur der bestrahlten caged-Ver-
bindungen bestétigte die Leistungsfahigkeit des komplexen Konstruktes aus Polymer
und caged-Peptid. Der relativ langsame Verlauf der Konformationdnderung des
TAMRA-VW18-Peptids nach photolytischer Abspaltung vom Cumarinderivat bzw.
Cumarin-Polymerkonjugat im Vergleich zu unbehandeltem TAMRA-VW18-Peptid
lasst sich auf die geringeren Ausgangskonzentrationen der caged-Proben zuriickfiihren.

8.6. Zellulare Aufnahme des
caged-TAMRA-VW18-HPMA-Konjugats

Brandenburg et al. haben auferhalb von lebenden Systemen bereits gezeigt, dass
das Peptid VW18 ein geeignetes Modell zur Erforschung der bei der Amyloidbildung
auftretenden Prozesse darstellt.['68] Im Folgenden wurde die Internalisierung des

Cumarin—@) Cumarin —( ¥W]a D 1 ¥W]B D
n

PHN18-caged-TAMRA-VW18 caged-TAMRA-VW18 TAMRA-VW18

Abbildung 8.19.: Ubersicht iiber die in Zellexperimenten verwendeten Substanzen.
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Peptid-Polymerkonjugats und die Auswirkungen der amyloidogenen Eigenschaften
des freigesetzten Modellpeptids TAMRA-VW18 auf die Vitalitéit der Zellen unter-
sucht. Als humane Zelllinie wurden die Neuroblastomzellen SH-SY5Y verwendet.
Die Auswirkungen der in Abbildung 8.19 dargestellten Verbindungen i) PHN18-
caged-TAMRA-VW18, ii) caged-TAMRA-VW18 (14) und iii) TAMRA-VW18 auf
die Zellen wurden untersucht (Abbildung 8.19). Die Lokalisation und Verfolgung des
rhodaminmodifizierten Peptids erfolgten am konfokalen Laserscanning-Mikroskop
(CLSM) {iber einen Zeitraum von 24 h.

Im ersten Schritt wurden SH-SY5Y-Zellen sowohl mit dem Konjugat PHN18-
caged-TAMRA-VW18 (50, 100 und 300 uM) als auch mit den polymerungebundenen
Peptiden caged-TAMRA-VW18 und TAMRA-VW18 (50 pM) fiir 1 h inkubiert. Im An-
schluss wurden die Substanzlosungen abgenommen, die Zellen mit Medium gewaschen
und fiir die Versuchsdauer in einem indikatorfreien Medium kultiviert.

Unmittelbar nach dem Inkubationsschritt wurde am CLSM zunéchst der Sta-
tus Quo vor der Bestrahlung mit UV-Licht festgehalten. Erwartungsgeméft wurde
ausschliefslich im Fall des polymergebundenen Peptids eine rhodaminabhéngige Fluo-
reszenz im Cytoplasma der SH-SY5Y-Zellen beobachtet. Das Polymerkonjugat wurde
in vesikuldren Strukturen internalisiert, bei denen es sich vermutlich um Endosomen
handelt. Die hochste eingesetzte Polymerkonzentration von 300 uM fiihrte dazu, dass
die Zellen nach der Behandlung kugelférmig waren, was ein typisches Zeichen fir
eintretende Apoptose ist (Abbildung 8.20). Da sich die Behandlung mit dieser sehr ho-
hen Konzentration auf die Zellen toxisch auswirkte, wurden diese Proben im weiteren
Verlauf des Versuchs nicht weiter betrachtet. Im Fall der beiden polymerungebundenen
Peptide wurde lediglich eine schwache, unspezifische Fluoreszenz auften an der Zell-
membran beobachtet. Die Konjugation des caged-Peptids an einen polymeren Tréger
und die Verwendung des CPP Nonaarginin sind fiir eine erfolgreiche Internalisierung
notwendig.

PHN18-caged-TAMRA-VW18 TAMRA-VW18 Caged-TAMRA-VW18
50 uM 100 uM 300 uM 50 pM 50 uM

Abbildung 8.20.: CLSM-Aufnahmen nach Inkubation bei 37°C; Uberlagerung von
Durchlicht- und Fluoreszenzkanal, rot: rhodaminabhéngige Fluoreszenz.

Im néchsten Schritt wurden die behandelten Zellen fiir zwei Minuten mit UV-
Licht bestrahlt, um das Cumarinderivat photolytisch zu spalten und damit einher-
gehend das TAMRA-VW18 Peptid intrazellular freizusetzen. Eine mit dem Peptid-
Polymerkonjugat (100 pM) behandelte Zellprobe blieb unbestrahlt, so dass das Kon-
jugat einerseits als Vergleichsprobe diente und andererseits iiber das Verhalten und
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den Verbleib des Makromolekiils Aufschluss gab. Um einen toxischen Effekt der
UV-Bestrahlung ausschlieffen zu kénnen, wurden dariiber hinaus unbehandelte Zel-
len bestrahlt und als Kontrolle iiber die Dauer der Experimente im Vergleich zu
unbestrahlten und unbehandelten Zellen beobachtet.

CLSM-Aufnahmen direkt nach der Belichtung zeigten keine grofsen Unterschiede
zu den Aufnahmen direkt vor der UV-Bestrahlung. Die bestrahlten Proben wiesen
weiterhin vesikuldre Strukturen auf. Im direkten Vergleich zur unbelichteten Probe
trat neben endosomalen Vesikeln zunehmend eine diffuse Fluoreszenz auf (Abbildung
8.21). Diese Beobachtung deutete daraufthin, dass das abgespaltene Peptid aus den
Endosomen ins Cytosol freigesetzt wurde. Insgesamt drei Stunden nach der Peptid-

bestrahlte Unbestrahlte Zellproben

A
50 pM 100 pM 100 pM

| ...

Abbildung 8.21.: CLSM-Aufnahmen direkt nach Bestrahlung mit UV-Licht und eine Stun-
de danach; rot: rhodaminabhéngige Fluoreszenz.

freisetzung waren weiterhin vesikulare Strukturen zu beobachten, deren Verteilung
im Vergleich zur unbestrahlten Probe ungleichméfiger wurde, so als wiirden sich die
Vesikel lokal verdichten bzw. ihre Fluoreszenzintensitét abnehmen (Abbildung 8.22
3h).

Im Verlauf der néchsten zwei Stunden wurde die zuvor beobachtete Verdichtung und
eine lokale Verschiebung der Vesikel zum Rand der Zelle immer ausgepréagter. Dieses
Verhalten kann entweder Teil eines Exotysevorgangs sein oder ist die Folge von lokaler
Peptidaggregation. Dariiber hinaus veréinderten die Zellen im Vergleich zu bestrahlten
Kontrollzellen ihre Form und begannen zu schrumpfen. Dieser Effekt war grofer fiir
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Zellen, die mit einer hoheren Konzentration des Konjugats (100 pM) behandelt worden
sind. Das ist ein deutlicher Hinweis auf die Apoptose der Zellen. Im Gegensatz dazu
waren im Cytoplasma der unbestrahlten Probe die Vesikel weiterhin gleichméfig im
Cytoplasma verteilt (Abbildung 8.22, 5h). Sieben Stunden nach erfolgter Bestrahlung

bestrahlte Unbestrahlte Zellproben
|
[ |
50 pM 100 pM 100 pM

Abbildung 8.22.: CLSM-Aufnahmen direkt nach Bestrahlung mit UV-Licht und drei bis
sieben Stunden danach; rot: rhodaminabhéngige Fluoreszenz.

bestrahlte Kontrollen

3h.
5h.

7h

mit UV-Licht war der Zelltod im Fall der mit einer 100 pM Losung behandelten
Zellprobe bereits weit fortgeschritten. Deutliche Anzeichen von Apoptose waren auch
in der Zellprobe zu beobachten, die mit der niedriger konzentrierten Polymerlosung
behandelt worden ist. In der bestrahlten Kontrolle waren nach sieben Stunden
dagegen nur vereinzelt verformte Zellen zu beobachten, bei denen nicht eindeutig
zwischen Apoptose oder Zellteilung unterschieden werden konnte. Offensichtlich
wirkte sich die Anwesenheit des Peptids TAMRA-VW18 toxisch auf die Zellen
aus. Die Restfluoreszenz der Zellproben, wurde zu diesem Zeitpunkt hauptséchlich
am Zellrand beobachtet. Die Zellen mit der unbestrahlten Vergleichsprobe zeigten
hingegen weiterhin eine gleichméafige cytosomale Verteilung der Vesikel in vitalen
Zellen (Abbildung 8.22, 7h).

Diese Zellexperimente zeigten die Notwendigkeit der Konjugation an einen poly-
meren Tréger, da die zelluldre Aufnahme in SH-SY5Y-Zellen ausschlieklich auf das
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Peptid-Polymerkonjugat des caged-TAMRA-VW18 beschrénkt blieb. Das in Vesikeln
internalisierte Konjugat PHN18-caged-TAMRA-VW18 war in den beiden Konzen-
trationen 50 und 100 pM nicht toxisch. Nach UV-Lichtbestrahlung und der damit
induzierten Freisetzung des Peptids wurden zwar Verédnderungen in der Verteilung
der Peptide beobachtet, allerding konnte daraus nicht eindeutig auf die Bildung
amyloidogener Strukturen geschlossen werden. Fiir einen direkten Nachweis miissten
die Zellen mit spezifischen Farbstoffen angefarbt werden, um zwischen endosomalen,
lysosomalen und fibrilldren Strukturen unterscheiden zu kénnen. Auffillig war aller-
dings der frithe Zelltod der behandelten und belichteten Zellen im Vergleich zu den
belichteten Kontrollen und zur mit dem Konjugat behandelten aber unbelichteten
Zellprobe. Das freie TAMRA-VW18 Peptid wirkte sich offensichtlich negativ auf
die Vitalitdt der Zellen aus. Spezifische Farbungen von Endosomen, Lysosomen und
amyloidogenen Fibrillen konnten zeigen, in welchen Zellkompartimenten sich das freie
TAMRA-VWI18 Peptid im zeitlichen Verlauf aufhélt und welche Form des Peptids
flir die beobachteten Effekte verantwortlich ist.

Dartiiber hinaus hat dieses Experiment gezeigt, dass das Modellpeptid in poly-
mergebundener Form intrazelluldr in Vesikeln verbleibt und offensichtlich in dieser
Konzentration keinen cytotoxischen Effekt in den Zellen hervorruft. Dieser stabile
Zustand bietet die Moglichkeit, die Peptidfreisetzung zu einem deutlich spéteren
Zeitpunkt nach der zelluldren Aufnahme durchzufiihren.

8.7. Zusammenfassung

Im Rahmen einer gemeinsamen Kooperation mit Dr. E. Brandenburg (AK Prof.
Koksch) wurde mit dem Ziel, das amyloidbildende Modellpeptid VW18 intrazellular
zu studieren, ein auf poly(HPMA )-basierendes DDS entwickelt (Abbildung 8.23). Der
polymere Trager, ausgestattet mit wenigen Kopien des CPPs Nonaarginin, sorgte
dabei einerseits fiir die Internalisierung in die humane neuronale Zelllinie SH-SY5Y
und schiitzte andererseits das Modellpeptid vor proteolytischem Abbau. Die intrazel-
luldre Abgabe des Peptids wurde durch einen photospaltbaren Linker basierend auf
der photolysierbaren Gruppe (6-Brom-7-hydroxy-cumarin-4-yl)-methyl (Bhc) gewéhr-
leistet. In einer mehrstufigen Synthese wurde in Position 8 des Cumarins Bhc ein
cysteinylierter Ethylendiaminlinker eingefiihrt, der eine Ankniipfung an ein Thioester-
HPMA-Copolymer iiber die NCL-Reaktion ermoglichte. Das cysteinylierte Cumarin
15 wurde als photolabile Schutzgruppe an ein freies e-Lysin-Amin des rhodaminmar-
kierten Peptids VW18 {iber eine Carbamatfunktionalitit gekuppelt und lieferte das
caged-TAMRA-VW18-Peptid 14. Dieses wiederum ergab nach NCL-Reaktion an das
Copolymer PHNS-18 das entsprechende caged-TAMRA-VW18-HPMA-Konjugat. In
der geschiitzten (caged) Form wurde die Eigenschaft des VW18 Peptids, S-Faltblatter
auszubilden und anschlieffend zu Amyloiden zu aggregieren, durch die kovalente Bin-
dung an die photolabile Cumaringruppe maskiert und nach photolytischer Spaltung
wieder regeneriert. Untersuchungen der UV-vermittelten Freisetzung des Peptids
ergaben sowohl fiir die polymergebundene als auch -ungebundene caged-Verbindung
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Abbildung 8.23.: Konzept zur zelluldren Aufnahme und Peptidfreisetzung im Cytoplasma.

eine filir dieses Cumarinderivat relativ niedrige Wiederfindungsrate des Biomole-
kiils. Die Anwesenheit der Rhodamingruppe hat sich wahrscheinlich negativ auf die
photochemischen Eigenschaften des Cumarinderivates 14 ausgewirkt.

Die an Neuroblastomzellen SH-SY5Y durchgefiihrten Experimente haben gezeigt,
dass ausschliefslich das HPMA-gebundene caged-TAMRA-VW18 Peptid in Anwe-
senheit des ebenfalls polymergebundenen CPPs Nonaarginin in vesikuldren Struk-
turen internalisiert wurde. Ohne UV-Bestrahlung blieb dieses Konjugat iiber 24 h
unverdndert in Vesikeln und zeigte keinerlei toxische Wirkung auf die Zellen. Im
Gegensatz dazu wurden fiir Zellproben, die nach zellularer Aufnahme der Konjugate
zur Freisetzung des TAMRA-VW18-Peptids mit UV-Licht bestrahlt worden waren,
apoptosetypische Verdnderungen beobachtet. Das deutete auf eine cytotoxische Wir-
kung des TAMRA-VW18 Peptids hin. Dariiber hinaus hat eine Umverteilung der
rhodaminvermittelten Fluoreszenz im Cytoplasma zum Zellrand hin stattgefunden.
In weiterfiihrenden Studien muss durch spezifische Farbungen gezeigt werden, welche
Form des TAMRA-VW18-Peptids fiir die beobachtenen Effekte verantwortlich ist.

Das Konjugat aus poly(HPMA) und einem Cumarinderivat als photolabilen Lin-
ker zwischen Polymer und Modellpeptid TAMRA-VW18 hat sich als praktisches
Konstrukt erwiesen, unnatiirliche Modellsysteme in Zellen zu transportieren und
kontrolliert freizusetzten und kann in Zukunft zur Aufklarung der Amyloidbildung
und ihrer Inhibierung beitragen.
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9. Projekt D: Untersuchung der
Wechselwirkung
multivalent-prasentierter
PRS-Liganden mit Tandem
WW-Domanen in Abhangigkeit von
der Struktur des polymeren Tragers

Protein-Protein-Interaktionen (PPI) sind der Dreh- und Angelpunkt der meisten
biologischen Prozesse und stehen im Fokus der aktuellen Proteomforschung.['%9 Mit
multiplen Interaktionsdoménen vermitteln Proteine spezifische Protein-Protein- und
Protein-Phospholipid-Interaktionen und kontrollieren auf diese Weise viele Signalwege
und Regulierungssysteme eukaryotischer Zellen.['8% Die Erforschung der sogenannten
Interaktionsnetzwerke (Interaktome), die auf PPIs basieren, tragt zum Verstandnis
der komplexen Protein-Protein-Wechselwirkungen bei und stellt einen Ansatz der
Wirkstoffforschung dar.*81]

Die Interaktionsfliche der Proteine in einem Protein-Protein-Komplex ist mit durch-
schnittlich 1600 A2 sehr groR im Vergleich zu katalytischen Zentren von Enzymen.['82!
Die Wechselwirkung wird dabei durch Proteinmodule, den sogenannten PPI-Doménen,
bestehend aus 40 bis 200 Aminoséduren vermittelt, die die Interaktionssequenzen des
Bindungspartners erkennen.'83 Sie werden anhand ihrer bevorzugten Bindungsmoti-
ve unterschieden. Zur Gruppe der PPI-Domaénen, die modifizierte Peptidsequenzen
binden, wie z. B. phosphorylierte Tyrosin-bzw. Serinseitenketten, gehéren die Scr ho-
mology (SH2)-Domiine, die phosphotyrosinbindende (PTB)-Dominel™®* und die WW-
Doméne.['®%] Bestimmte Aminoséuresequenzen, wie z. B. prolinreiche Sequenzen (PRS)
werden beispielsweise von Scr homology (SH3)-Doménen, 181 WW-Doméznen'®7 und
Enabled/VASP Homology 1 (EVH1)-Dominen!'®8! erkannt. PDZ-Doménen!!8% und
sterile alpha motive (SAM)-Doménen!'® gehéren zur Gruppe der PPI-Doménen,
die Homo- bzw. Heterooligomere ausbilden kénnen. Dariiber hinaus existieren PPI-
Domaénen, die mit Nukleinsduren oder Phospholipiden interagieren.[lgl’wQ]

Im Fokus dieses Projektes stehen WW-Doménen, die in viele zellulare Prozesse
involviert sind und mit einigen neurodegenerativen Erkrankungen (Alzheimer, Hun-
tington, Krebs) in Zusammenhang gebracht werden. 193] Typischerweise erkennen
WW-Doménen die prolinreichen Sequenzen als bevorzugtes Bindungsmotiv spezifisch
und binden diese im Vergleich zu anderen peptidsequenzerkennenden Proteinen, wie
z. B. Antikérpern und Rezeptoren, nur im niedrig-affinen Bereich. 186l
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WW-Doménen sind kleine aus ca. 40 Aminosduren aufgebaute Proteine, die eine
stabile, 3-strangige [-Faltblattstruktur besitzen. Wie der Name schon impliziert,
zeichnen sie sich durch 2 konservierte Tryptophane (WW) aus, zwischen denen
ca. 20 Aminoséuren liegen.[19419] WW-Dominen wurden in Abhéngigkeit von der
Erkennungssequenz in vier Gruppen klassifiziert: Gruppe I) bindet PPxY Motive
(wobei x eine beliebige Aminoséure ist), Gruppe II) PPLP Motive, Gruppe III) PPR
Motive und Gruppe IV) erkennt prolinbenachbarte Phospho-Ser oder Phospho-Thr
Gruppen.[195:196]

Eine biologisch interessante WW-Doméne stellt das Protein FBP21 (Formin bin-
dendes Protein 21) dar, welches anfangs als Bindungspartner des Zytoskelettproteins
Formin identifiziert worden ist. Erst spédter wurde FBP21 mit der RNA-Prozessierung
in Zusammenhang gebracht. Huang et al. haben die Struktur des Proteins in L&-
sung mit Hilfe der NMR-Spektroskopie aufgeklart und dessen Bindungsverhalten auf
molekularer Ebene studiert.

Abbildung 9.1.: XP und XP2 Bindungstaschen des Proteins FBP21.

Das Protein FBP21 zeichnet sich durch zwei WW-Domaénen aus, die iiber einen
Linker bestehend aus 12 Aminoséduren miteinander verbunden sind und die typische
WW-Doménenfaltung aufweisen. Die g-Faltblattstrukturen der WW1 und WW2
Doméne besitzen zwei Seiten. Dabei zeichnet sich eine der Seiten durch die hoch
konservierten Tryptophan, Tyrosin und Prolin-Reste aus, die den hydrophoben Kern
bilden. Auf der anderen Seite befinden sich die konservierte XP Tasche, die durch die
Reste Tryptophan, Tyrosin und Serin gebildet wird, und die aus Valin, Glutamat,
Glycin, und zwei Tyrosinen gebildete XP2 Tasche (Abbildung 9.1, griin: XP bildende
Reste, rosa: XP2 bildende Reste). Beim Bindungsvorgang mit PRS-Liganden verhalten

Diese Abbildung wurde urspriinglich von Huang et al. im J. Biol. Chem. verdffentlicht.**7)
(© The American Society for Biochemistry and Molecular Biology
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sich beide Taschen &dquivalent und binden gleichzeitig zwei PRS-Motive, was in
Experimenten mit Mutanten der Tandem-WW-Doménen (tWW) gezeigt werden
konnte. Dafiir ist der flexible Linker verantwortlich, der eine relativ freie Orientierung
der beiden Doménen zueinander zulésst. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die
WW-Doménen des FBP21 die Erkennungsmotive der beiden Gruppen II (PPLP) und
II1 (PPR) erkennen.'97]

In Ergénzung zu den Arbeiten von Huang et al. haben Klippel et al. die Abhéngigkeit
der Bindungsaffinitdten von der Valenz der Liganden und der Lénge des die beiden
WW-Doménen verbriickenden Linkers untersucht. Diese Studien haben zum besseren
Verstdndnis der dynamischen Assemblierung beim Splicingprozess und der innerhalb
der Proteinkomplexe stattfindenen Erkennungsvorginge beigetragen. 198!

9.1. Zielsetzung

In den Studien zur Funktion, Struktur und Ligandspezifizitit des Proteins FBP21
wurden bisher synthetische prolinreiche Peptide eingesetzt.[198 Dabei wurde gezeigt,
dass die Affinitdt der tWW-Doménen mit zunehmender Anzahl an Bindungsmotiven
signifikant ansteigt. Die besten Bindungskonstanten wurden mit einer tetravalenten
PRS erreicht, die aus insgesamt 37 Aminoséduren aufgebaut war.

Allerdings hat das Konzept, multivalente Liganden in Form von langen Peptidse-
quenzen mit sich wiederholenden Erkennungsmotiven zu erzeugen, zwei entscheidende
Nachteile. Zum einen ist das System nicht flexibel variierbar, so dass bei neuer Fra-
gestellung das gesamte Peptid von Grund auf neu synthetisiert werden muss. Zum
anderen sind lange Peptidsequenzen aufgrund ihrer geringen proteolytischen Stabilitdt
und der Immunabwehr, die sie hervorrufen kénnen, problematisch fiir weiterfithrende
in vitro und insbesondere in vivo Studien.

Im Rahmen des Projektes sollten daher kurze Peptidmotive auf polymeren Tra-
gersystemen immobilisiert werden, um so einen schnellen und effizienten Zugang zu
flexibel variierbaren Interaktionspartner zu ermoglichen. Im Gegensatz zu den bisher
verwendeten PRS Liganden ergab sich die Multivalenz der Peptid-Polymerkonjugate
aus der Préasentation vieler Kopien kurzer monovalenter PRS entlang einer Poly-
merkette (Abbildung 9.2). Abhéngig von der biologischen Fragestellung konnen die
Konjugate auf die spezifische Anwendung zugeschnitten werden.

Multivalente PRS
Liganden

n X PPx / Peptidsequenz n x monovalentes Peptid / Polymerkette

poly(HPMA) | Dextran hPG

PRS-Peptide PRS-Polymerkonjugate

Abbildung 9.2.: Konzepte zur Darstellung multivalenter PRS-Liganden; links) multivalente
Peptide und rechts) multivalente Ligand-Polymerkonjugate.
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9.2. Darstellung multivalenter Peptid-Polymerkonjugate

Allerdings hat die Architektur der Liganden, die sich aus der Struktur der eingesetz-
ten Polymere ergibt, Auswirkungen auf den Bindungsmodus und demnach auch auf
die Thermodynamik der Bindungsprozesse.['99l Je nach Beschaffenheit der Polymere
konnen die entsprechenden multivalenten Liganden einerseits aufgrund hoher Aviditét
als potente Inhibitoren an Proteine oder Rezeptoren binden. Andererseits konnen
sie potente Effektoren darstellen, die Rezeptoren zu Clustern oligomerisieren und so
biologische Prozesse wie z. B. die Signaltransduktion modulieren.

Um die Auswirkungen des polymeren Trigersystems auf die Ligand-Protein-
Interaktion zu untersuchen, wurden fiir die Darstellung multivaltener PRS die konfor-
mativ unterschiedlichen Systeme i) Poly(HPMA) und ii) Dextran als Polymere mit
einer Random Coil und iii) das hyperverzweigte Polyglycerin (hPG)[2% als dendriti-
sches Polymer mit einer mizellenartigen Struktur/201:292] eingesetzt.

Zusammengefasst ergaben sich fiir dieses Projekt folgende Ziele:

e Darstellung multivalenter Peptid-Polymerkonjugate basierend auf poly(HPMA),
Dextran und hPG

e Untersuchung der Bindungsaffinitdten und des Bindungsmodus bei der Wech-
selwirkung mit den tWW-Donémen in Abh&ngigkeit von
— der Beladungsdichte mit prolinreichen Motiven

— den Eigenschaften des polymeren Trégersystems

9.2. Darstellung multivalenter Peptid-Polymerkonjugate

Die Darstellung polyvalenter Peptid-Polymerkonjugate erfolgte durch Ankniipfung
vieler Kopien der kurzen prolinreichen Dekapeptidsequenz P1, die sich aus dem
Splicingfaktor SIPP1 (Reste 481-490) ableitet (Tabelle 9.1). P1 enthélt das fiir WW-
Doménen der Gruppe III bekannte Erkennungsmotiv PPR und wurde von Huang et
al. mit einem Kp-Wert von 1 mM und einer Stochiometrie von N = 2 als niedrig-affine,
monovalente PRS beschrieben.

Tabelle 9.1.: Literaturdaten zum Liganden P1.

Ligand Protein Sequenz Kp [mM]? N?

P1 SIPP1-(481-490) GPPPRGPPPR 1.15mM (£0.03) 2
2 ITC-Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt

Retrosynthetisch betrachtet wurden multivalente Peptid-Polymerkonjugate durch
die Ankniipfung mehrerer Kopien des Peptids P1 an die Polymere poly(HPMA), Dex-
tran und das dendritische Polymer hPG generiert (Abbildung 9.3). Die Nomenklatur
der Konjugate ergab sich aus der Abkiirzung fiir das verwendete Polymer (Dex, PG,
PHN), der mittleren Molmasse (y) der eingesetzten Polymere und der Anzahl der
gekuppelten Peptide (n).
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hyperverzweigtes
poly(HPMA): PHN Polyglycerin: PG Dextran: Dex

: M,
PHNy-(CP1), PGy-(CP1), Dexy-CPn . mal P4

! ! !
Q- G $6-R)
o

Abbildung 9.3.: Konzept zur Darstellung multivalenter Peptid-Polymerkonjugate.

Die Immobilisierung erfolgte fiir das thioesterfunktionalisierte poly(HPMA) iiber
die NCL-Reaktion und fiir die maleimidfunktionalisierten Dextrane und Polyglycerine
iiber eine Michael-Addition von Thiolen. Das Peptid P1 wurde fiir diese Anwendung
entsprechend N-terminal mit einem Cystein zum Peptid CP1 funktionalisiert?. Die
benoétigten maleimidfunktionalisierten Dextrane wurden dankend von Dr. M. Richter
(Arbeitskreis Prof. R. Rademann, FMP) und die entsprechend funktionalisierten
Dendrimere von Dr. S. Gupta (Arbeitskreis Prof. R. Haag, Freie Universitiat Berlin)
erhalten.

9.2.1. Polyglycerinbasierte Peptid-Polymerkonjugate

Zur Darstellung polyglycerinbasierter Konjugate wurden die dendritischen Polymere
PGT7-(Mal)g (6 Maleimidgruppen) und PG7-(Mal)1p (10 Maleimidgruppen) eingesetzt,
die sich bei gleicher Molmasse (PG7: M, = 7.2kDa, PDI von 1.4) lediglich in der
Anzahl der Maleimidgruppen unterschieden. In Anlehnung an die Protokolle von Dr. S.
Gupta erfolgte die Ankniipfung des cysteinylierten Peptids CP1 an die beiden hPGs
PG7-(Mal)g und PG7-(Mal)1p bei Raumtemperatur im entgasten EDTA-haltigen
Phosphatpuffer (Abbildung 9.4).

Die 'H-NMR-spektroskopische Analyse beider Peptid-Polymerkonjugate wies keine
Signale der Maleimidgruppe auf und deutete daher auf eine vollstéindige Peptidbela-

2Peptidsynthese: Dr. K. Holland-Nell (Arbeitskreis Prof. J. Rademann, Leibniz-Institut fiir Mole-
kulare Pharmakologie (FMP))
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Abbildung 9.4.: Thiol-Maleimid Kupplung des CysP1 an hPG.

dung der hPGs. Die GC-Aminosédureanalyse zur Bestimmung der Peptidbeladung
ergab allerdings relativ geringe Kupplungseffizienzen von <40 % mit einer Peptidbela-
dung von lediglich 2 Peptiden pro Polyglycerin fiir das PG7-(Mal)g und 4 Peptiden
pro Polyglycerin fiir das PG7-(Mal);o Polymer.

Zur Verbesserung der Kupplungseffizienz wurde die Michael-Addition in Gegenwart
des Reduktionsmittels Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) durchgefiihrt, um die
gegenbenenfalls durch Luftsauerstoff teilweise oxidierten Peptide wieder zu freien
Thiolen zu reduzieren. Da TCEP im pH-Bereich von 5 bis 7.3 selbst als Nukleophil mit
Maleimidgruppen reagiert,[2%3 wurde das Peptid in einem vorgelagerten Schritt mit
TCEP reduziert und anschliefsend in situ mit PG7-(Mal)1p umgesetzt. Der Einsatz
des Reduktionsmittels flihrte allerdings zu keiner Steigerung der Kupplungseffizienz.

9.2.2. Dextranbasierte Peptid-Polymerkonjugate

Die Peptid-Dextran-Konjugate Dex10-(CP1)g und Dex40-(CP1)g basierten auf den
Dextranen Dex10 und Dex40 mit den entsprechenden mittleren Molmassen 10 und
40kDa und wurden von Dr. M. Richter dankend erhalten. Die Darstellung des Konju-
gats Dex10-(CP1)3 erfolgte in einer Michael-Addition des CP1 an das Dex10-(Mal)s
(5 Maleimidgruppen) in einer entgasten Losung aus Formamid und Phosphatpuffer
(Puffer/Formamid 3:1) (Abbildung 9.5). Das Konjugat wurde in sehr guten Ausbeuten
(99 %) und in einer moderaten Kupplungseffizienz von 60 % erhalten (3 Peptide pro
Dextran).

9.2.3. poly(HPMA)-basierte Peptid-Polymerkonjugate

Zur Darstellung HPMA-basierter Peptid-Polymerkonjugate wurden die Thioester-
HPMA Copolymere PHNS-6 (M,, = 15.7kDa, PDI = 1.3, Beladung: 0.93 mmol/g,
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Abbildung 9.5.: Thiol-Maleimid Kupplung des cysteinylierten Peptids CP1 an maleimid-
funktionalisiertes Dextran; die Substituenten befinden sich hauptséchlich
an Position 2.1204:205]

16 Thioestergruppen) und PHNS-7 (M,, = 13.3kDa, PDI = 1.1, Beladung: 0.87 mmol /g,
13 Thioester) verwendet. Die Umsetzung mit dem Peptid CP1 erfolgte in einer NCL-
Reaktion in Gegenwart von Thiophenol in einer Losung aus Phosphatpuffer (pH
7.4) und Dioxan (Puffer/Dioxan 2:1). Die gewiinschten Peptid-Polymerkonjugate
PHN13-(CP1)g und PHN16-(CP1)9 wurden in guten Ausbeuten (58 und 72 %) und
moderaten Kupplungseffizienzen (56 und 46 %) erhalten (Abbildung 9.6).

9.3. Multivalenzeffekte in Abhdngigkeit von der
Polymerstruktur

Das Bindungsverhalten der in Abbildung 9.7 aufgelisteten Peptid-Polymerkonjugate
mit den tWW-Doménen wurde experimentell in I'TC-Messungen von Dr. O. Krylova
(Arbeitskreis Dr. M. Dathe, FMP) untersucht und die Kp-Werte, Enthalpie- und
Entropiednderungen sowie die Stochiometrie N der Wechselwirkungspartner bei der
Interaktion ermittelt.? Die tWW-Domsénen des Proteins FBP21 wurden dankend
von M. Wieczorek (Arbeitskreis Prof. C. Freund, Freie Universitit Berlin) erhalten.
Dariiber hinaus wurde das Bindungsverhalten fiir eine Systemkombination bestehend
aus zwei Peptid-Polymerkonjugaten und drei tWW-Doménen in MD-Simulationen
von A. Bujotzek (Arbeitskreis M. Weber, Freie Universitiit Berlin) modelliert.*
Aufgrund der unterschiedlichen verwendeten polymeren Trégersysteme differierten
die multivalenten Konjugate in ihrer Struktur und Architektur. Dendritische Polymere

3siehe Methodenbeschreibung in Kapitel 11.5.3
“siche Methodenbeschreibung in Kapitel 12.10.7
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Abbildung 9.6.: NCL-Reaktion des CysP1 an PHNS.

wie das hPG zeichnen sich generell durch eine sphérische Struktur aus, die keine
grofen Entfernungen iiberspannen kann. Dextran- und HPMA-basierte Konjugate

weisen dagegen mit einer Random Coil Konformation keine einheitliche Struktur auf
(Abbildung 9.7).

Dementsprechend unterschieden sich die auf Dextran, hPG und poly(HPMA )-
basierten polyvalenten Liganden grundsétzlich in

e ihrer Konformation abhéngig vom verwendeten Polymer und

e der Beladungsdichte

Dextran: Dex Dendrimer: PG poly(HPMA): PHN
Dex10-(CP1)3 PG7-(CP1), PHN13-(CP1)g
Dex10-(CP1)g PG7-(CP1)4 PHN16-(CP1)q

Dex40-(CP1)g

Abbildung 9.7.: Auflistung der untersuchten Peptid-Polymerkonjugate.
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9.3.1. Bindungsaffinitaten der Ligand-Protein-Interaktionen

Monovalente Liganden. Im ersten Schritt wurden das literaturbekannte Peptid P1
und die cysteinylierte Form CP1 kalorimetrisch untersucht. Im Vergleich zur Literatur
unterschritt die Warmeanderung bei der Wechselwirkung des Liganden P1 mit den
tWW-Doménen das Detektionslimit der ITC. Statt eines typischerweise sigmoiden
Verlaufs wurde eine horizontal verlaufende Bindungskurve gemessen, die keine exakten
Informationen iiber die thermodynamischen Parameter und die Stéchiometrie zuliefs
(Abbildung 9.8, A). Der Kp-Wert fiir das Literaturpeptid wurde daher mit >1mM
angegeben.
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Abbildung 9.8.: ITC-Messung bei 8°C der Liganden A) P1 ohne Kurvenanpassung auf-
grund zu geringer Aktivitdt und B) Dex10-(CP1)g, N = 1.3, Kp = 7.4 M.

Die theoretischen Betrachtungen der Wechselwirkung des monovalenten Liganden
mit den tWW-Doménen wurden mit Hilfe von MD-Simulationen angestellt. Eine
Momentaufnahme der Simulation zeigte die Bindung des Liganden P1 an eines der
beiden Bindungszentren der tWW-Doménen und bestétigte damit den fir diesen
Liganden erwarteten monovalenten Bindungsmodus (Abbildung 9.9).

Im Gegensatz dazu zeigte das cysteinylierte Peptid CP1 eine unerwartet hohe
Affinitdt mit einem Kp-Wert von 35 1M und eine, fiir einen monovalenten Liganden
zu erwartende, Stochiometrie von N = 2 (Tabelle 9.2, Eintrag 2). Die signifikante
Affinitétssteigerung resultierte wahrscheinlich aus unspezifischen Wechselwirkungen
des freien N-terminalen Cysteins mit dem Protein.® Nach erfolgter Konjugation
des cysteinylierten P1 an die entsprechenden Polymere lagen die Thiole entweder
als Thioether maskiert vor oder waren stark abgeschirmt, so dass unspezifische
Wechselwirkungen ausgeschlossen werden konnten.

Swurde in unverdffentlichten Experimenten aus der Arbeitsgruppe von Prof. C. Freund, FU Berlin

bestétigt
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Abbildung 9.9.: Momentaufnahme aus einer MD-Simulation; P1 ist an eine WW-Doméne
des Proteins FBP21 gebunden (die zweite WW-Doméne ist im Hintergrund
sichtbar); die Seitenketten Trp29,/70 sind rot markiert; Wassermolekiile
nicht angezeigt.

Affinitatssteigerung durch Multivalenz. Im Vergleich zum monovalenten Liganden
P1 wurden fir die Interaktionen der polyvalenten Peptid-Polymerkonjugate mit den
tWW-Doménen Kp-Werte bestimmt, die auf eine signifikante Zunahme der Bindungs-
affinitdten schliefsen liefsen. Unspezifische Interaktionen der polymeren Triagersysteme
mit den tWW-Doménen konnten in I'TC- Kontrollmessungen der unmodifizierten
Polymere mit dem Protein FBP21 ausgeschlossen werden.

Die multivalente Présentation des Liganden P1 an die drei Polymere fiihrte generell
zu einer vielfachen Verstdrkung der Ligand-Protein-Interaktion. Bezogen auf den fiir
das Peptid P1 literaturbekannten- Kp-Wert von 1 mM wurde fiir eines der niedriger
affinen Konjugate PHN13-(CP1)-¢ bereits eine 30-fach und fiir eines der hoher affinen
Konjugate Dex10-(CP1)g eine fast 140-fach hohere Affinitat bestimmt.

Einfluss der polymeren Systeme auf die Affinitdt. Waihrend fiir alle polyglycerin-
und poly(HPMA )-basierten Konjugate (Tabelle 9.2, Eintrége 6-10) und fiir zwei der
dextranbasierten Konjugate (Tabelle 9.2, Eintriage 3 und 5) Kp-Werte in der Grofen-
ordnung von 18 bis 34 pM bestimmt wurden, wurde fiir das Konjugat Dex10-(CP1)g
mit einem Kp-Wert von 7.4pM eine zusétzliche Steigerung der Bindungsaffinitét
beobachtet (Tabelle 9.2, Eintrag 4, Abbildung 9.8, B).

Ein Vergleich der drei dextranbasierten Konjugate zeigte, dass ein Zusammenhang
zwischen der Bindungsaffinitdt und der Beladungsdichte besteht. Die hoch-affinen
Interaktionen wurden ausschlieflich fiir das Dextrankonjugat mit einer Beladung
von 10 % beobachtet (6 Peptide/62 WE x 100 = 9.7%). Das gleich grofse aber mit
lediglich 3 Peptiden ausgestattete Dextrankonjugat Dex10-(CP1)3 zeigte mit einer
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Tabelle 9.2.: ITC-Messungen der Peptid-Polymerkonjugate.

Eintrag Konjugate? Anzahl Liganden Beladungs- Kp?  N¢

(WE)® dichte [%]  [uM]

1 p1b - >1000 -
2 CP1b - 3 1.8
3 Dex10-(CP1)3 3 (62) 5 25 17
4 Dex10-(CP1)s 6 (62) 10 74 13
5 Dex40-(CP1)g 8 (248) 3 17 13
6 PG7-(CP1), 2 (97) 2 23 15
7 PG7-(CP1)3 3(97) 3 18 23
8 PG7-(CP1), 4 (97) 4 19 24
9 PHN13-(CP1)s 6 (92) 6.5 34 26
10 PHNI6-(CP1)g 9 (108) 8 30 27

@ Zahl am Polymer gibt jeweilige Molmasse an

b Literaturpeptid (Tabelle 9.1);*°1 CP1 = CysP1

€ Anzahl der Wiederholungseinheiten

4 |TC-Messungen bei 8 °C; Kp-Werte sind auf gleiche Peptidkonzentrationen bezo-
gen; Messungen wurden als Duplikat mit zwei unterschiedlichen Proteinchargen
durchgefiihrt

geringeren Beladungsdichte von 5% eine signifikante Verschlechterung der Interaktion
(Kp-Wert = 25uM). Eine vergleichbare Verschlechterung der Kp-Werte auf 17 nM
wurde fiir das grofere Dextrankonjugat Dex40 (40 kDa) mit einer Beladungsdichte
von 3% beobachtet (Tabelle 9.2, Eintrag 3-5).

Die polyglycerinbasierten Konjugate waren mit zwei bis vier Peptiden pro hPG bela-
den und hatten damit eine zu den gering beladenen, niedrig-affinen Dextrankonjugaten
Dex10-(CP1)3 und Dex40-(CP1)g vergleichbare Beladungsdichte von 2 bis 4 %. Mit
Kp-Werten von 18 bis 23 pM zeigten sie aufserdem vergleichbare Bindungsaffinitdten
(Tabelle 9.2, Eintrage 4, 6 bis 8).

Das poly(HPMA )-Konjugat PHN16-(CP1)g hatte mit 9 Peptiden eine im Vergleich
zum hoch-affinen Dextrankonjugat vergleichbare Beladungsdichte von 8 %, zeigte aber
mit einem Kp-Wert = 30 1M eine deutlich geringere Bindungsaffinitat. Mit abneh-
mender Peptidbeladungsdichte von 6.5 % verschlechterte sich der Kp-Wert auf Kp =
34 uM (Tabelle 9.2, Eintrige 4, 9 und 10). Im Vergleich zu den Polyglycerinkonjugaten
wiesen die poly(HPMA)-Konjugate eine schlechtere Bindungsaffinitéit (~ Faktor 2)
trotz einer vergleichsweise hohen Peptidbeladungsdichte auf (poly(HPMA): 6.5 %
bzw. PG: 4.1%).

Im Hinblick auf die Steigerung der Bindungsaffinitét hat sich ein Dextrankonju-
gat mit einer Ligandbeladung von etwa 10 % und einer Random Coil Struktur als
am besten geeignetes Polymer zur Darstellung multivalenter Systeme erwiesen. Im
Folgenden wurden die Auswirkungen der bei der Bindung an die tWW-Doménen
auftretenden Konformationsdnderungen auf die Entropiednderung bestimmt, um zu
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9.3. Multivalenzeffekte in Abhiangigkeit von der Polymerstruktur

untersuchen, worauf die erhohte Affinitatssteigerung des Dextrankonjugats beruht.

Einfluss der Enthalpie- und Entropiednderungen. In Abbildung 9.10 sind die beim
Bindungsprozess in ITC-Messungen ermittelten Enthalpie- und die daraus abgelei-
teten Entropiednderungen gegeniiber gestellt. Dabei wird ersichtlich, dass im Zuge
der Interaktion aller Peptid-Polymerkonjugate mit den tWW-Doménen die Syste-
me in Summe Entropieverluste aufwiesen, die in positiven Werten fiir den Term
-TAS resultierten. Der sich auf die Anderung der freien Energie negativ auswirkende

10 -
25 7.4 17 23 18 19 34 30 Ko-Werte [uM]

5 4

CE O mm T mm gn s
-5H H H H H e M M 0-TAS

kcal/mol

Abbildung 9.10.: Bei der Wechselwirkung polyvalenter Konjugate mit den tWW-Doménen
mittels [TC-Messungen ermittelten Enthalpie- und Entropiebeitréige;
T =8°C.

Entropieterm wurde allerdings durch den beim Bindungsprozess auftretenden Ent-
halpiegewinn aufgewogen. Die polymerbasierten Ligand-Protein-Interaktionen waren
demnach enthalpiegetrieben, wobei der Entropieverlust umso grofser war, je starker
die Bindungsaffinitdt und damit je grofer die Enthalpieinderung war. Folglich ergab
sich fiir das Dextrankonjugat mit dem besten Kp-Wert von 7.4 pnM der grofite Entro-
pieverlust von 5.9 kcal /mol, der durch eine entsprechend grofe Enthalpieanderung
von -12.5 kcal /mol kompensiert wurde.

Die Komplexierungen der polymeren Liganden mit den tWW-Doménen wurden
dariiber hinaus in MD-Simulationen theoretisch betrachtet.

Tabelle 9.3.: Abschitzungen zur konformativen Entropiednderung durch MD-Simulation.

-TAS [kecal/mol]
Dextran hPG poly(HPMA)
tWW-Domanen 352 3.63 3.56
Polymer/Linker/P1 022 033 0.16
by 3.74  3.95 3.71

Ssieche Methodenbeschreibung in Kapitel 12.10.7
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9. Projekt D: Multivalenzeffekt in Abhangigkeit von der Polymerstruktur

Im Gegensatz zu den experimentell bestimmten Werten, konnten aus den Berech-
nungen der MD-Simulationen die einzelnen Beitrége der polymeren Tragersysteme
und des Proteinlinkers zur Entropieéinderung aufgeschliisselt werden (Tabelle 9.3).
Dabei zeigte der flexible Linker der tWW-Domaénen einen fiir alle simulierten Po-
lymerkonjugate vergleichbaren und groften Beitrag zur Entropiedinderung. Einen
deutlich geringeren Anteil am Entropieverlust hatten die polymeren Trégersysteme
selbst inklusive Linker und angekniipftem Peptid.

Fazit. Die Interaktionen von Peptid-Polymerkonjugaten mit tWW-Doménen fiihrten
im Vergleich zum monovalenten Liganden zu signifikanten Affinitdtssteigerungen. Ein
auffillig niedriger Kp-Wert von 7.4 pM wurde fiir ein Dextrankonjugat mit einer
Peptidbeladungsdichte von 10 % bestimmt. Der Enthalpiegewinn kompensierte die
mit zunehmender Bindungsaffinitat steigende Entropieinderung, wobei das Protein
den groften Anteil am Entropieverlust hatte.

9.3.2. Bindungsmodus der Ligand-Protein-Interaktionen

Im Folgenden wurde der Bindungsmodus der multivalenten Peptid-Polymerkonjugate
an die tWW-Doménen durch Betrachtung der in ITC-Messungen bestimmten Sto-
chiometrien der beiden Interaktionspartner detaillierter untersucht.”

Bindungsmodus der Dextrane. Fiir die Dextrankonjugate Dex10-(CP1)g und Dex40
(CP1)g wurde eine Stochiometrie von N = 1.3 bestimmt, die auf eine intramolekulare
Wechselwirkung im Sinne von Multivalenz deutete (Tabelle 9.2, Eintrag 4, 5). Mit
einer Stéchiometrie von N = 1.7 verdnderte sich der Bindungsmodus des Konjugats
Dex10-(CP1)3 zunehmend zu einer intermolekularen Bindung hin. Die rdumliche
Orientierung der wenigen, pro Dextrankette gekuppelten, Peptide schien fiir eine
intramolekulare Wechselwirkung ungiinstig zu sein und fiihrte daher zu einem Wechsel
des Bindungsmodus fiir die Interaktion mit den tWW-Doménen.

Bindungsmodus der Polyglycerin- und HPMA-Konjugate. Mit einer sehr geringen
Anzahl von Peptiden wurde fiir das Polyglycerinkonjugat PG-(CP1), eine Stochio-
metrie von N = 1.5 bestimmt, die auf anteilige intramolekulare Wechselwirkungen
deutete. Eine Erhohung der Beladungsdichte von zwei auf vier Prozent (PG7-(CP1)4)
fithrte zu einem vollstdndingen Wechsel des Bindungsmodus (N = 2.4) und zur
Aggregation der Polymer-Protein-Komplexe mit fortschreitender Ligandzugabe. Die
Absténde der Liganden auf der sphérischen Oberflache der dendritischen Polymere
konnten offensichtlich den Abstand zwischen den tWW-Domaénen nicht {iberbriicken,
so dass vorrangig intermolekulare Wechselwirkungen stattgefunden haben. Dieses
Phénomen wurde fiir dreidimenionale Strukturen wie z. B. Dendrimere beschrieben,
die abhéngig von ihrer Grofe intermolekulare Wechselwirkungen eingehen (Kapitel

2.1.2).129:30]

"sieche Methodenbeschreibung in Kapitel 11.5.3
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9.3. Multivalenzeffekte in Abhangigkeit von der Polymerstruktur

Poly(HPMA)-basierte Konjugate wiesen ebenfalls Stochiometrien von N > 2 auf,
die auf intermolekulare Wechselwirkungen deuteten. Die wahrend der Titration auf-
tretende Aggregation war allerdings im Vergleich zu den hPG-Konjugaten weniger
stark ausgeprigt. Das vergleichbare Bindungsverhalten von poly(HPMA)- und po-
lyglycerinbasierten Konjugaten deutet darauf hin, dass beide Konjugate &hnliche
dreidimensionale Strukturen aufweisen.

Fiir das HPMA-basierte Konjugat ist in Abbildung 9.11 exemplarisch ein Polymer-
Protein-Komplex dargestellt, welcher aus der MD-Simulation der Interaktion zweier
Polymerketten mit drei tWW-Doménen resultierte. Die Simulation der Komplexierung
veranschaulicht die gleichzeitig stattfindenden inter- und intramolekularen Wechsel-
wirkungen eines beispielhaften Peptid-HPMA Konjugats mit den tWW-Doménen.

Abbildung 9.11.: Intra- und intermolekulare Wechselwirkungen poly(HPMA )-basierter
Ligand-Polymerkonjugate im Komplex mit den tWW-Doménen.

Simulation des Aggregationsverhaltens. Das beobachtete Aggregationsverhalten
der Polymer-Protein-Komplexe im Verlauf des fortschreitenden Bindungsprozesses
wird zur Zeit in MD-Simulationen modeliert. Dazu werden die Abstdnde der Masse-
zentren (centre of mass, COM) zweier modellierter Polymer-Protein-Komplexe im
Verlauf einer MD-Simulationen berechnet und in Distanzplots grafisch dargestellt. In
Anlehnung an die experimentellen Ergebnisse sollte sich die Distanz zwischen den
COM der dextranbasierten Polymer-Protein-Komplexe im Verlauf der Simulation
nicht verdndern. Im Fall der poly(HPMA)- und polyglycerinbasierten Komplexe wird
entsprechen des beobachteten Aggreagtionsverhaltens eine Annédherung der COM
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9. Projekt D: Multivalenzeffekt in Abhangigkeit von der Polymerstruktur

erwartet.

Fazit. Beim Bindungsprozess der Peptid-Polymerekonjugate traten sowohl intra- als
auch intermolekulare Interaktionen mit den tWW-Doménen auf. Das hoch-affine Dex-
trankonjugat zeigte dabei im Sinne eines Multivalenzeffektes ein vorrangig intramole-
kulares Bindungsverhalten, welches sich in Abh&ngigkeit von der Beladungsdichte zum
intermolekularen Bindungsmodus hin verlagerte. Poly(HPMA)- und hPG-Konjugate
wiesen hauptséichlich intermolekulare Wechselwirkungen auf, die in der Aggregation
der Polymer-Protein-Komplexe resultierten. Trotz &hnlicher rdumlicher Strukturen
unterschieden sich die beiden Random Coil Systeme poly(HPMA) und Dextran in
ihren Bindungsmodi in Bezug auf die Interaktion mit den tWW-Doménen.

9.4. Zusammenfassung

Die Konjugation kurzer monovalenter Peptide an die strukturell unterschiedlichen
polymeren Triagersysteme poly(HPMA), hyperverzweigtes Polyglycerin und Dextran
stellte einen flexiblen Zugang zu multivalenten PRS-Liganden dar. Interaktionen
der mono- und multivalenten PRS-Liganden mit den tWW-Doménen des Proteins
FBP21 wurden sowohl experimentell in I'TC-Messungen als auch durch theoretische
Betrachtungen in MD-Simulationen untersucht.

In ITC-Messungen ermittelte Kp-Werte haben gezeigt, dass die polyvalente Kon-
jugation monovalenter PRS-Liganden an die drei Polymere zu einer signifikanten
Steigerung der Bindungsaffinitdten bei der Interaktion mit tWW-Doménen fiihrte.
Die Bindungsprozesse aller polymerer Konjugate waren dabei enthalpiegetrieben.
Multivalente Wechselwirkungen im Sinne einer intramolekularen Bindung wurden
ausschlieflich fiir das Dextrankonjugat Dex10-(CP1)g mit einer Peptidbeladungsdich-
te von 10 % beobachtet. Der beim Bindungsvorgang des Dextrankonjugats an die
tWW-Doméne eintretende grofse Entropieverlust wurde durch einen entsprechend
hohen Enthalpiegewinn kompensiert und resultierte in Kp-Werten im niedrigen mi-
kromolaren Bereich. Theoretische Betrachtungen haben gezeigt, dass ein Grofteil der
experimentell beobachteten Entropiednderungen wahrend des Bindungsprozesses auf
den Entropieverlust des die beiden Doménen verbindenden Linkers zuriickzufiihren
sind.

Die unterschiedlichen thermodynamischen Eigenschaften der beiden Random Coil
Systeme poly(HPMA) und Dextran deuteten darauf hin, dass sich die Konjugate
trotz dhnlicher Strukturen in ihrem Bindungsverhalten signifikant unterscheiden
miissen. Die experimentellen und theoretischen Betrachtungen lieffen schlussfolgern,
dass Polymere auf Basis von Dextran mit einer linearen Struktur und einem flexiblen
Polymerriickrat geeignete Systeme fiir die Interaktion mit tWW-Doménen darstellen.
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10. Zusammenfassung

10.1. Entwicklung von Thioester-HPMA-Copolymeren

Im Fokus der vorliegenden Arbeit lag die Entwicklung von Thioester-HPMA-Copoly-
meren, die in NCL-Reaktionen mit entsprechend cysteinylierten Liganden beladen
werden konnten und so einen schnellen und flexiblen Zugang zu diversen Peptid-Poly-
merkonjugaten lieferten.

Zur Darstellung thioesterfunktionalisierter HPMA-Copolymere wurde das thioes-
terfunktionalisierte Monomer NMAS 4 in einer zweistufigen Reaktion ausgehend
von der Thioveresterung des S-Alanins und einer sich anschliefsenden Methacrylie-
rung mit Pentafluorphenylmethacrylat dargestellt. Nach erfolgter Optimierung der
RAFT-vermittelten Copolymerisation der Monomere HPMA und NMAS konnten in
Gegenwart des RAFT-Reagenzes 12 und des Initiators ACPA diverse Copolymere mit
unterschiedlichen Thioesteranteilen unter Kontrolle der Molmassen und Molmassen-
verteilung dargestellt werden (Abbildung 10.1). Die Moglichkeit, Parameter wie Grofe
und Thioesterbeladung zu variieren und die RAFT-bedingten Funktionalitéten an den
Kettenenden in situ zu entfernen, machten diesen Syntheseweg zu einem eleganten
Zugang zu mafsgeschneiderten aktivierten Copolymeren auf Basis des biokompatiblen
poly(HPMA).
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Abbildung 10.1.: RAFT-vermittelte Copolymerisation von HPMA und NMAS 4.

Die Vielseitigkeit der HPMA-basierten Copolymere beispielsweise als Transport-
system fiir in vitro und in vivo Anwendungen oder als multivalente Liganden zur
Modulation von Ligand-Protein-Interaktionen konnte im Rahmen der folgenden vier
Projekte gezeigt werden.
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10. Zusammenfassung

10.2. Untersuchung der zellularen Aufnahme
unterschiedlich geladener Peptid-HPMA-Konjugate

Zur Untersuchung der Aufnahmeeffizienz von Peptid-HPMA-Konjugaten in Abhén-
gigkeit von ihrer Oberflichenladung wurden in NCL-Reaktionen N-cysteinylierter
Dipeptide und N-cysteinylierten Fluoresceins mit den Thioester-HPMA-Copolymeren
PHNS-1 und 2 multivalente Peptid-Polymerkonjugate dargestellt. Die Internalisierung
der multivalenten Konjugate in HeLa-Zellen wurde in Bezug auf das Zetapotential
mit HPMA-Konjugaten verglichen, die mit dem Zell-penetrierenden Peptid (CPP)
Nonaarginin ausgestattet waren. Generell wurden ausschlieflich positiv geladene
Peptid-Polymerkonjugate in HeLa-Zellen internalisiert (Abbildung 10.2).

poly(HPMA-co-thioester)

@ *

@ cysteinylierte Peptide
¥ cysteinyliertes Fluorescein

Abbildung 10.2.: Oberflichenladungsabhéngige Internalisierungsstudien.

Das Zetapotential der positiv geladenen Peptid-Polymerkonjugate korrelierte al-
lerdings nicht mit der Anzahl der potentiellen aufgrund der vorhandenen Guanidin-
gruppen generierten positiven Ladungen. Dieser Effekt war besonders ausgepragt
beim Vergleich des mit einzelnen Argininen ausgestatteten Konjugats PHN-CR-1 und
des nonaargininbeladenen PHN-CRg-1. Offensichtlich war nicht jede Guanidingruppe
protoniert und trug daher nicht zum Zetapotential bei.

Die Anwesenheit des CPPs Nonaarginin hat sich mit einem vergleichsweise ge-
ringen Zetapotential positiv auf die Internalisierung der Peptid-Polymerkonjugate
ausgewirkt. Eine vergleichbar effiziente zelluldre Aufnahme zeigten Polymerkonjugate
mit multivalent présentierten Argininen, wenn sie sich durch ein grofies positives
Zetapotential auszeichneten wie z. B. das Konjugat PHN-CR-1.

Mit einer im Gegensatz zu Nonaargininkonjugaten exzellenten Biokompatibiliét
und effizienten zelluldren Aufnahme, stellen argininbeladende HPMA-Konjugate
eine Alternative zum toxischen Nonaarginin als CPP dar und kénnten als effiziente
Trégersysteme biologisch relevanter Substanzen fiir intrazelluldre Studien eingesetzt

werden.
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10.3. Peptid-HPMA Konjguate in bildgenden Vefahren

10.3. Projekt B: HPMA-gebundene MMP-11 Substrate
zur Fritherkennung von Pankreaskrebs

In einer Kooperation mit Dr. S. Meyer wurden fluoreszenzmarkierte Peptid-HPMA-
Konjugate entwickelt, die in einem nichtinvasiven, bildgebenden Diagnoseverfahren
zur Fritherkennung von Pankreaskrebs verwendet wurden.

Fiir die Matrix-Metalloprotease MMP-11, die im Rahmen des EU-Projektes MolDiag-
PaCa als Biomarker fiir Bauchspeicheldriisenkrebs identifiziert wurde, wurden pepti-
dische Substrate als FRET-Systeme konzipiert. Der Substratumsatz bei der Spaltung
durch das Enzym MMP-11 lieferte ein Fluoreszenzsignal, welches bei Verwendung
entsprechender NIR-Fluorophore fiir das nichtinvasive bildgebende Verfahren FRI
genutzt werden konnte (Abbildung 10.3).

X
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Abbildung 10.3.: Nichtinvasive molekulare Diagnostik.

Die Konjugation des biologisch aktivsten MMP-11 Substrates an thioesterfunk-
tionalisiertes poly(HPMA) gewéhrleistete einerseits einen gezielten Transport der
Konjugate zum Wirkort und andererseits den Schutz vor proteolytischem Abbau.
Nach entspechender Validierung in Enzymkinetik- und Zellassays wurden Experi-
mente an MIA Paca-2 Xenograft Mausen durchgefiihrt. Der EPR-Effekt fiihrte zur
Anreicherung der fluorophormarkierten Polymerkonjugate im Tumor der M&ause, was
in einem detektierbaren Fluoreszenzsignal resultierte (Abbildung 10.4).

48 h 48 h

PHN-SMP110-1-Cy Kontrolle

Abbildung 10.4.: Verteilung eines Peptid-HPMA-Konjugats in Xenograft Mausen 48 h
nach Injektion; roter Kreis: Tumor.
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10. Zusammenfassung

10.4. Projekt C: Photoinduzierte Freisetzung
amyloidogener Peptide in Neuroblastomzellen

Im Rahmen einer gemeinsamen Kooperation mit Dr. E. Brandenburg wurden mit dem
Ziel, amyloidbildende Modellpeptide intrazellular zu studieren, die Peptid-HPMA-
Konjugate mit einem photospaltbaren Linker ausgestattet. Das Polymer ermdglichte
neben dem Transport und dem Schutz vor proteolytischem Abbau, eine photoindu-
zierte intrazelluldre Freisetzung des Peptids (Abbildung 10.5).

o
& s
Cam
&%

intrazellular

Abbildung 10.5.: UV-Licht-vermittelte Peptidfreisetzung aus einem caged-Peptid-HPMA-
Konjugat.

Der photolysierbare Linker basierte auf einem Cumarinsystem, welches chemisch
so modifiziert wurde, dass neben der Eigenschaft Molekiile zu schiitzen (caging) eine
NCL-Reaktion zur Kupplung an ein Thioester-HPMA-Copolymer moglich war. In
der geschiitzten (caged) Form wurde die Eigenschaft des VW18 Peptids, S-Faltblatter
auszubilden und anschliefend zu Amyloiden zu aggregieren, durch die kovalente
Bindung an die photolabile Cumaringruppe maskiert und nach photolytischer Spaltung
wieder regeneriert.

Die an Neuroblastomzellen SH-SY5Y durchgefithrten Experimente haben gezeigt,
dass ein caged-TAMRA-Modellpeptid und geringe Mengen des CPP Nonaarginin
durch Konjugation an ein Thioester-HPMA-Copolymer effizient internalisiert wurden.
Dariiber hinaus resultierten die biokompatiblen Eigenschaften des polymeren Trans-
portsystems in einer guten Vertraglichkeit der Konjugate, die in unbestrahlter Form
iiber mehrere Stunden intakt blieben. Die intrazelluldre Freisetzung des Modellpep-
tids wurde durch Bestrahlung mit UV-Licht ausgelost und hatte apoptosetypische
Veranderungen der Zellen zur Folge. In weiterfithrenden Studien muss festgestellt
werden, inwieweit tatsichlich Amyloidbildung fiir die Cytotoxizitat des Modellpeptids
verantwortlich war.

In Kombination mit einem Cumarinderivat als photolabilen Linker zwischen Poly-
mer und einem Modellpeptid hat sich poly(HPMA) als praktisches Transportsystem
erwiesen, mit dem die Freisetzung eines biologisch relevanten Liganden kontrolliert
werden kann.
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10.5. Projekt D: Untersuchung der Wechselwirkung
multivalent-prasentierter PRS-Liganden mit
Tandem WW-Domanen in Abhangigkeit von der
Struktur des polymeren Tragers

Interaktionen der mono- und multivalenten PRS-Liganden mit Tandem WW-Doménen
(tWW-Doménen) des Proteins FBP21 wurden sowohl experimentell in ITC-Messungen
(Dr. O. Krylova) als auch durch theoretische Betrachtungen in MD-Simulationen (A.
Bujotzek) in Abhéngigkeit von der Struktur des verwendeten polymeren Tragersystems
untersucht (Abbildung 10.6). Dabei wurden die Polymere Dextran, hyperverzweigtes
Polyglycerin und poly(HPMA) als biokompatible und auf dem Gebiet der Polymer-
therapeutika bekannte Trégersysteme verwendet.

Monovalente Peptide vs. Multivalente Petid-Polymer Konjugate
Polymerriickrat

PRS = Prolin-Reiche-Sequenz Polymerriickrat = Dextran vs. Polyglycerol vs. poly(HPMA)
Abbildung 10.6.: Multivalente Interaktionen.

Die polyvalente Konjugation monovalenter prolinreicher Liganden an die Polymere
fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der Bindungsaffinititen bei der Interaktion
mit tWW-Domanen, wobei die Bindungsprozesse aller polymerer Konjugate enthal-
piegetrieben waren. Der beim Bindungsvorgang der Konjugate an die tWW-Doméne
eintretende grofte Entropieverlust wurde durch einen entsprechend hohen Enthalpie-
gewinn kompensiert und resultierte in guten bis sehr guten Kp-Werten. Theoretische
Betrachtungen haben gezeigt, dass ein Grofsteil der experimentell beobachteten Entro-
piednderungen wahrend des Bindungsprozesses auf den Entropieverlust des die beiden
Doménen verbindenden Linkers zuriickzufiihren sind. Die besten Bindungsaffinitdten
bei der Interaktion mit tWW-Doménen wurden mit einem Dextrankonjugat erreicht,
welches eine Peptidbeladung von 10 % aufwies.

Beim Bindungsprozess der Peptid-Polymerkonjugate traten sowohl intra- als auch
intermolekulare Interaktionen mit den tWW-Doménen auf, wobei das hoch-affine
Dextrankonjugat im Sinne eines Multivalenzeffektes ein vorrangig intramolekulares
Bindungsverhalten zeigte. Poly(HPMA)- und hPG-Konjugate wiesen dagegen haupt-
sdchlich intermolekulare Wechselwirkungen auf, die schlieflich in der Aggregation der
Polymer-Protein-Komplexe resultierten. Im Hinblick auf die Interaktion mit tWW-
Doménen des Proteins FBP21 zeigten die dextranbasierten Konjugate signifikante
Affinitdtssteigerungen, ohne zu aggregieren und erwiesen sich daher als am besten
geeignetes Tragersystem zur Darstellung multivalenter PRS-Liganden.
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11. Allgemein

Alle aufgefithrten wasserempfindlichen Reaktionen wurden in ausgeheizten Glasgeréten
unter einem leichten Stickstoff-Uberdruck und alle Polymerisationen in Schlenkrohren
der Firma Glasgerdtebau Ochs Laborfachhandel e. K. durchgefiithrt. Kéuflich erhéltliche
Produkte wurden wenn nicht weiter angegeben ohne weitere Reinigung eingesetzt.
2,2’-Azobis(isobutyronitril) (AIBN) (97 % Sigma-Aldrich) wurde vor Gebrauch aus
Methanol umkristallisiert. Alle verwendeten trockenen Lésungsmittel wurden von
der Firma Aldrich bezogen (iiber Molekularsieb, HoO < 0,0005 %). Das fiir die
chromatographischen Systeme verwendete Acetonitril wurde in HPLC Qualitdt von
der Firma Fluka bezogen und das dafiir benctigte Wasser wurde als Reinstwasser
einem Milli-Q System der Firma Merck Millipore entnommen. Dioxan der Firma
Aldrich und war von spekrophotometrischer Qualitdt. Vor jeder Polymerisation wurde
mit einem Merckoquant® Peroxid-Test der Firma Merck sicher gestellt, dass der
Peroxidgehalt kleiner 1 mg/L ist. Fiir die Dialyse wurden Spectra/Por Membranen
(MWCO 3.500, 1.000, 100-500 Da) der Firma Spectrum Laboratories, Inc. verwendet.

11.1. Verwendete Methoden und Gerate

Schmelzpunkte

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mit Hilfe des Modells B-545 der Firma
Biichi. Die angegebenen Werte sind nicht korrigiert.

Elementaranalyse

Elementaranalysen wurden mit einem varioEL der Elementar Analysesysteme GmbH
von Frau Vasak an der FU Berlin durchgefiihrt.

Gefriertrockner

Das Gefriertrocknen aus Wasser und Wasser /Acetonitril Gemischen erfolgte an einem
ALPHA 2-4 LD plus der Firma Christ.

GC-Aminosdureanalyse

Die Beladung der Polymere mit Peptiden wurde von der Firma Genazxzon durch Ami-
nosauresequenzierung und anschliefender gaschromatographischer Analyse bestimmt.

113



11. Allgemein

11.2. Spektroskopische Methoden

Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR)

Die Spektren wurden mit einem einem AVANCE™ Gerét der Firma Bruker mit
einer Feldstirke von 7,05 T aufgenommen (*H-NMR 300 MHz; 3C-NMR 75 MHz).
Die chemischen Verschiebungen sind in Einheiten der d-Skala in ppm angegeben.
In 'H-Spektren diente Tetramethylsilan (6 = 0.00) oder das Restresonanzsignal der
deuterierten Losungsmittel (DMSO-dg: § = 2.50 ppm, CD30D: § = 3.31 ppm, D2O:
§ = 4.79ppm) als interner Standard. Die chemische Verschiebung in '3C-Spektren
wurde intern auf die Restresonanzsignale der deuterierten Losungsmittel kalibriert
(CDCls: 6 = 77.00 ppm, DMSO-dg: § = 39.52 ppm, CD30D: § = 49.00 ppm). Bei der
Aufnahme von 3'P-Spektren wurde 85 %-ige Phosphorsiure (§ = 0.00 ppm) und im
Fall von 9F-Spektren Trifluoressigsiure (6 = -76.55 ppm) verwendet.

Zur Kennzeichnung der Multiplizitat der Signale wurden folgende Abkiirzungen
verwendet: s (Singulett), brs (breites Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett),
qnt (Quintett), spt (Septett), m (Multiplett). Die Kopplungskonstanten sind in Hertz
(Hz) angegeben.

Alle deuterierten Losungsmittel wurden von Deutero oder Euriso-top bezogen. Die
Prozessierung und Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm TopSpin der
Firma Bruker.

UV-Vis-Spektroskopie
UV-Spektren wurden mit dem Modell V-550 der Firma Jasco aufgenommen.

Fluoreszenzspektroskopie
Fluoreszenzspektren wurden am Gerat FP-6500 der Firma Jasco in 4 x 4 mm Fluo-
reszenzkiivetten aufgenommen.

11.3. Chromatographische Methoden

Analytische Fliissigchromatographie mit Massenspektrometer-Kopplung
o LC-ToF': Fliissigchromatographie-System der 1200 Serie der Firma Agilent
Technologies ausgestattet mit einem DAD-UV-Detektor und den Sdulen Zorbax
Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT 50 (1.8 pm, 4.6 x50 mm) der Firma Agi-
lent Technologies und Jupiter-C18 (3 pm, 2x 150 mm) der Firma Phenomenezr®
und gekoppelt mit einem Time of Flight Massenspektrometer zur Bestimmung
hochauflésender Massen. Die Ionisation erfolgte durch Electron-Spray-Ilonisation
(ESI). Als Eluent dienten Wasser-Acetonitril (ACN) Mischungen mit 0.1 % Amei-
sensdure. Wenn nicht anders angegeben wurden alle Messungen bei Verwendung
der XBD-C18 Siule mit einem Gradienten von 5-99 % ACN in 4.5 min bei
positiver Elektrospray-Ionisation durchgefiihrt. Bezogen auf die Jupiter-Saule
wurde eine Wasser-ACN Mischung mit 0.05 % Trifluoressigsiaure verwendet und
mit einem Gradienten von 20-60 % ACN in 22min im positiven ESI-Modus
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gemessen.

o LC-ESI: Fliissigchromatographie-System der 1200 Serie der Firma Agilent
Technologies ausgestattet mit DAD-UV-Detektor und einer EC 30/2 Nucleodur
100-3 C18-ec Séule der Firma Macherey-Nagel GmbH € Co. KG und gekoppelt
mit einem Single-Quadrupol-Massenspektrometer.

o LC-Q: Fliissigchromatographie-System der Firma Thermo Finnigan ausgestat-
tet mit einem PDA-UV-Detektor und den Saulen EC 30/2 Nucleodur 100-3
C18-ec Séaule (1.8 um, 2x30mm) der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG und EC 50/2 Nucleodur Sphinx RP (3 pm, 4.6 x50 mm) gekoppelt an ein
Ionenfalle-Massenspektrometer. Wenn nicht anders angegeben wurden alle Lau-
fe mit einem Wasser-ACN Gemisch mit 0.1 % Ameisensidure und mit einem
Gradienten von 5-99 % ACN in 8 min mit einer positiven Elektrospray-Ionisation
durchgefiihrt.

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Analyse der Molmassenverteilung und der sich daraus ergebenden mittleren
Molmassen My, My, und die Polydispersitdt PDI erfolgte am SECurity GPC-System
der Firma Polymer Standard Service (PSS) aufgebaut aus Modulen der 1200 Serie
der Firma Agilent Technologies (Pumpe, UV-Detektor, RI-Detektor).

Viskositatsdetektor: ETA-2010 der Firma WGE Dr. Bures GmbH € Co. KG

Séule: Suprema (10um, 1000 A) der Firma PSS
Entgaser: Firma PSS

Interface: Universal Data Center UDC 810 der Firma PSS
Saulenofen: Techlab K7 der Firma PSS

Software: WinGPC Unity Build 5403 der Firma PSS

Diinnschichtchromatographie (DC)

Verwendet wurden DC-Folien der Firma Merck des Typs Kieselgel 60 F254. Es
werden Rf - Werte (Verhéltnis der Laufhohe zur Lauffront) angegeben. Fiir die
verwendeten Losungsmittel gelten folgende Abkiirzungen: E (Diethylether), EE
(Essigester), DCM (Dichlormethan), MeOH (Methanol). Neben der UV-Detektion
dienten ein Cer-Molybdén-Reagenz (Mostain-Losung) (100g Ce(IV)(SO4)2x4 H20,
100g (NHy4)6Mo7024x4H20), 115ml konz. HSO4, 1885ml Hy0O, eine Vanillin-
Schwefelsdure-Losung (0.5 g Vanillin, 5ml konz. Schwefelsiure, 10 ml konz. Essigsiure,
90 ml Methanol) und eine 1%-ige wéssrige Kaliumpermanganat-Losung als Anférbe-
reagenzien.

Siulenchromatographie
Zur chromatographischen Reinigung bei erhdhtem Druck (Flashchromatographie)
wurde Kieselgel der Firma Merck (Korngofe 0.032-0.063 mm) verwendet.
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Praparative Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Aufreinigungen wurden am HPLC System der Serie 1100 der Firma Agilent Tech-
nologies mit Hilfe der Umkehrphasen-Saulen VP 250/21 Nucleodur 100-7 (RP 18;
10 pm; 250 x 20mm) und VP 250/10 Nucleodur Sphinx (RP 18; 5pum;)der Firma
Macherey-Nagel GmbH € Co. KG durchgefiihrt.

11.4. Reinigung von Polymeren

Gelfiltration

Aufreinigung durch Grofienausschlusschromatographie wurde mit PD-10 Sdulen der
Firma GE Healthcare Life Sciences durchgefiihrt, die mit Sephadex” G-25 Séulenma-
terial gepackt sind.

Dialyse

Es wurden Dialysemembranen Spectra/ Por® der Firma Carl Roth mit den jeweils
angegeben MWCO verwendet. Aufserdem wurden Amicon-Ultra Systeme der Firma
Merck Millipore zur Reinigung und zum Aufkonzentrieren verwendet. Dazu wurde
die Probenlésung in ein Falcontube mit eingesetzter Membran mit einem MWCO
von 3500 Da iiberfiihrt und bei einer Umdrehungszahl von 4000 rpm zentrifugiert.

11.5. Biophysikalische Methoden

11.5.1. Zetapotential

Die elektrostatische Ladung von Partikeln, typischerweise als Oberflachenpotential
bezeichnet, wird wie bei der Elektrophorese iiber die Geschwindigkeit bestimmt,
mit der sich geladene Teilchen in einem elektrischen Feld zur entgegengesetzt ge-
ladenen Elektrode bewegen. Das sich daraus ergebende Zetapotential entspricht
allerdings genau genommen nicht direkt dem Oberflachenpotential. An der Oberflache
der geladenen Teilchen lagern sich Gegenionen fest gebunden in der sogenannten
Helmholtz-Doppelschicht an, was wiederum ein elektrokinetisches Potential zwischen
der Teilchenoberfliche und einem beliebigen Punkt in der direkten Umgebung erzeugt.
Diese locker angelagerten lonen erzeugen eine diffuse Schicht, so dass das Partikel
von aufen betrachtet elektrisch neutral erscheint. Das Potential in direkter Néhe
der Oberfliche des geladenen Teilchens fallt in der Helmholtz-Doppelschicht sehr
schnell und linear ab, wobei die Abnahme in der diffusen Schicht immer kleiner wird.
Wird ein elektrisches Feld angelegt, wird bei der Bewegung des Teilchens ein Teil
der lockeren Schicht infolge von Reibung ageschert und das Teilchen besitzt wieder
ein Potential. Die Schergrenze ist der Punkt, an dem sich die Helmholtz- und die
diffuse Schicht treffen. Das an dieser Schergrenze gemessene Potential ist ein Teil der
absoluten Oberflachenladung des Partikels und wird als Zetapotential bezeichnet (Ab-
bildung 11.1). Das Zetapotential spiegelt die realistische Situation geladener Teilchen
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Oberflachenladung

Zeta-Potential

Potential

Helmbholtz-Schicht

Diffuse Schicht

Abstand von der Oberflache

Abbildung 11.1.: Oberflichenpotential vs. Zetapotential.

in Losung wider und ist bei gleichem Medium eine relative Messgrofe fiir die Ladung
eines Teilchens. Die Grofie der Ladung bestimmt die Geschwindigkeit der Teilchen
und ist ein MaR fiir das Zetapotential.*#2l Der mathematische Zusammenhang ergibt
sich aus:

_ 2e¢f(ka)

U
e 3

(11.1)

wobei U, die elektroporetische Mobilitat, € die Dielektrizitatskonstante, ( das Zeta-
Potential, f(ka) die Henry-Funktion (Smulochowski-Néherung) und 7 die dynamische
Viskositat der Fliissigkeit darstellt.

11.5.2. Cirkulardichroismus (CD)

Die CD-Spektroskopie ist eine Methode, die auf der unteschiedlich starken Absorption
zirkular polarisierten Lichts der beiden Enantiomere optisch aktiver Molekiilen beruht.
Das CD-Spektrum ergibt sich aus der Absorptionsdifferenz, die fiir verschiedene Wel-
lenldngen gemessen wurden. Mit Hilfe der CD-Spektroskopie kann die Struktur optisch
aktiver Substanzen aufgeklart werden, so dass diese Methode in der Biochemie dazu
benutzt wird, die Sekundérstruktur von Peptiden und Proteinen zu bestimmen. 1%
Dazu wird ein Spektrum im fernen UV-Bereich aufgenommen, in dem insbesondere
die Peptidbedingungen absorbieren. Das CD-Spektrum einer a-Helix zeichnet sich
durch zwei ausgeprigte negative CD-Banden bei 208 und 222 nm und eine positive
bei 192nm aus. Im Vergleich dazu weist eine zufillig gefaltete Proteinstruktur (ran-
dom coils) eine negative CD-Bande mit einem Minimum bei 190 nm auf und eine
B-Faltblattstruktur besitzt eine negative CD-Bande bei 218 nm.[159]

Die Spektren geben die molare Elliptizitdt pro Aminoséurerest ([©]) als Funktion
der Wellenlédnge wieder (Gleichung 11.2).

@exp

Ol = 150001 cm

(11.2)
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mit [ = Lénge der Kiivette in cm, ¢ = Konzentration in mol/l und n = Anzahl der
Peptidbindungen.

11.5.3. Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

ITC-Messungen zur Bestimmung der thermodynamischen Parameter von Ligand-
Protein-Interaktionen wurden am isothermen Titrationskalorimeter VP-ITC MicroCal
der Firma GFE Healthcare bei 8°C durchgefiihrt. Die ITC ist eine biophysikalische
Methode zur Bestimmung thermodynamischer Parameter bei typischerweise biochemi-
schen Wechselwirkungsprozessen.[206:2071 Bei einem Bindungsvorgang eines Liganden
an ein Protein wird die dabei freigesetzte (exotherme Reaktion) oder aus der Um-
gebung aufgenommene Wirme (endotherme Reaktion) gemessen. Der Aufbau einer
ITC ist in Abbildung 11.2 dargestellt. Ein isothermes Kalorimeter besteht aus zwei
adiabatischen Zellen, einer mit Puffer oder Wasser gefiillten Referenz- und einer mit
einer Losung eines Interaktionspartners (Protein) gefiillten Probenzelle. Der zweite
Interaktionspartner (Peptid-Polymerkonjugat) befindet sich in der Injektionsspritze
und wird schrittweise in definierten Volumina und Zeitpunkten injiziert. Die durch
die Bindungsvorgénge hervorgerufenen Warmeénderungen in der Probenzelle werden
gemessen und so reguliert, dass die Temperatur der Probe identisch zur Referenzzelle
ist. Gemessen wird die zeitabhéngige Zufuhr der Energie, die notwendig ist um die
Temperaturbalance aufrechtzuerhalten. Die bei jeder Injektion gemessene Energiere-

Liganden-
injektion

Heizung

Referenzzelle Probenzelle

Riickkoppler

A-&'th::ischer
Man

Abbildung 11.2.: Schematische Darstellung einer ITC-Anlage.!

gulierungen werden als Peaks (Spitzen) gegen das Verhéltnis der Konzentrationen
der beiden Interaktionspartner aufgetragen. Die freiwerdende Energie pro Injektion
wird durch Integration der Peaks bestimmt und als Mefspunkte dargestellt.

Die Kurvenanpassung nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate ergibt eine
theoretische Kurve, deren Anstieg die Assoziationskonstante K4 und der Wendepunkt

1Urheber der Grafik ist S. Lehe
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der Kurve das Verhéltnis des Interaktionsparnters A zum Parnter B, die Stéchiometrie
Nbestimmt. Der maximale Abstand zur x-Achse ergibt schliefslich die Enthalpieén-
derung AH. Aus diesen Werten konnen die Entropie AS und die freie Energie AG
berechnet werden (Gleichung 11.3).

—RT -InKy =AG =AH—T-AS (11.3)

Die Dissoziationskonstante Kp ergibt sich aus der reziproken Assoziationskonstane
Kyu.

Kp=— 114
D= (11.4)

11.6. Zellbiologische Methoden

11.6.1. Allgemeine Verfahrensweisen zur Zellkultivierung

Die Zellen mit einer Zelldichte von ca. 1x10% wurden in fetalem Kélberserum mit 10 %
DMSO durch Einfrieren in fliissigem Stickstoff kryokonserviert. Zur Weiterkultivierung
wurden tiefgefrorene Zellen bei 37°C aufgetaut, im jeweiligen Medium aufgenommen
und in Zellkulturflaschen {iberfiihrt (25 bzw. 75cm?). Das Medium wurde nach
24 Stunden ausgetauscht und die Kultivierung der Zelllinie entsprechend fortgesetzt.
Die Zellen wurden bei 80 %-iger Konfluenz passagiert (Entfernung des Mediums,
Waschen mit PBS, Trypsinierung mit Trypsin/EDTA-Losung fiir 5 min, Resuspension
in Medium). Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in gewiinschter Dichte
ausgesét. Fiir zellbiologische Experimente wurden die Zellen nach dem Auftauen
mindestens drei Mal passagiert und nicht ldnger als bis zur Passage 25 verwendet.

Beschichtung von Glasdeckgldschen

Die fiir mikroskopische Untersuchungen benétigten Glasdeckglaschen(Durchmesser
30 mm) wurden mit poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurden die Deckgldschen mit
1ml der Beschichtungslésung fiir eine Stunde inkubiert. Anschliekend wurde die
iiberschiissige Losung abgenommen, die Deckgldschen wurden unter der Sterilbank
getrocknet und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

11.6.2. Verwendete Zelllinien

Hela

Zervixkarzinom Epithelzellen (HeLa-Zellen) wurden in Dubelcco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco, USA), welches 10 % fetales Kalberserum und 1 % Antibiotika
(Penicillin/Streptomycin, 10.000 IE/10 mg/ml) enthélt, bei 37 °C in einem Inkubator
mit 5% COs kultiviert.

SH-SY5Y

Humane neuroblastom Zellen wurden in DMEM, welches 20 % fetales Kélberserum,
1% L-Glutamin und 1% Antibiotika (Penicillin/Streptomycin, 10.000 IE/10 mg/ml)
enthilt, bei 37°C in einem Inkubator mit 5% COs kultiviert.
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11.6.3. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)

Mikroskopieaufnahmen wurden in der Mikroskopfacility am FMP (B. Wiesner und
J. Eichhorst) am LSM 510 der Firma Carl Zeiss ausgestattet mit einem 100 x 1.3
Objektiv (Plan-Neofluar@®) Carl Zeiss) durchgefiihrt. Fluorescein und Trypanblau-
Fluoreszenzen wurden mit einem 200 mW Ar-Laser (488 nm) und einem 15 mW He-Ne
Laser fiir die Anregung und einem BP505-530 und LP560 Bandfilter fiir die Emission
gemessen.

Rhodamin-markierte Proben wurden mit einem 15 mW Helium-Neon-Laser (543 nm)
angeregt und die Fluoreszenz wurde mit einem LP560 Emissionsfilter detektiert.
Die Integritit der Zellmembran wurde durch Zugabe eines Tropfens Trypanblau
(0,5 % w/v) gezeigt. Trypanblau kann als anionischer Farbstoff nicht in das Zellinnere
von lebenden Zellen gelangen, sondern es bindet stattdessen extrazellular an die
Membranproteine, wodurch sich seine Fluoreszensaktivitat erhoht. Dariiber hinaus
wurde an einem LSM 780 Mikrsokop der Firma Firma Carl Zeiss ausgestattet mit
einem 40 x 1.3 Ol-Objektiv. Die Anregung erfolgte mit einem DPSS 561-10 (Diode
pumped solid state laser) mit 1% Laserintensitdt. Die Emmission wurde mit einem
Bandpassfilter gemessen (BP 563 - 699).

11.6.4. Durchflusszytometrie (FACS)

Die geschiitzte Handelsmarke FACS? eines Geriteherstellers ist eine Methode, mit der
die Eigenschaften von Zellen anhand ihrer Form, Stuktur und/oder Fluoreszenzfarbung
untersucht werden.298] Der schematische Aufbau eines Durchflusszytometers ist in
Abbildung 11.3 dargestellt.?

Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass Zellen beim passieren eines Licht-
strahls das Licht streuen. Das erzeugte Streulicht wird detektiert, wobei das Mafs des
Vorwiérts- und Seitwértsstreulichts Aussagen iiber Granularitét und die Gréfe der
Zellen erlaubt. Gleichzeitig konnen Fluoreszenzsignale gemessen werden, so dass die
Sortierung der Zellen zusétzlich anhand ihrer Fluoreszenzeigenschaften erfolgen kann.
Typischerweise werden Fluroreszenmessungen am FACS fiir Experimente genutzt, in
denen DNA-Farbungen mit DAPI und fluoreszenzmarkierte Antikorper eingesetzt
werden.

2fluorescence activated cell sorting
3http://de.wikipedia.org/wiki/Durchflusszytometrie; Urheber der Abbildung ist FabianK; Lizenz-
vertrag: http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/legalcode
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SSC  side scatter,
Seitwirtsstreulicht

FSC  forward scatter,
Vorwartsstreulicht

FL1-4 Fluoreszenkanile 1-4

FL1-Diode

Filter 530 nm

Filter 488 nm
Filter 585 nm
— teildurchléssige Spiegel

Filter 661 nm

Filter 670 nm

Filter 488 nm

/* Messkiivette
N
£ Tragerfliissigkeit

Abbildung 11.3.: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers.?

121



12. Synthesevorschriften

12.1. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

12.1.1. AAV 1 - Copolymerisation

Alle Polymerisationen wurden in einem Schlenkrohr ausgestattet mit einem Riihrfisch
durchgefiithrt. Die Monomere, der Radikalstarter und gegebenenfalls ein Ketteniiber-
tragungsreagenz wurden in dem entsprechenden Losungsmittel gelost und in 3-5
Freeze-Pump-Thaw-Zyklen entgast. Die Polymerisation wurde durch Erwérmen in
einem Olbad (50 oder 70°C) initiiert und nach der gewiinschten Reaktionszeit durch
Einfrieren in fliissigem Stickstoff gestoppt. Das Polymer wurde in Aceton gefillt,
zentrifugiert und mehrmals mit Diethylether gewaschen. Der erhaltene Feststoff wurde
flir 24h am Hochvakuum getrocknet.

Zur Bestimmung des Polymerisationsumsatzes wurden die Polymerisationen gege-
benenfalls in Gegenwart des internen Standards Naphthalen durchgefiihrt. Vor der
Féllung des Copolymers wurden Proben der Polymerisationslésung mittels LC-ToF
analysiert, wobei zur Umsatzbestimmung die Peakflichen der detektierten UV-Peaks
der Monomere und des Naphthalens zum Start- und Endzeitpunkt ins Verhéltnis
gesetzt wurden. Vor der Molmassenbestimmung mittels GPC-Analyse wurden Test-
mengen an zu untersuchendem Thioester-HPMA-Copolymer mit LiOH (10 Aq.) in
Methanol (10 mg/ml) hydrolysiert. Die Losung wurde anschliefend tiber Gelfiltration
(Pd 10, G 25) aufgereinigt, iiber einen H'-Ionenaustauscher Amberlite IR-120 filtriert
und lyophylisiert.

12.1.2. AAV 2 - Peptidsynthese

Alle Peptide wurden mit Fmoc-Standardfestphasenpeptidsynthese in Polypropylen-
spritzen dargestellt, die mit entsprechenden Polyethylenfritten und -kappen ausge-
stattet waren. Das Rinkamid-Harz (260 mg, 0.161 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM
gequollen und durch Zugabe einer Piperidin-Losung (20 % Piperidin in DMF) Fmoc-
entschiitzt (1 x 1min, 2 x 10 min). AnschlieRend wurde die Piperidin-Losung entfernt
und das Harz mit DMF und DCM gewaschen. Fiir die Aminosdurekupplung wurde
zu einer Losung der Fmoc-geschiitzten Aminosiure (0.806 mmol, 5.0 Aq.) in DMF
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) (123 mg, 0.806 mmol, 5.0 Aq.) und Diisopropylcarbo-
diimid (DIC) (125yl, 0.806 mmol, 5.0 Aq.) zugegeben. Die Reaktionslosung wurde
auf das Harz gegeben und die Mischung wurde fiir 3h geschiittelt. Anschlieffend
wurde die Losung entfernt und das Harz mit DMF und DCM gewaschen. Die Voll-
standigkeit der Kupplung wurde mit dem Kaiser-Test iiberpriift. Vor dem néchsten
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Kupplungsschritt wurde mit einer Piperidin-Losung (20 % Piperidin in DMF) die
Fmoc-Schutzgruppe entfernt (1 X 1min, 2 x 10min). Nach dem Kupplungs- und
Fmoc-Entschiitzungsschritt der letzten Aminosdure wurde das Harz mit einer Ab-
spaltungslosung (TFA/TIS/HyO/EDT 94:1:2.5:2.5) versetzt, fiir 3h geschiittelt und
das abgespaltene Peptid anschlieffend in kalten Diethylether iiberfiihrt. Das ausge-
fallte Peptid wurde mit Ether gewaschen und nach Bedarf mit praparativer HPLC
aufgereinigt.

Kaiser-Test

Eine Testmenge an Harz wurde zu gleichen Teilen mit Kaliumcyanid in einer wassri-
gen Pyridin-Losung und Ninhydrin in Ethanol versetzt und anschliefsend auf 100°C
erwarmt. Bei Anwesenheit von freien Aminogruppen aufgrund einer unvollstdndigen
Peptidkupplung farbte sich die Losung tief violett. In diesem Fall musste der Kupp-
lungsschritt wiederholt werden. Eine vollstédndige Peptidkupplung wurde durch eine
gelbe Farbung der Losung angezeigt.

12.1.3. AAV 3 - Native Chemische Ligation

Poly(HPMA-co-NMAS) wurde in einer Mischung aus Natriumphosphatpuffer (100 mM,
pH 7.4) und Dioxan (Puffer/Dioxan 2:1) gelost (10 mg/ml). Die entsprechenden Men-
gen an N-L-cysteinylierten Liganden bzw. Peptide und Thiophenol (1% v/v) wurden
zugegeben und bei Raumtemperatur fiir die angegebene Zeit geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Dioxan unter vermindertem Druck entfernt und die wéssrige
Phase mit Diethylether gewaschen, anschliefend iiber Dialyse und Gelfiltration (Pd-10;
G-25) aufgereinigt und lyophylisiert. 'H-NMR-Messungen wurden durchgefiihrt, um
die Vollstédndigkeit und Reinheit der Konjugate festzustellen. Die exakte Beladung der
Polymere mit Peptiden wurde von der Firma Genazron Bioscience GmbH gaschro-
matographisch bestimmt. Die Berechnung der Anzahl pro Polymerkette gekuppelter
Peptide erfolgte nach AAV 5 12.1.5.

12.1.4. AAV 4 - Native Chemische Ligation im Puffer

Poly(HPMA-co-NMAS) wurde im Natriumphosphatpuffer (100 mM, pH 7.4) gelost
(10mg/ml). Die entsprechenden Mengen an N-L-cysteinylierten Liganden bzw. Pep-
tiden sowie Benzylmercaptan und Thiophenol (je 1% v/v) wurden zugegeben und
bei Raumtemperatur fiir die angegebene Zeit geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde
iiber Gelfiltration (Pd-10; G-25) aufgereinigt und lyophylisiert. ' H-NMR-Messungen
wurden durchgefiihrt, um die Vollstédndigkeit und Reinheit der Konjugate zu tiberprii-
fen. Die exakte Beladung der Polymere mit Peptiden wurde von der Firma Genazzon
Bioscience GmbH gaschromatographisch bestimmt. Die Berechnung der Anzahl pro
Polymerkette gekuppelter Peptide erfolgte nach AAV 5 12.1.5.
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12.1.5. AAV 5 - Thiol-Maleimid-Kupplung

Das entsprechende Polymer wurde mit einer Konzentration von 10mg/ml in Na-
triumphosphatpuffer (50 mM, pH 7.0), welches 5mM EDTA enthélt, gelost und fiir
30min mit einem Stickstoffstrom entgast. Anschliefsend wurde der entsprechende
N-L-cysteinylierte Ligand (1.5 Aq.) zugegeben und die Reaktionsmischung unter
einer Stickstoffatmosphére tiber Nacht geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde die
Reaktionslosung tiber Gelfiltration (Pd10; G25) und/oder unter Verwendung von
Amicon Ultra Zentrifugenfiltern der Firma Merck Millipore iiber Grofenausschluss-
fraktionierung aufgereinigt.

Berechnung der Anzahl der gekuppelten Peptide
Die Anzahl der gekuppelten Peptide pro Polymerkette wurde aus der nach gaschro-
matographischer Aminosdureanalyse erhaltenen Beladung wie folgt berechnet.

1. Berechnung der Massezunahme Am:

_ Peptidbeladung - (M peptia — M1,0)

A
m 1000

(12.1)

wobei Peptidbeladung in mmol/g aus GC-Aminosdureanalyse und M in g/mol

2. Berechnung der Molmasse des Peptid-Polymerkonjugats:

14+ Am
Thioesterbeladung

MPeptid—Polymerkonj ugat — 1000 (1 2. 2)

wobei Am aus Gleichung 12.1 und Thioesterbeladung des Copolymers in mmol /g
aus 'H-NMR-Auswertung

3. Berechnung der Anzahl der Peptide pro Polymerkette:

MPeptid-Polymerkonjugat : Peptidbeladung

NPeptide = 1000 (123)

wobei Mpeptid-Polymerkonjugat i g/mol aus Gleichung 12.2 und Peptidbeladung
in mmol/g aus GC-Aminoséureanalyse
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12.2. Darstellung der Monomere

12.2. Darstellung der Monomere

12.2.1. Darstellung der Thioester als Monomervorlaufer

N-Boc-j-alanin-S-benzylthioester (7)
O 0]
e A s I
N 3 /\@

N-Boc-$-alanin (10.0g, 52.9 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM geldst. Die Losung wur-
de auf 0°C abgekiihlt und anschlieffend mit Dicylcohexylcarbodiimid (DCC) (11.6 g,
56.0mmol, 1.06 Aq.) und 4-(Dimethylamino)pyridine (DMAP) (645mg, 5.29 mmol,
0.1 Aq.) versetzt. 5min spiter wurde Benzylmercaptan (8.06 ml, 68.7 mmol, 1.3 Aq.)
zugegeben und die Losung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde tiber Celite® filtriert und der Riickstand mit CH-Cl,
gewaschen. Das Filtrat wurde mit einer ges. wissrigen NaHCOg3 Losung, HoO und
einer ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber NagSO4 getrocknet. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das gewiinschte Produkt konnte nach séu-
lenchromatographischer Aufreinigung (EE/Hexan 1:4) als farbloser Feststoff erhalten
werden (11.5g, 84 %).

Ry 0.63 (EE/Hexan 1:2).

Smp.: 58.0°C.

LC-Q: tg = 4.29 min.

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 2.58min, m/z ber. fiir C15H2;NNaO3S [M+Nal|':
318.1134, gef.: 318.1137, A 0.84 ppm.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 1.43 (s, 9H, Ho-Boc), 2.79 (t, 2H, °J = 6.0 Hz,
Hy-2), 3.42 (q, 2H, *J = 6.0 Hz, Hy-3), 4.13 (s, 2H, Hy-Bn), 4.90 (s, 1H, NH), 7.24-7.33
(m, 5H, Hs-Ar).

13C.NMR (75 MHz, D;0): § = 28.61 (C-Boc), 33.38 (C-Bn), 36.78 (C-3), 43.82
(C-2), 79.69 (Cq-Boc), 127.6 (Cpara-Ar), 128.8 (Cortho-Ar), 128.9 (Cheta-Ar), 137.4
(Cipso-Ar), 155.8 (CO-Boc), 197.9 (C-1).

12.2.2. N-Methacryloyl-5-alanin-S-benzylthioester (NMAS) (4)
B-Alaninyl-S-benzylthioester (8)

O

e
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12. Synthesevorschriften

Der Thioester 7 (5.7g, 22mmol) wurde in einer Mischung aus TFA und HyO
aufgenommen (95:5 v/v, 20 ml) und fiir 3h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie-
fend wurde TFA mittels eines Stickstoffstrom vertrieben, der Riickstand in HoO
aufgenommen und lyophylisiert. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung als
farbloser Feststoff isoliert (3.9g, 94 %).

Smp.: 70.6 °C.

LC-Q (Sphinx-RP): tg = 2.77 min.

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 1.67min, m/z ber. fiir C10H14NOS [M-+H]|": 196.0791,
gef.: 196.0795, A 2.15 ppm.

1H-NMR (300 MHz, D20): 6 = 3.11 (t, 2H, °J= 6.5 Hz, H>-2), 3.33 (t, 2H, *J= 6,5 Hz,
H,-3), 4.25 (s, 2H, Hy-Bn), 7.37-7.44 (m, 5H, Hs-Ar).

IBC-NMR (75 MHz, D20): § = 32.35 (C-Bn), 34.65 (C-3), 39.14 (C-2), 127.3 (Cpara-
Ar), 128.3 (Cortho-Ar), 128.4 (Crneta-Ar), 136.9 (Cipso-Ar), 198.9 (C-1).

N-(Methacryloyloxy)succinimid (9)

0]
H, O
3
Hb)ﬁAkO/N

)

Zu einer stark geriihrten Losung von N-Hydroxysuccinimid (15 g, 0.13mol, 1.0 Aq.)
und Triethylamin (22ml, 0.16 mol, 1.2 Aq.) in trockenem DCM (150 ml) wurde bei
0°C Methacryloylchlorid (15g, 0.14mol, 1.1 Aq.) zugetropft. Die Reaktionsmischung
wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefsend durch Zugabe von
DCM (100 ml) verdiinnt. Die organische Phase wurde mit einer wéssrigen Losung einer
1%-igen NaHCO3, zwei mal mit HoO gewaschen und iiber NasSO4 getrocknet. Das
Losungsmittel wurde auf ein 1/3 des Volumens unter vermindertem Druck reduziert
und das Konzentrat tiber Nacht bei 4°C gelagert. Der entstandene Niederschlag
wurde filtriert, mit Hexan gewaschen und am Hochvakuum getrocknet. Das Produkt
wurde als schwach gelber Feststoff erhalten (17.6¢, 74 %).

LC-ESI: tg = 1.68min, m/z = 184.0 [M+H]".

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 2.00 (s, 3H, H3-4), 2.84 (s, 4H, 2x Ha-Succinimid),
6.09 (s, 1H, H-3), 6.34 (s, 1H, H-3,).

13C.NMR, (75 MHz, DMSO-dg): & — 17.71 (C-4), 25.43 (C-Succinimid), 131.0 (C-3),
131.5 (C-2), 162.2 (C-1), 170.2 (CO-Succinimid).
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12.2. Darstellung der Monomere

Pentafluorphenylmethacrylat (10)

Pentafluorphenol (5.4 g, 29 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM gelést, auf 0°C abgekiihlt
und mit 2,6-Lutidin (3.5 ml, 30 mmol, 1.0 Aq.) versetzt. Anschliefend wurde Methacry-
loylchlorid (3.1 ml, 32mmol, 1.1 Aq.) langsam zugetropft und die Reaktionsmischung
fiir weitere 2h bei 0°C geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und
das Filtrat zwei mal mit HoO gewaschen und iiber NaoSOy4 getrocknet. Das Lisungs-
mittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt anschliefend
unter vermindertem Druck destilliert (3.5x10°2 bar, Wasserbadtemperatur 35-40 °C).
Das Produkt wurde als farblose Fliissigkeit isoliert (2.4 g, 32 %).

Rys: 0.76 (EE/Hexan 1:4).

Sdp.: 27°C (3.5x10°2 bar).

LC-Q: tg = 4.57 min.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 2.09 (s, 3H, H3-4), 5.90 (s, 1H, H-3,), 6.45 (s, 1H,
H-3}).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3): § = 18.78 (C-4), 130.0 (C-3), 133.8 (C-2), 139.6 (Cortho-
OPfp), 143.1 (Cipso-OP1p), 153.8 (Cpeta-OPIp), 163.2 (C-1).

N-Methacryloyl-3-alanin-S-benzylthioester (NMAS) (4)

Hya O 0
8l 3
7

Synthese ausgehend von Methacrylsidure

Eine Losung aus Methacrylsiure (0.15g, 1.8 mmol, 1.1 Aq.) in DCM (8ml) wurde
auf 0°C abgekiihlt und mit 3-Alanin-S-benzylthioester (8) (0.5g, 1.6 mmol, 1.0 Aq.),
DCC (0.36g, 1.8mmol, 1.1 Aq.) und HOBt (0.24 g, 1.8 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Der ent-
standene Niederschlag wurde iiber Celite® abfiltriert. Das Filtrat wurde mit ges.
NaHCOj3-Losung, HoO und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSQOy4 getrocknet.
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12. Synthesevorschriften

Das Produkt 4 wurde nach séulenchromatographischer Aufreinigung (EE/Hexan 1:6,
dann 1:3) als wachsartiger Feststoff isoliert (0.2g, 49 %)

Synthese ausgehend von N-(Methacryloyloxy)succinimid (9)

Zu einer Lésung von S-Alanin-S-benzylthioester (8) (3.0g, 9.8 mmol, 1.2 Aq.) in THF
wurden bei 0°C N-(Methacryloyloxy)succinimid (9) (1.5g, 8.2mmol, 1.0 Aq.) und DI-
PEA (1.7ml, 9.8 mmol, 1.2 Aq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in DCM aufgenommen, mit
H50, halbges. NH4Cl und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber NaoSO,4 getrocknet.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (EE/Hexan 1:4) wurde der Thioster 4
als wachsartiger Feststoff erhalten (1.2 g, 56 %).

Synthese ausgehend von Pentafluorphenylmethacrylat (10)

Zu einer Losung von (-Alanin-S-benzylthioester (8) (1.1g, 3.5mmol, 1.1 Aq.) in DCM
wurden bei Raumtemperatur Pentafluorphenylmethacrylat (10) (800 mg, 3.17 mmol,
1.0 Aq.) und DIPEA (0.6ml, 3.5mmol, 1.1 Aq.) zugegeben. Nach 8 h Reaktionszeit
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde
in DCM aufgenommen, mit HoO, halbges. NH4Cl und gess NaCl-Losung gewaschen
und iiber NaySOy4 getrocknet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch auf-
gereinigt (EE/Hexan 1:4) und das Produkt 4 als wachsartiger Feststoff in guten
Ausbeuten isoliert (0.63g, 76 %).

Ry 0.38 (EE/Hexan 1:1).

Smp.: 70.7°C.

LC-Q: tg = 3.79 min.

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 2.32min, m/z ber. fiir C14H17NNaO2S [M+Na|™:
286.0872, gef.: 286.0873, A 0.31 ppm.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 1.93 (s, 3H, H3-7), 2.85 (t, 2H, °J = 6.0 Hz, H-2),
3.61 (q, 2H, %J = 6.0 Hz, Hy-3), 4.14 (s, 2H, Hy-Bn), 5.31 (s, 1H, H-6,/1), 5.65 (s,
1H, H-6,1,), 6.28 (s, 1H, NH), 7.24-7.33 (m, 5H, Hs-Ar).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): § = 18.73 (C-7), 33.49 (C-Bn), 35.69 (C-3), 43.13 (C-2),
120.0 (C-6), 127.5 (Cpara-Ar), 128.8 (Cortno-Ar), 128.9 (Cineta-Ar), 137.4 (Cipse-Ar),
139.9 (C-5), 168.5 (C-4), 198.5 (C-1).

12.3. RAFT-Reagenzien (CTAs)

12.3.1. 4-Cyano-4-((thiobenzoyl)sulfanyl)pentansiure (3)

Bis(thiobenzoyl)disulfid (1.5g, 4.9 mmol, 1.0 Aq.) und 4,4’-Azo-bis(cyanopentansiure)
(2.1g, 7.4mmol, 1.5 Aq.) wurden in EE (30ml) suspendiert. Zum Entgasen wurde fiir
20 min ein Stickstoffstrom durch die Suspension geleitet, die anschliefsend iiber Nacht
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12.3. RAFT-Reagenzien (CTAs)

unter Riickfluss erhitzt wurde. Dabei entstand eine klare, pinkfarbene Losung. Nach
dem Abkiihlen wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde zunéchst sdulenchromatographisch (EE/Hexan 2:3, 0.1 % AcOH)
aufgereinigt und anschliefend aus Benzol umkristallisiert. Das gewiinschte Produkt
wurde als kristalliner, pinkfarbener Feststoff isoliert (0.84 g, 64 %).

Ry 0.28 (EE/Hexan 1:1, 0.1 %AcOH).

Smp.: 93-94°C.

UV (MeOH): Apax (lge) = 305.5nm (4.43).

LC-Q: tg = 3.89min, m/z = 279.95 [M+H|".

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 2.32min, m/z ber. fiir C;3H;4NO3S2 [M+H]": 280.046,
gef.: 280.0448, A -4.33 ppm.

TH-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 1.94 (s, 3H, H3-6), 2.40-2.78 (m, 4H, Hy-3, Ho-4),
7.36-7.42 (m, 2H, Hpeta-Ar), 7.55-7.60 (m, 1H, Hpara-Ar), 7.90-7.92 (m, 2H, Hortho-
Ar).

13C-NMR (75 MHz, MeOD): § = 24.21 (C-6), 30.41 (C-4), 34.33 (C-3), 47.30 (C-2),
119.8 (C-CN), 127.7 (Cortho-Ar), 129.8 (Cryeta-Ar), 134.3 (Cpara-Ar), 146.1 (Cipso-Ar),
175.1 (C-5).

12.3.2. 4-Cyano-4-(dodecylsulfanylthiocarbonyl)sulfanylpentansiure
(12)

Darstellung von Natrium-S-dodecyltrithiocarbonat

)‘Sj\
/\/\/\/\/\3/\
19 R

Natriumhydrid (3.4g, 79 mmol, 1.04 Aq.) wurde in Diethylether (150 ml) suspen-
diert. Unter Eisbadkiihlung wurde n-Dodecylthiol (15.4 ¢, 18.2ml, 76.0 mmol, 1.0 Aq.)
zugegeben und die Reaktionsmischung wurde fiir 30 min bei 0°C geriihrt. Dabei
bildete sich ein weifer Niederschlag. Anschliefend wurde CSs (6.0 g, 4.8 ml, 79 mmol,
1.0 Aq.) zugegeben. Die dabei entstandene gelbe Suspension wurde fiir weitere 1.5h ge-
rithrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Suspension abfiltriert und mit Diethylether
gewaschen. Der Feststoff wurde unter vermindertem Druck getrocknet. Das Produkt
wurde als gelber Feststoff isoliert (16.85g, 74 %) und ohne weitere Aufreinigung fiir
die néichste Stufe eingesetzt.
1H-NMR (300 MHz, MeOD): § = 0.81-0.92 (m, 3H, H3-13), 1.29 (brs, 18H, CH,),
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1.64 (q, 2H, °J = 7.5Hz, Hy-3), 3.15 (t, 2H, °J = 7.5Hz, Ha-2).

Bis-(dodecylsulfanylthiocarbonyl)disulfid

2
13NN NN g N g
|
\/\/\/\/\/\/STS
S

Tod (7.26g, 28.6 mmol, 0.51 Aq.) wurde portionsweise zu einer Suspension aus
Natrium-S-dodecyltrithiocarbonat (16.9 g, 56.1 mmol, 1.0 Aq.) in Diethylether (100 ml)
zugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
einer Reaktionszeit von 2h wurde das gebildete Natriumiodid abfiltriert und mit
Diethylether gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck auf ein Volu-
men von ca. 100 ml eingeengt und anschliefsend mit einer Natriumthiosulfat-Losung
(6% in HoO) gewaschen und iiber NasSOy getrocknet. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der isolierte gelbe Feststoff am Hochvakuum
getrocknet (15.4¢, 99 %).
1'H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 0.86-0.90 (m, 3H, Hs-13), 1.26-1.40 (m, 18H, CHy),
1.69 (q, 2H, 4J = 7.5Hz, Hy-3), 3.30 (t, 2H, °J = 7.5Hz, Ha-2).

4-Cyano-4-(dodecylsulfanylthiocarbonyl)sulfanylpentansiure (12)

s 3
/\/\/\/\/\/2\8):11\3 N 3 1 OH
13 3 CN

)

Bis-(dodecylsulfanylthiocarbonyl)disulfid (2.7 g, 5.0 mmol, 1.0 Aq.) und 4,4’-Azobis-
(cyanopentansiure) (2.1g, 7.5mmol, 1.5 Aq.) wurden in EE (50 ml) vorgelegt und
unter Riickfluss fiir 21 h erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde die organische Phase
mit HoO gewaschen und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck bis auf ca.
5ml entfernt. Die Ethylacetat-Phase wurde mit Hexan iiberschichtet und iiber Nacht
im Kiihlschrank gelagert. Der dabei entstandene gelbe Niederschlag wurde abfiltriert,
mit kaltem Hexan gewaschen und am Hochvakuum getrocknet (2.6 g, 64 %).

Smp.: 55-56 °C.

UV (MeOH): Apax (Ige) = 305.5nm (3.97).

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 3.484 min, m/z ber. fiir C19H34NO2S3 [M+H]|": 404.1746,
gef.: 404.1689, A -14.19 ppm.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 0.86-0.90 (m, 3H, Hs-13), 1.26-1.42 (m, 18H, CH,),
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1.70 (q, 2H, °J = 7.5 Hz, Hy-3), 1.89 (s, 3H, H3-5"), 2.34-2.59 (m, 2H, H3-2"), 2.67-2.72
(m, 2H, Hp-3'), 3.33 (t, 2H, 9J = 7.5 Hz, Hp-2).

BBC-NMR (75 MHz, CDCl3): §14.27 (C-13), 22.84 (C-12), 25.04 (C-5’), 27.82 (C-3),
29.08, 29.22, 29.44, 29.48, 29.56, 29.69, 29.77, 32.07 (C-4 bis C-11, C-3’), 33.70 (C-2’),
37.27 (C-2), 46.37 (C-4’), 119.0 (C-CN), 176.0 (C-1"), 217.0 (C-1).

12.4. Reaktivitat des Thioesterfragments 8 in
NCL-Reaktionen

HZNWH\:)]\OH
© E\SH
11

Test-NCL in a) Phosphatpuffer, b) Dioxan/Phosphatpuffer, c)

DMSO /Phosphatpuffer

Fragment 8 (13mg, 40pmol, 1.0 Aq.) wurde in 1ml a) Phoshpatpuffer (100 mM,
pH 7.4), b) Dioxan/Phosphatpuffer 2:1, ¢) DMSO/Phosphatpuffer 4:1 gelost und mit
einer Losung von Cystein (19 mg, 0.16 mmol, 3.7 Aq.) im jeweiligen Losungsmittel
versetzt. Die Losung wurde fiir 3h bei Raumtemperatur geriihrt bis der Umsatz
vollstédndig war. In allen Losungsmitteln und Losungsmittelgemischen hat die NCL-
Reaktion ohne die Zugabe eines Katalysators stattgefunden.

LC-ESI (50-100 % ACN): tg = 0.17min, m/z = 193.0 [M+H]|".

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 0.43min, m/z ber. fiir CgH12N203S [M+H|": 193.0647,
gef.: 193.0641, A 0.05 ppm.

12.5. Stabilitdt des Thioesterfragments 8 unter
radikalischen Bedingungen

FRP-Bedingungen

Fragment 8 (4.0 mg, 14ymol, 1.0 Aq.), AIBN (1.2mg, 7.0 pmol, 0.5 Aq.) und Naph-
thalen (1.2mg) als interner Standard wurden in einer Mischung aus Dioxan und
Methanol (Dioxan/MeOH 3:1) gelost. Nach Entnahme einer Probe zur Bestimmung
des Startpunktes wurde das Reaktionsgemisch drei mal entgast. Der thermische
Zerfall von AIBN wurde in einem 60°C warmen Olbad initiiert. Nach 1, 6, 8 und
22 h wurden unter Stickstoffatmosphére Proben genommen und mittels LC-ToF-MS
analysiert.
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HRMS (LC/ToF-MS): tg (Fragment 8) = 2.53 min, tg (Naphthalen) = 2.59 min.

Zeit Fragment 8/Naphthalen®

start 46.6 : 53.5
1h 47.2 :52.7
6h 46.6 : 53.4
22 h 46.3 : 53.7

? Verhiltnisse der Peakflichen der UV-
Signale bei A\ = 254nm

RAFT-Bedingungen

Fragment 8 (4.0mg, 14 pmol, 1 Aq.), RAFT-Reagenz 12 (8.5mg, 2.1 pmol, 1.5 Aq.),
AIBN (0.7mg, 4.2 pmol, 0.2 Aq. bzgl. RAFT-Reagenz 12) (RAFT /Initiator = 1:5) und
Naphthalen (1.2mg) als interner Standard wurden in einer Mischung aus Dioxan und
Methanol (Dioxan/MeOH 3:1) gelost. Nach Entnahme einer Probe zur Bestimmung
des Startpunktes wurde das Reaktionsgemisch drei mal entgast. Der thermische
Zerfall von AIBN wurde in einem 60°C warmen Olbad initiiert. Nach 1, 6, 8 und
22 h wurden unter Stickstoffatmosphére Proben genommen und mittels LC-ToF-MS
analysiert.

HRMS (LC/ToF-MS): tg (Fragment 8) = 2.53 min, tg (Naphthalen) = 2.59 min,
tr (RAFT) = 3.41 min.

Zeit Fragment 8/Naphthalen?®

start 48.4 : 51.6
16 h 48.1 : 51.9

? Verhiltnisse der Peakflachen der UV-
Signale bei A = 254nm
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12.6. Copolymerisationen

12.6.1. Freie radikalische Polymerisation

PHNS-1

Die freie radikalische Polymerisation von HPMA (2.19 g, 15.3 mmol) mit NMAS (4)
(0.80g, 0.03mol) (NMAS/HPMA = 1:5) und AIBN (0.12g, 0.73 mmol) ((HPMA +
NMAS)/AIBN 25:1) wurden geméf AAV 1 in Aceton (30 ml) bei 50 °C durchgefiihrt.
Die Reaktionszeit betrug 15h. Das Copolymer wurde als farbloser Feststoff erhalten
(2.1g, 67%).

H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) § = 0.81-1.02 (m, 6H, H3-3, Hy-4"), 1.60 (brs, 2H,
Ho-1), 2.74 (brs, anteilig 2H, Ho-377), 2.91 (s, 2H, Hy-27), 3.22 (anteilig 2H, Hy-2"),
3.67 (s, 1H, H-3"), 4.14 (s, 2H, Hy-5""), 4.72 (s, 1H, OH), 7.20-7.31 (m, 1H, NH,
anteilig 5H, Hs-Ar).

Umsatz: nicht bestimmt.

GPC: M;™® = 41.0kDa, PDI = 2.1.

Thioester-Anteil: 12 %, Beladung = 0.7 mmol/g.

12.6.2. RAFT-Polymerisationen
PHNS-2

Die Monomere HPMA (0.50 g, 3.5 mmol) und NMAS (4) (92mg, 0.35 mmol) ([Mono-
mer|o = 0.7M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (12 mg, 30 pmol) (Mono-
mer/CTA 130:1) und ACPA (1.7mg, 6.0 pmol) (CTA/I = 5:1) wurden nach AAV 1
in Dioxan/H20 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde in einem 70 °C warmen
Olbad fiir 16 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff isoliert (206 mg,
34%).

Umsatz: nicht bestimmt.

GPC: My™® = 15.1kDa, PDI = 1.2.

Thioester-Anteil: 6.3 %, Beladung = 0.4 mmol/g.
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PHNS-3

Die Monomere HPMA (50 mg, 0.35mmol) und NMAS (4) (9.20mg, 0.035 mmol)
([Monomer|y = 0.7M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (1.2mg, 3.0 pmol)
(Monomer/CTA 130:1), ACPA (0.17mg, 0.59 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(3.2mg) wurden nach AAV 1 in Dioxan/H20 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 23 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (33.4 mg, 55 %).

Umsatz: 73.0% HPMA (55.0 % NMAS).

GPC: M = 17.6kDa, PDI = 1.2, Mtheor — 13 8kDa.

Thioester-Anteil: 7.0 %.

PHNS-4

Die Monomere HPMA (48.1 mg, 0.034 mmol) und NMAS (4) (8.9mg, 0.034 mmol)
([Monomer|p = 0.7M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.48 mg, 1.2 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.07mg, 0.24 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(3.3mg) wurden nach AAV 1 in Dioxan/H20 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (14.1mg, 25 %).

Umsatz: 50.1 % HPMA (35.6 % NMAS).

GPC: MS® — 17.7kDa, PDI = 1.4, Mtheor — 22 0kDa.

Thioester-Anteil: 6.3 %.

PHNS-5

Die Monomere HPMA (48.0 mg, 0.034 mmol) und NMAS (4) (9.0mg, 0.034 mmol)
([Monomer|p = 0.7M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.48 mg, 1.2 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.11mg, 0.4 pmol) (CTA/I = 3:1) und Naphthalen
(3.2mg) wurden nach AAV 1 in Dioxan/H20 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (18.1mg, 32 %).

Umsatz: 59.8% HPMA (45 % NMAS).

GPC: My = 19.2kDa, PDI = 1.3, Mtheor — 26.0kDa.

Thioester-Anteil: 6.2 %.

PHNS-6

Die Monomere HPMA (0.1g, 0.7 mmol) und NMAS (4) (36.8 mg, 14 pmol) ([Mono-
mer|p = 0.7M, NMAS/HPMA = 1:5), RAFT 12 (2.6 mg, 6.4 pmol) (Monomer/CTA
130:1), ACPA (0.5mg, 2.1 ymol) (CTA/I = 3/1) und Naphthalen (9.9 mg) wurden
nach AAV 1 in Dioxan/H20 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde in einem
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70 °Cwarmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff isoliert
(53.5mg, 38.2%).

Umsatz: 65.0% HPMA (52.0% NMAS).

GPC: M 15.7kDa, PDI = 1.3, Mtheor 12 4kDa.

Thioester-Anteil: 15.0 %.

PHNS-7

Die Monomere HPMA (100 mg, 0.70 mmol) und NMAS (4) (37mg, 0.014 mmol)
([Monomer|p = 0.7M, NMAS/HPMA = 1:5), RAFT-Reagenz 12 (5.85mg, 14.5 pmol)
(Monomer/CTA 58:1), ACPA (0.81mg, 2.9 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(8.3mg) wurden nach AAV 1 in Dioxan/H20O 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 16 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (70.0mg, 49 %).

Umsatz: 81.0% HPMA (69.0% NMAS).

GPC: M = 13.3kDa, PDI = 1.1, Mtheor — 7,0kDa.

Thioester-Anteil: 14.0 %.

PHNS-8

Die Monomere HPMA (48 mg, 0.034 mmol) und NMAS (4) (8.9mg, 0.034 mmol)
([Monomer|yp = 1.0 M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.48 mg, 1.2 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.07mg, 0.24 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(3mg) wurden nach AAV 1 in MeOH /Dioxan 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (8.1mg, 14 %).

Umsatz: 30.0% HPMA (28.0 % NMAS).

GPC: My™ = 12.8kDa, PDI = 1.4, Mﬁheor = 14.8kDa.

Thioester-Anteil: 8.0 %.

PHNS-9

Die Monomere HPMA (48.0 mg, 0.034 mmol) und NMAS (4) (9.0mg, 0.034 mmol)
([Monomer|yp = 1.0 M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.48 mg, 1.2 pmol)
(Monomer/CTA 308:1) und ACPA (0.11 mg, 0.40 pmol) (CTA/I = 3:1) wurden nach
AAV in MeOH/Dioxan 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde in einem 70 °C
warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff isoliert
(12.8 mg, 22%).

Umsatz: 42.0 % HPMA (38.0% NMAS).

GPC: M® — 12.4kDa, PDI = 1.5, Mtheor — 20.6kDa.

Thioester-Anteil: 8.0 %.
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PHNS-10

Die Monomere HPMA (60.1 mg, 0.042mmol) und NMAS (4) (11.0mg, 0.042 mmol)
([Monomer|y = 1.0M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.5mg, 1.5 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.085mg, 0.30 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(5mg) wurden nach AAV 1 in DMAc/MeOH 1:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (39.7 mg, 55 %).

Umsatz: 51.0% HPMA (44.0% NMAS).

GPC: M = 13.4kDa, PDI = 1.7, Mtheor — 22 6kDa.

Thioester-Anteil: 7.4 %.

PHNS-11

Die Monomere HPMA (60 mg, 0.042mmol) und NMAS (4) (11 mg, 0.042mmol)
([Monomer]y = 1.0M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.5 mg, 1.5 umol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.085mg, 0.30 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(5.0 mg) wurden nach AAV 1 in DMAc/MeOH 1:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (32.6 mg, 46 %).

Umsatz: 28.4 % HPMA (25.8% NMAS).

GPC: MZ® — 14.0kDa, PDI = 1.5, Mtheor — 12 8kDa.

Thioester-Anteil: 7.3 %.

PHNS-12

Die Monomere HPMA (50 mg, 0.35 mmol) und NMAS (4) (9.2 mg, 0.035 mmol) ([Mo-
nomer|y = 1.0M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.5mg, 1.2 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), AIBN (0.04 mg, 0.25 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(3.6 mg) wurden nach AAV 1 in DMAc/MeOH 1:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 65 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (21.8mg, 37 %).

Umsatz: 62.0% HPMA (56.6 % NMAS).

GPC: My = 14.2kDa, PDI = 1.6, Mtheor = 27 5kDa.

Thioester-Anteil: 8.0 %.

PHNS-13

Die Monomere HPMA (50 mg, 0.35 mmol) und NMAS (4) (9.2mg, 0.035 mmol) ([Mo-
nomer|p = 1.0M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (1.2mg, 2.9 pmol)
(Monomer/CTA 130:1), ACPA (0.165mg, 0.59 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(3mg) wurden nach AAV 1 in DMAc umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde in
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einem 70 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff
isoliert (17.1mg, 28 %).

Umsatz: 42.0% HPMA (39.0 % NMAS).

GPC: M = 13.7kDa, PDI = 1.3, Mtheor — 8 2kDa.

Thioester-Anteil: 8.5 %.

PHNS-14

Die Monomere HPMA (40 mg, 0.28 mmol) und NMAS (4) (7.4 mg, 0.028 mmol) (|[Mo-
nomer|y = 1.0M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.4mg, 1.0 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.05mg, 0.2pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(2.9mg) wurden nach AAV 1 in DMAc umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde
in einem 70°C warmen Olbad fiir 24h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (24.6 mg, 53 %).

Umsatz: 87.7% HPMA (87.5% NMAS).

GPC: M = 8.7kDa, PDI = 1.3, Mtheor — 39,1 kDa.

Thioester-Anteil: 9.0 %.

PHNS-15

Die Monomere HPMA (40 mg, 0.28 mmol) und NMAS (4) (7.4 mg, 0.028 mmol) (|[Mo-
nomer|y = 1.0M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 12 (0.4mg, 1.0 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), AIBN (0.033mg, 0.2 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(3mg) wurden nach AAV 1 in DMAc umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde in
einem 65 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff
isoliert (15.3mg, 32%).

Umsatz: 72.1 % HPMA (72 % NMAS).

GPC: M = 10.8kDa, PDI = 1.3, Mheor — 32 2kDa.

Thioester-Anteil: 9.0 %.

PHNS-16

Die Monomere HPMA (48.1mg, 0.34 mmol) und NMAS (4) (8.85mg, 0.034 mmol)
([Monomer]y = 0.7 M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 3 (0.34mg, 1.2 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.11mg, 0.4 pmol) (CTA/I = 3:1) und Naphthalen
(4.5mg) wurden nach AAV 1 Dioxan/H20 3:1 umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 24 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (5 mg, 3%).

Umsatz: 33.7% HPMA (27 % NMAS).

GPC: M® — 18.7kDa, PDI — 1.3, Mtheor — 151 kDa.

Thioester-Anteil: 6.0 %.
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PHNS-17

Die Monomere HPMA (50mg, 0.38 mmol) und NMAS (4) (9.5mg, 0.036 mmol)
([Monomer|y = 1.0 M, NMAS/HPMA = 1:10), RAFT-Reagenz 3 (0.35mg, 1.3 pmol)
(Monomer/CTA 308:1), ACPA (0.07 mg, 0.25 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(3.8 mg) wurden nach AAV 1 in DMAc umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde
in einem 70°C warmen Olbad fiir 23.5h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (36.5mg, 60 %).

Umsatz: 71.8 % HPMA (73 % NMAS).

GPC: My = 13.8kDa, PDI = 1.4, Mtheor — 34 6 kDa.

Thioester-Anteil: 9.0 %.

PHNS-18

Die Monomere HPMA (100 mg, 0.698 mmol) und NMAS (4) (36.8 mg, 0.140 mmol)
([Monomer|y = 0.7 M, NMAS/HPMA = 1:5), RAFT-Reagenz 12 (3.4 mg, 8.4 pmol)
(Monomer/CTA 100:1), ACPA (0.47mg, 1.7 pmol) (CTA/I = 5:1) und Naphthalen
(9.4mg) wurden nach AAV 1 in Dioxan/H2O umgesetzt. Die Reaktionsmischung
wurde in einem 70 °C warmen Olbad fiir 17 h geriihrt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff isoliert (66.6 mg, 48 %).

Umsatz: 69.0 % HPMA (56.6 % NMAS).

GPC: MS® — 18.5kDa, PDI = 1.2, Mtheor — 10.1 kDa.

Thioester-Anteil: 13.8 %, Beladung = 0.86 mmol/g.

12.7. Projekt A: Untersuchung der zellularen Aufnahme
unterschiedlich geladener Peptid-HPMA-Konjugate

12.7.1. Darstellung von N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (13)

Synthese von Di-O-pivaloyl-5-aminofluorescein

Cs2CO3 (0.28 g, 0.87mmol, 1.0 Aq.) und 5-Aminofluorescein (0.30g, 0.87 mmol,
1.0 Aq.) wurden in DMF gelost und auf 0°C abgekiihlt. Anschliekend wurde Piva-
loylséureanhydrid (0.41 g, 0.44ml, 2.2mmol, 2.5Aq.) langsam zugetropft und die
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Reaktionsmischung fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. CsoCOg wurde abfiltriert,
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in EE
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit HoO und ges. NaCl gewaschen und
iiber NapSOy getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels wurde das Produkt
ohne weitere Aufreinigung als orangener Feststoff isoliert (0.40g, 89 %).

Ry 0.23 (EE/Hexan 1:2); 3-fach acetyliertes Aminofluorescein: 0.13 (EE/Hexan 1:4).
LC-ESI (50-99 MeOH in 12min): tg = 2.99 min, m/z = 516.3 [M+H]|".
IH-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 1.36 (s, 18H, H3-Piv), 6.76 (dd, 2H, ?J = 8.7 Hz,
4] = 2Hz, H-2", H-7"), 6.88 (d, 2H, °J = 8.7Hz, H-1’, H-8’), 6.89 (d, 1H, °J = 8.3 Hz,
H-7), 6.94 (dd, 1H, °J = 8.3Hz, 4J = 2.0Hz, H-6), 7.02 (d, 2H, 4J = 2.0Hz, H-4’,
H-5'), 7.2 (d, 1H, %J = 2.0 Hz, H-4).

BC-NMR (75MHz, CDCl3): § = 27.06 (C-Piv), 39.16 (C4-Piv), 81.57 (C-1), 108.6
(C-4), 110.1 (C-4’, C-5), 116.8 (C-8a’, C-9a’), 117.5 (C-2’, C-77), 122.4 (C-6), 124.7
(C-7), 127.7 (C-3a), 128.9 (C-1’, C-8’), 142.8 (C-8), 148.3 (C-5), 151.7 (C-4a’, C-10a’),
152.4 (C-3’, C-67), 169.5 (C-3), 176.5 (CO-Piv).

N-(N’-Boc-S-Trt-L-Cysteinyl)-di-O-pivaloyl-5-aminofluorescein

@)

HN Msm

Zu einer Losung von Boc-L-Cys(Trt)-OH (0.28 g, 0.54mmol, 1.0 Aq.) in DCM
wurden DCC (0.22 g, 1.1 mmol, 2.0 Aq.) und HOBt (0.17 g, 1.1 mmol, 2.0 Aq.) bei 0°C
zugegeben. 5 min spiter wurde Di-O-pivaloyl-5-aminofluorescein zugegeben und die
Reaktionsmischung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der entstandene
Harnstoff wurde abfiltriert und mit DCM gewaschen. Die organische Phase wurde
mit gesattigter NaHCO3, HoO und geséattigter NaCl gewaschen und iiber MgSOy
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
Produkt nach séulenchromatographischer Aufreinigung (EE/Hex 1:3) als gelblicher
Feststoff isoliert (0.33g, 63 %).

Ry 0.63 (EE/Hexan 1:2).

LC-ESI (50-100 ACN in 12min): tg = 12.21 min, m/z = 962.1 [M+H]|".
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 1.35 (s, 18H, H3-Piv), 1.45 (s, 9H, H3-Boc), 2.68
(dd, 1H, #J = 13.0Hz, °J = 5.5Hz, H-3",3,), 2.86 (dd, 1H, ®J = 13.0Hz, *J = 7.0 Hz,
H-3", 1), 3.90 (q, 1H, ?J = 6.5 Hz, NH), 4.78 (d, 1H, ?J = 7.0 Hz, H-2"), 6.74-6.83
(m, 4H, H-2’, 4, 5, 7), 7.03-7.47 (m, 19H, H;5-Trt, H-1’, 8, H-7, NH), 7.77 (d, 1H,
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3] = 8.5Hz, H-6), 8.12 (s, 1H, H-4), 8.57 (brs, 1H, NH).

N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (13)

)

HNMSH

N-(N’-Boc-S-Trt-L-Cysteinyl)-di-O-pivaloyl-5-aminofluorescein (1.0 g, 1.0 mmol,
1.0 Aq.) wurde mit zunéchst mit KoCO3 (0.7 g, 3.4 mmol, 3.0 Aq.) in einer Losungsmit-
telmischung aus DCM/MeOH/H50 4:8:1 versetzt und fiir 1.5h bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieftend mit MeOH verdiinnt. Das ausgefallene Salz wurde abfil-
triert, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde
in einer Mischung aus TFA /TIS/H2O 15:1:1 (17 ml) gelost und fiir 30 min geriihrt.
TFA wurde mit einem No-Strom entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reini-
gung (CHCl3/MeOH/H20 80:25:4) wurde das Produkt als orangener Feststoff isoliert
(0.26 g, 58 %).

Ry 0.67 (CHCl3/MeOH /H20 65:25:4).

LC-ESI (50-99 MeOH): tg = 0.15min, m/z = 451.1 [M+H]|".

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 2.29 min, m/z = 451.0956 [M+H]|+, (C23H19N206S)+,
calc m/z = 451.0958 (diff. -0.6 ppm).

'H-NMR (300 MHz, MeOD): § = 3.10 (dd, 1H, ?J = 15Hz, 9] = 7Hz, H-3", ),
3.22 (dd, 1H, ?J = 15Hz, ?J = 5Hz, H-3", ), 4.21 (td, 1H, J = 5.0Hz, H-2"),
6.52-6.62 (m, 4H, H-2’, 4’, 5°, 7’), 6.69 (d, 2H, 4J = 2Hz, NH), 7.20 (d, 1H, %J =
8.5Hz, H-7), 7.87 (dd, 1H, 4J = 2Hz, °J = 8.5Hz, H-6), 8.40 (d, 1H, 4J = 2Hz,
H-4).

IBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): § = 48.66 (C-3"), 53.06 (C-27), 83.32 (C-1), 102.29
(C-4’, C-5%), 109.55 (C-2’, C-7"), 112.66 (C-8a’, C-9a’), 114.23 (C-4), 124.73 (C-6),
127.08 (C-7), 129.06 (C-1’, C-8’), 139.82 (C-5), 151.94 (C-4a’, C-10"), 159.63 (C-3’,
C-6"), 168.14 (C-3), 168.51 (C-17).

12.7.2. Peptidsynthese
Alle folgenden Peptide wurden geméafs AAV 2 synthetisiert.

CysArg:  LC-ESI: tg = 0.18 min, m/z = 277 [M+H]|".

140



12.7. Projekt A: Zelluldre Aufnahme von Peptid-HPMA-Konjugaten

CysThr:  LC-ESI: tg = 0.18 min, m/z = 222 [M+H]|".

CysGlu:  LC-ESL: tg = 0.19min, m/z = 250 [M+H]".

CysArgg:  Cysteinyl-nonaarginin wurde von der Gruppe von M. Beyermann (FMP
Berlin) synthetisiert.

12.7.3. Darstellung von Peptid-HPMA-Konjugaten

PHN-CR-1

GemiR AAV 3 wurde PHNS-1 (20 mg, 0.014 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g)
zunichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.63 mg, 0.0014mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Losungsmit-
tels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurde das Dipeptid CR (2 x 4.6 mg,
0.021 mmol, 1.5 Aq.; zweite Zugabe nach 24 h) zugegeben und die Reaktionslosung wur-
de fiir insgesamt 32 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach entsprechender Aufreinigung
wurde das Produkt als gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-CR-1: 20.6 mg, quantitativ,
Beladung: 0.4886 mmol /g, 25 Peptide/Polymerkette; PHN-CR-1-b: 20.3mg, 98 %,
Beladung: 0.419mmol/g, 23 Peptide/Polymer).

PHN-CT-1

Gemiif AAV 3 wurde PHNS-1 (20 mg, 0.014 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g)
zunéichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.63 mg, 0.0014 mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Losungs-
mittels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurde das Dipeptid CT (2 x
5.8mg, 0.021 mmol, 1.5 Aq.; zweite Zugabe nach 24 h) zugegeben und die Reaktions-
16sung wurde fiir insgesamt 32 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach entsprechender
Aufreinigung wurde das Produkt als gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-CT-1: 20.6 mg,
quantitativ, Beladung: 0.517 mmol/g, 26 Peptide/Polymerkette).

PHN-CE-1

GemiR AAV 3 wurde PHNS-1 (20 mg, 0.014 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g)
zunichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.63 mg, 0.0014mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Losungsmit-
tels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurde das Dipeptid CE (2 x 5.2mg,
0.021 mmol, 1.5 Aq.; zweite Zugabe nach 24 h) zugegeben und die Reaktionslosung
wurde fiir insgesamt 32 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach entsprechender Aufrei-
nigung wurde das Produkt als gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-CE-1: 19.4mg, 93 %,
Beladung: 0.502 mmol/g, 25 Peptide/Polymerkette).

PHN-CRg-1
GemiR AAV 3 wurde PHNS-1 (20mg, 0.014 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g) zu-
nichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.63 mg, 0.0014 mmol, 0.1 Aq.) in Anwe-
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senheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2 ml des angegebenen Losungsmittels um-
gesetzt und fiir 3 h geriihrt. Anschliefend wurde das Peptid CRg (42.7 mg, 0.028 mmol,
2.0 Aq.) zugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir insgesamt 32 h geriihrt. Nach
entsprechender Aufreinigung wurde das Produkt als gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-
CRyg-1: 26.4mg, quantitativ, Beladung: 0.258 mmol/g, 12 Peptide/Polymerkette).

PHN-CRg-2

Gemiif AAV 1 wurde PHNS-2 (20 mg, 0.008 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.4 mmol/g)
zunichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.36 mg, 0.0008 mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Losungsmit-
tels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurde das Peptid CRg (24.4 mg,
0.016 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir insgesamt 32 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach entsprechender Aufreinigung wurde das Produkt
als gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-CRg-2: 23.6 mg, 98 %, Beladung: 0.169 mmol/g,
3 Peptide/Polymerkette).

PHN-CR-2

Gemiif AAV 3 wurde PHNS-2 (20 mg, 0.008 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.4 mmol/g)
zunichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.36 mg, 0.0008 mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Losungs-
mittels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurde das Peptid CR (4.4 mg,
0.016 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir insgesamt 32 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach entsprechender Aufreinigung wurde das Produkt
als gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-CR-2: 19.7 mg, 96 %, Beladung: 0.283 mmol/g,
5 Peptide/Polymerkette).

PHN-CT/CRg-1

GemiR AAV 3 wurde PHNS-1 (20 mg, 0.014 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g)
zunichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.63 mg, 0.0014 mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Losungsmit-
tels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurden die Peptide CRg (3.2 mg,
0.002mmol, 0.15 Aq.) und CT (2 x 2.32mg, 0.011 mmol, 0.75 Aq.; zweite Zugabe nach
24h) zugegeben und die Reaktionslosung wurde fiir insgesamt 32 h bei Raumtempera-
tur geriihrt. Nach entsprechender Aufreinigung wurde das Produkt als gelbes Lyophy-
lisat isoliert (PHN-CT/CRg-1: 24.4mg, quantitativ, Beladung (CRg): 0.025 mmol/g,
4 Peptide/Polymerkette, Beladung (CT): 0.473 mmol/g, 25 Peptide/Polymerkette).

PHN-CT-2

Gemiif AAV 3 wurde PHNS-2 (20 mg, 0.008 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.4 mmol/g)
zunichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.36 mg, 0.0008 mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Losungs-
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mittels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurde das Peptid CT (3.5 mg,
0.016 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir insgesamt 32 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach entsprechender Aufreinigung wurde das Produkt als
gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-CT-2: 22.9 mg, quantitativ, Beladung: 0.252 mmol/g,
5 Peptide/Polymerkette).

PHN-CE-2

GemiR AAV 3 wurdePHNS-2 (20 mg, 0.008 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.4 mmol/g)
zunichst mit N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (0.36 mg, 0.0008 mmol, 0.1 Aq.) in
Anwesenheit von Thiophenol (0.02ml, 1% v/v) in 2ml des angegebenen Lisungs-
mittels umgesetzt und fiir 3h geriihrt. Anschliefend wurde das Peptid CE (3.99 mg,
0.016 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben und die Reaktionslésung wurde fiir insgesamt 32 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach entsprechender Aufreinigung wurde das Produkt
als gelbes Lyophylisat isoliert (PHN-CE-2: 19.9 mg, 97 %, Beladung: 0.307 mmol /g,
5 Peptide /Polymerkette).

12.7.4. Bestimmung der Zetapotentiale

Die Peptid-Polymerkonjugate wurden in einer 1.5 mM NaCl-Lésung (0.14 mg/ml der
PHNS-1 Konjugate und 0.25 mg/ml der PHNS-2 Konjugate) gelost und am Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) mit einem He-Ne-Laser (A = 633 nm)
in einer Kapillarzelle DTS 1060 bei 20 °C vermessen.

12.7.5. Bestimmung der Cytotoxizitdt - MTT-Test

Der MTT-Assay wurde nach Standardprotokoll durchgefiihrt. Die Zellen wurden in ei-
ner 96-well Platte kultiviert (Zelldichte: 1x10* Zellen/well, DMEM, 10 % FBS, 37°C,
5% COg). Nach 24 h wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden fiir 60 min
(37°C, 5% COz2) mit einer Verdiinnungsreihe (Startkonzentration: 0.20 mg/ml bezo-
gen auf PHN-1 und 0.35mg/ml beziiglich der PHN-2 Konjugate) der entsprechenden
Peptid-Polymerkonjugate inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Polymer-
l16sung enfternt und die Zellen wurden mit 100 pl einer 0.5 mg/ml MTT-Losung fiir
5h (37°C, 5% COy) inkubiert. Anschliefend wurde der Uberstand vorsichtig abge-
nommen und die entstandenen violetten Formazankristalle durch die Zugabe von
100 pl gel6st. Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei 37 °C wurde die Absorption
der Losung bei einer Wellenlénge von 545nm gemessen. Die Ergebnisse wurden
mit Zellexperimenten normalisiert, die in Abwesenheit der Polymerkonjugate gleich
behandelt worden sind.

143



12. Synthesevorschriften

12.7.6. Zelluldre Aufnahme in HelLa-Zellen
Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)

Inkubation bei 37 und 4°C

Die zelluldre Aufnahme der fluoresceinmarkierten Peptid-HPMA-Konjugate wurde
mit Hilfe von konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) untersucht. Dazu wurden
HeLa-Zellen (2 x 10° Zellen/ml) in Petrischalen auf Glasobjektriigern mit einem
Durchmesser von 35 mm ausplattiert und fiir 24 h in DMEM, welches 10 % FCS und 1 %
Antibiotika (Pen/Strep) enthielt, kultiviert. Die Zellen wurden vor Versuchsbeginn mit
DPBSG (Dubelco’s Phosphat-Puffer mit D-Glucose) gewaschen und anschliefend mit
Losungen der Peptid-HPMA-Konjugate in DPBSA (0.043 mg/ml im Fall der PHNS-
1-basierten Konjugate und 0.075 mg/ml im Fall der PHNS-2-basierten Konjugate)
bei 37°C und 4°C fiir 30 min inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden
die Polymerlosungen entfernt und die Zellen mit kaltem DPBSG (0°C) gewaschen
und am Mikroskop untersucht. Die Integritdt der Zellmembran wurde fiir jede Probe
durch Zugabe eines Tropfens Trypanblau (0.5 % w/v) gezeigt.

Inkubation unter energiereduzierten Bedingungen
Zur Unterdriickung energieabhéngiger Prozesse wurden HeLa-Zellen mit den Kon-
jugaten PHN-CR-1 und PHN-CT/CRg-1 (0.043 mg/ml) mit den zuvor eingesetzten
Konzentrationen in einem energiereduzierten Medium inkubiert (30 min, 37°C). Das
energiereduzierte Medium (Energy Depletion, ED) bestand aus den beiden Kompo-
nenten 2-Desoxyglucose, einem kompetitiven Antagonisten der Glukose, und dem
Cytochrom-Oxigenase Inhinbitor Natriumazid. Bei Verwendung eines ED Mediums
wird die ATP-Bildung der Zelle gechemmt, so dass der Zelle unmittelbar verfiigbare
Energie fehlt.

Mikroskopie-Aufnahmen wurden in der Mikroskop-Facility am FMP (B. Wiesner
und J. Eichhorst) am LSM 510 ausgestattet mit einem 100 x 1.3 Objektiv (Plan-
Neofluar®) durchgefiihrt (siche Methoden Kapitel 11.6.3).

Durchflusszytometrie (FACS)

Die Zellen wurden in 6-well Zellkulturplatten ausplattiert (Zelldichte: 1.8x10° Zellen
pro well) und fiir 24 h im Medium (DMEM, 10 % FBS, 37°C, 5% CO2) kultiviert. Das
Medium wurde entfernt und durch die entsprechenden Peptid-HPMA Konjugate in
Phosphatpuffer (Dubelco’s phosphate buffered saline mit D-Glukose (DPBSG)) ersetzt
(0.14 mg/ml der PHNS-1 Konjugate und 0.25 mg/ml der PHNS-2 Konjugate). Die
Zellen wurden fiir 1h bei 37 oder 4 °C inkubiert, anschliefend mit 0°C kaltem Puffer
gewaschen und mit Pronase E in DPBS trypsiniert. Die Zellen wurden zentrifugiert
(1500 rpm, 4min bei 4°C), in 1 %-iger BSA-Losung in DPBS resuspendiert und
im Durchflusszytometer analysiert. Die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit von
1x10* Zellen wurde gemessen, wobei ein 530/30 nm Bandfilter (FL1) mit einer 500 V
Detektorspannung verwendet wurde. Jedes Experiment wurde zweimal als Duplikat
durchgefiihrt.
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Inhibierung endozytotischer Aufnahmewege

HeLa-Zellen wurden mit den entsprechenden selektiven Inhibitoren gelést in DMEM
fiir 30 min vorinkubiert. Nach Abnehmen der Inhibitorlésung wurden die Zellen mit
einer Losung inkubiert, die sowohl die jeweiligen Peptid-Polymerkonjugate PHN-CR-1
und PHN-CT/CRg (0.14mg/ml) enthélt als auch die entsprechenden Inhibitoren.
Nach einer Inkubationszeit von 1h bei 37°C wurden die Zellen mit konfokaler Mikro-
skopie und FACS-Analyse untersucht (Kapitel 12.7.6 und 12.7.6). Die verwendeten
Inhibitoren und die eingesetzten Konzentrationen waren wie folgt: Chlorpromazin
(CPZ; 10 pg/ml), Cytochalasin D (CytoD; 2 pg/ml), Nystatin (25 pg/ml), LY294002
(10pM) and Wortmannin (1 puM).

12.8. Projekt B: HPMA-gebundene MMP-11-Substrate
zur Fritherkennung von Pankreaskrebs

12.8.1. Verwendete Peptidsequenzen - MMP-11-Substrate

MMP-11 Substrate von Dr. Sina Meyer

SM P 122: H-CGRRRK (Dabcyl)GGAANC(MeOBn)RMGG-Fluo (KK258)

SM P 194: H-CGRRRK(Dabcyl)GYAENG-Fluo (KK257)

SM P 110: H-CGGAANC(MeOBn)RMGGK(NH2)-NH2 (KK22911)

SM P 137: H-CGGK(NH2)GGAANC(MeOBn)RMGGK(NH2)-NH2 (KK244)
SM P 192: H-CGRRRK(NH2)GGAANC(MeOBn)RMGGK(NH2)-NH2 (KK252)
SM P 190: Ac-C(MeOBn)RMGGK(Cy7)-NH2 (Fluorescence Standard)

KK216: poly(HPMA)-co-MMA-NH-CHy-CH,-NHs (Negativkontrolle)

12.8.2. Kupplung der Substrate an poly(HPMA)

PHN-SMP110-1 (KK299Il)

Gemih AAV 4 wurde PHNS-1 (30.0 mg, 0.021 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g)
mit SM P 110 (39.0mg, 0.032mmol, 1.5 Aq.) fiir 20h umgesetzt. Nach erfolgter
Gelfiltration und Dialyse (3500 Da cut-off, 4 Tage, HoO/MeOH 2:1) wurde das
Produkt als farbloses Lyophylisat erhalten (31.2mg, 95 %, Beladung: 0.141 mmol/g,
7 Peptide /Polymerkette).

PHN-SMP137-1 (KK244)

GemiR AAV 4 wurde PHNS-1 (10.0mg, 0.007 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g)
mit SM P 137 (10.0mg, 0.007 mmol, 1.0 Aq.) fiir 24 h umgesetzt. Nach erfolgter
Gelfiltration und Dialyse (3500 Da cut-off, 36 h) wurde das Produkt als farbloses Ly-
ophylisat erhalten (11.0mg, 96 %, Beladung: 0.154 mmol/g, 8 Peptide/Polymerkette).
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PHN-SMP192-1 (KK252)

Gemih AAV 4 wurde PHNS-1 (20.0 mg, 0.014 mmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.7 mmol/g)
mit SM P 192 (34.5mg, 0.0018 mmol, 1.3 Aq.) fiir 24 h umgesetzt. Nach erfolgter Gel-
filtration und Dialyse (3500 Da cut-off, 4 Tage, HoO/MeOH 2:1) wurde das Produkt
als farbloses Lyophylisat erhalten (30.5mg, quantitativ, Beladung: 0.210 mmol/g,
12 Peptide/Polymerkette).

Negativkontrolle fiir in vivo-Versuche

Copolymerisation von HPMA mit N-Methacrylolysuccinimid (MOSu) —
poly(HPMA-co-MQOSu)

Die radikalische Copolymerisation von HPMA (3.0 g, 21 mmol) und N-(Methacryloyl-
oxy)succinimid (9) (0.77 mg, 4.2 mmol) in Gegenwart von AIBN (0.17 mg, 1.0 mmol)
erfolgte in THF (40ml) (9/HPMA = 1:5, AIBN/Gesamtmonomer = 1:25, [Monomer|y
= 0.7M in Aceton) und wurde als Fallungspolymerisation geméafs AAV 1 durchgefiihrt.
Das entstandene Polymer wurde abzentrifugiert, in HoO gelost,aus THF gefallt und
am Hochvakuum getrocknet (1.87g, 48 %, T1 = 3.5s, Beladung: 0.9 mmol/g).

Die Copolymerzusammensetzung wurde anhand von »C-NMR-Spektren bestimmt.
Aufgrund des NOE-Effektes erforderte die quantitative Auswertung der *C-Spektren
eine vorherige Bestimmung der T1-Zeit. Fiir dieses Copolymer betréigt die T1-Zeit:
3.5 s. Die Beladung betrigt 0.9 mmol/g.

GPC-Analysen erfolgten nach Hydrolyse des Copolymers in 1 M NaOH.

GPC: My™ 17.2kDa, PDI = 3.3.

poly(HPMA-co-MA-NH-CH,-CH,-NH-Boc) (PHN-MA-N-Boc-Et-NH,)

poly(HPMA-co-MOSu) (50.0mg, 0.045 mmol, Beladung: 0.9 mmol/g) wurde in DMF
(5ml) geldst und mit Boc-Ethylendiamin (36.9 mg, 0.23 mmol, 5Aq.) und DIPEA
(39.211l, 0.23mmol, 5Aq.) versetzt und fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. DMF
wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in wenig MeOH aufge-
nommen und in Aceton gefillt. Der entstandene Niederschlag wurde je zweimal mit
Aceton und Diethylether gewaschen und am Hochvakuum getrocknet. Das Copolymer
wurde als farbloser Feststoff gewonnen (27.7 mg).

Boc-Entschiitzung

Die Boc-Gruppe wurde durch Zugabe von TFA /H20 95:5 entfernt. Die Reaktionsmi-
schung wurde fiir 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieffend wurde das TFA mit
Hilfe eines Stickstoffstroms entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen
und lyophylisiert. Das aminofunktionalisierte Copolymer wurde als farbloser Feststoff
isoliert (20.8 mg).
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NIR797-Labeling — PHN-SMP137-1-Cy,, PHN-SMP192-1-Cy,

Die Umsetzung der Peptid-Polymerkonjugate PHN-SMP137-1 und PHN-SMP192-1
und der Negativkontrolle PHN-MA-EtAmin mit dem Cyanin-Fluorophor NIR797
(4 Aq.) in Anwesenheit von DIPEA (3 Aq.) erfolgte in DMF. Nach einer Reaktionszeit
von 20 h wurde das DMF unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in einer
Mischung aus Acetonitril und HoO (ACN/H30 1:2) aufgenommen, dialysiert (3500
Da cut-off, 1 Woche) und zusétzlich tiber Gelfitratin aufgereinigt (Pd25, G10). Die
Beladungen der Konjugate mit dem Fluorophor wurden von Dr. S. Meyer iiber UV-vis
Spektroskopie bestimmt.

12.9. Projekt C: Intrazellulare Freisetzung amyloidogener
Peptide

12.9.1. N-(N-Boc-S-Trt-L-cysteinyl)-N'-acetyl-N’-(6-Bromo-7-
hydroxy-4-hydroxymethyl-coumarinyl-8-yl-methyl)ethylendi-

amin
(N-(N-Boc-S-Trt-L-Cys)-N'-Ac-N'-(Bhcm)-ethylendiamin) 15

N-Boc-N’-(Bhcm)-ethylendiamin (16)

HO
HN

N

3
NHBoc

Paraformaldehyd (550 mg, 18.3 mmol, 3.3 Aq.) und KOH (30.8 mg, 0.549 mmol,
0.12 Aq.) wurden in Ethanol (3.6 ml) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Boc-Ethylendiamin
(2.93 g, 18.3mmol, 3.3 Aq.) wurde zugegeben und die Reaktionsmischung wurde eine
Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Reaktionslésung trop-
fenweise zu einer Losung von (6-Brom-7-hydroxycoumarin-4-yl)methyl (Bhc) (1.5g,
5.5mmol, 1.0 Aq., Reinheit 70 %) in Ethanol (15ml) zugegeben und fiir 3h unter
Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde der entstandene Niederschlag abfiltriert
und mit kaltem Ethanol gewaschen. Das Umkristallisieren aus Ethanol ergab das
Produkt als gelben Feststoff (0.88 g, 52%).

Ry¢: 0.53 (DCM/MeOH 5/1).
Smp.Zersetzung >173°C.
LC-Q: tg = 2.86 min.
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HRMS (LC/ToF-MS): tg = 1.68 min, m/z ber. fiir C1gH24BrNoOg [M+H]| ": 443.0812,
gef.: 443.0836, A = 5.37 ppm.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 1.39 (s, 9H, Hg-Boc), 2.90 (t, 2H, Hy-2"), 3.20
(m, 2H, Ha-3"), 4.16 (s, 2H, Ha-1"), 4.61 (s, 2H, Hy-OH), 5.92 (s, 1H, H-3), 7.62 (1H,
s, H-5).

IBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): § = 28.24 (CH3-Boc), 37.19 (C-3), 43.33 (C-1"),
46.39 (C-2"), 59.24 (C-OH), 78.23 (C4-Boc), 101.5 (C-6), 103.7 (C-3), 105.2 (C-4a),
111.5 (C-8), 126.1 (C-5), 153.0 (C-4), 155.8 (C-8a), 156.8 (C-7), 160.9 (CO-Boc),
167.3 (C-2).

N-(Bhcm)-ethylendiamin (16-Boc)

©ONHg TFA®

16 (0.16g, 0.36 mmol) wurde mit 20ml einer Mischung aus TFA und DCM
(TFA/DCM 1:1) versetzt und 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde das iiberschiissige TFA mit einem Stickstoffstrom vertrieben, das
Produkt als TFA-Salz in HoO aufgenommen und lyophylisiert (0.16 g, 0.36 mmol).
LC-Q: tg = 0.28 min.

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 0.66 min, m/z ber. fiir C13H14BrNoO4 [M-H|: 341.0142,
gef.: 341.0152, A = 2.91 ppm.

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 2.07 (s, 2H, NH,), 3.16-3-3.23 (m, 4H,H,-2",
Hy-3%), 4.40 (s, 2H, Ho-17), 4.73 (s, 2H, Ho-OH), 6.35 (s, 1H, H-3), 7.97 (s, 1H, H-5).

N-(N-Boc-S-Trt-L-Cys)-N'-(Bhcm)-ethylendiamin (18)

Synthese ausgehend von N-Boc-S-Trt-L-Cysteinyl- N-hydroxysuccinimdester
(19)

16-Boc (42mg, 0.1 mmol, 1.1 Aq.) wurde in trockenem DMF (2ml) gelést und mit
DIPEA (22pl, 0.13mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Eine Losung aus 19 in DMF (2.5ml)
wurde zur Reaktionslésung zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand in EE aufgenommen. Die organische Phase wurde mit
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halbges. NH4Cl- und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber NagSOgygetrocknet. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (CHCly /MeOH 15:1) konnte das Produkt als
gelber Feststoff isoliert werden (11 mg, 16 %).

Synthese ausgehend von N-Boc-S-Trt-L-Cysteinylpentafluorphenylester (20)

20 wurde in trockenem DMF (6 ml) gelost und bei Raumtemperatur sukzessive zu
einer Lésung von 16-Boc (0.23 g, 0.53 mmol, 1.3 Aq.) in trockenem DMF (6ml) und
DIPEA (122yl, 0.719 mmol, 1.7 Aq.) zugetropft. Nach einer Reaktionszeit von 6h
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
séulenchromatographisch gereinigt (CH2Cla/MeOH 15:1). Das Produkt konnte als
gelber Feststoff isoliert werden (0.21g, 51 %).

Ry 0.3 (CH2Cly/MeOH 8:1).

Smp.: Zersetzung >160°C.

LC-Q: tg = 3.92min, m/z = 812.16 [M+Nal".

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 2.187 min, m/z ber. fiir C4H43BrN3O7S [M+H]": 788.2,
gef.: 788.203, A — 3.83 ppm.

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 1.36 (s, 9H, Ho-Boc), 2.38-2.41 (m, 2H, H,-3"),
2.88 (t, 2H, 97— 6.5Hz, Hy-2’), 3.22-3.41 (m, 2H, H-3"), 3.92-3.96 (m, 1H, H-2"),
4.17 (s, 2H, Hy-17), 4.63 (s, 2H, Hp-OH), 6.26 (s, 1 H, H-3), 6.9 (d, 1H, °J — 7.0Hz,
NH-Boc), 7.67 (s, 1 H, H-5), 8.06 (t, 1 H, °J = 6.0 Hz, NH-CO).

IBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): § = 28.10 (C-Boc), 33.76 (C-37), 35.43 (C-3"), 45.96
(C-1), 53.61 (C-2%), 59.00 (C-OH), 65.81 (C-27, Cg-Trt), 78.59 (Cg-Boc), 107.5 (C-3,
C-6), 126.7 (C-Trtpara, C-5), 128.0 (Cortho-Trt), 129.0 (Crneta-Trt), 144.3 (Cipso-Trt,
C-4), 152.5 (C-8a), 155.0 (C-7), 156.4 (CO-Boc), 159.8 (C-2), 170.7 (C-17).

N-Boc-S-Trt-L-Cysteinyl- N-hydroxysuccinimdester (19)
N-Boc-S-Trt-L-Cystein (0.5g, 1 mmol, 1.0 Aq.) wurde in DCM (5ml) gelost und

bei Raumtemperatur mit einer Losung aus N-Hydroxysuccinimd (0.15g, 1.2 mmol,
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o)
0
3
TrtS/\z‘)ﬂ\O/N
NHBoc 0

20

1.2 Aq.) in THF (1 ml) versetzt. Nach Zugabe von EDCxHCI (0.23 g, 1.2mmol, 1.2 Aq.)
wurden die Reaktionsmischung fiir drei Stunden geriihrt. Nach beendeter Reaktion
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
EE aufgenommen. Die organische Phase wurde mit HoO, verd. NaHCOs3-Losung und
ges. NaCl-Losung gewaschen und {iber NaoSO4 getrocknet. Nach sdulenchromato-
graphischer Reinigung (EE/Hexan 1:2) wurde das Produkt als farbloser Feststoff
erhalten (0.23 g, 40 %).

Ry 0.45 (EE/Hex 1/1).

LC-Q: tg = 4.9min, m/z = 582.9 [M+Na|*.

1H-NMR. (300 MHz, CDCl3): § = 1.43 (s, 9H-Hg-Boc), 2.67-2.74 (m, 2H, H»-3),
2.79 (s, 4H, 2xH,-OSu), 4.33 (brs, 1H, H-2), 4.87 (brs, 1H, NH), 7.19-7.43 (m, 15H,
H-Trt).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): § = 25.52 (C-CH3-OSu), 28.21 (C-Boc), 33.63 (C-3),
51.14 (C-2), 67.41 (Cq-Trt), 80.54 (Co-Boc), 126.96 (Cpara-Trt), 128.1 (Copeno-Trt),
129.5 (Crpeta-Trt), 144.1 (Cipso-Trt), 154.4 (CO-Boc), 166.8 (CO-OSu), 168.3 (C-1).

N-Boc-S-Trt-L-Cysteinylpentafluorphenylester (20)

F
F F
0
3 2
Trts%o F
NHBoc F

N-Boc-S-Trt-L-Cystein (0.5g, 1 mmol, 1.0 Aq.), Pentafluorphenol (0.28 g, 1.5 mmol,
1.5Aq.) und EDCxHCI (0.29¢, 1.5mmol, 1.5 Aq.) wurden in DCM (5ml) geldst und
bei Raumtemperatur fiir 14 h geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde DCM entfernt
und der Riickstand in EE aufgenommen, mit HoO, NaHCO3 und ges. NaCl-Losung
gewaschen und iiber NasSOy4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermin-
dertem Druck entfernt und das Produkt nach sdulenchromatographischer Reinigung
(EE/Hex 1:8) als fester, farbloser Schaum erhalten (0.46 g, 73 %).

Ry 0.27 (EE/Hex 1/8).

Smp.: 48.3-49.5°C.

LC-Q: tg = 5.6 min.

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 3.06 min, m/z ber. fiir C33HosF5NN,04S [M+Nal":
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652.1551, gef.: 652.1562, A = 1.61 ppm.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 1.44 (s, 9H-Hg-Boc), 2.67 (dd, 1H, ?J= 12.0 Hz,
7J= 6.0Hz, H,,-3), 2.83 (dd, 1H, ?J= 12.0Hz, ?J= 6.0Hz, H,,-3), 4.32 (d, 1H,
3J= 6.0Hz, H-2), 4.99 (d, 1H, *J= 6.0 Hz, NH), 7.20-7.45 (m, 15H, H-Trt).
IBC-NMR (75MHz, CDCl3): § = 28.37 (C-Boc), 33.53 (C-3), 52.75 (C-2), 67.54
(Cq-Trt), 80.81 (Cq-Boc), 127.2 (Cpara-Trt), 128.3 (Coptho-Trt), 129.6 (Creta-Trt),
136.3 (Cortho-OP1p), 139.5 (Cpara-Opfp), 139.6 (Cipso-oprtp), 142.8 (Cmeta-OPfp),
144.2 (Cipso-Trt), 154.9 (CO-Boc), 167.5 (C-1).

N-(N-Boc-S-Trt-L-Cys)-N’-Ac-N’-(Bhcm)-ethylendiamin (15)

%
g
s NHBoc

3

Eine Losung von Pentafluorphenolacetat (0.12 g, 0.52 mmol, 3.0 Aq.) in DMF (0.5 ml)
wurde zu einer Losung von 18 (0.14 g, 0.18 mmol, 1.0 Aq.) in DMF (4,5ml) bei Raum-
temperatur zugetropft und die Reaktionsmischung wurde fiir 14 h geriihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung wurde das Produkt als weifser Feststoff
isoliert (0.11g, 75 %).

Rf: 0.47 (CHQCIQ/MGOH 8:1).

LC-Q: tg = 4.86 min, m/z = 854.2 [M+Na|".

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 2.68min, m/z ber. fiir C4oH44BrN3NaOgS [M+Na|™:
852.1925, gef.: 852.1908, A = -2 ppm.

IH-NMR . (300 MHz, DMSO-dg): § = 1.36 (s, 9H, Ho-Boc), 2.00 (s, 3H, Hs-Ac),
2.32-2.38 (m, 2H, H»-3"), 3.45-3.51 (m, 4H, Hy-2’, Hy-3’), 3.92-4.00 (m, 1H, H-2"),
4.54 (s, 2H, Hy-17), 4.70 (s, 2H, Ho-OH), 6.32 (s, 1H, H-3), 7.00 (d, 1H, J= 8.50 Hz,
NH-Boc), 7.20-7.34 (m, 15H, Hy5-Trt), 7.87 (s, 1H, H-5), 8.13 (brs, 1H, NH-CO),
12.05 (Verunreinigung).

IBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): § = 20.75 (C-Ac), 28.10 (C-Boc), 33.78 (C-37),
36.55 (C-3"), 48.12 (C-1"), 53.60 (C-2’), 59.14 (C-2”, C-OH), 65.95 (Cg-Trt), 78.38
(Cg-Boc), 107.2 (C-6), 107.7 (C-7), 111.0 (C-3), 112.4 (C-4a, C-8), 126.7 (Cpara-Trt),
127.8 (Cortho-Trt), 128.0 (Cpeta-Trt), 129.1 (C-5), 144.3 (Cipso-Trt, C-4), 152.3 (C-8a,
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C-7), 154.9 (CO-Boc), 159.5 (C-2), 170.8 (CO-Ac), 174.5 (C-17).

12.9.2. Verwendete Peptidsequenzen

Die Peptidsequenzen wurden von Enrico Brandenburg synthetisiert VW18:
Fmoc-LKVELEKL(Mtt)-KSELVVLKSELEKLKSEL-Wang Resin
TAMRA-VW18:
TAMRA-Ahx-LKVELEKL(Mtt)-KSELVVLKSELEKLKSEL-Wang Resin

12.9.3. Optimierung der Aktivierungsbedingungen am Bhc

Testansatz mit Disuccinimidcarbonat (DSC) als Aktivierungsreagenz (21)

Bhc (10 mg, 0.04 mmol, 1.0 Aq.) wurde in trockenem THF (1ml) gelést und mit TEA
(28 ul, 0.20 mmol, 5.5 Aq.) versetzt. Nach Zugabe des Disuccinimidcarbonats (14 mg,
0.06 mmol, 1.5 Aq.) wurde die Reaktionslésung 4h bei Raumtemperatur geriihrt,
wobei nach 2 und 4 h Reaktionszeit Proben fiir die Analyse mit der LC-QQ entnommen
wurden. Nach einer Reaktionszeit von 4 h waren 90 % des Bhc zum aktivierten Derivat
22 umgesetzt.

LC-Q: tg = 3.37min, m/z = 411.88, 413.83 [M+H]| " (sieche Anhang Abbildung A.21).

Testansatz mit 1-Chlorameisensdure-4-nitrophenol (CNP) als
Aktivierungsreagenz (22)

Bhe (10 mg, 0.04 mmol, 1 Aq.) wurde in trockenem THF (1ml) gelést und mit DI-
PEA (12.6 1, 0.08 mmol, 2.0 Aq.) versetzt. Nach Zugabe des 1-Chlorameisenséure-4-
nitrophenol (8.9 mg, 0.04 mmol, 1.2 Aq.) wurde die Reaktionslosung 4 h bei Raum-
temperatur geriihrt, wobei nach 2 und 4 h Reaktionszeit Proben fiir die Analyse mit
der LC-Q entnommen wurden. Nach einer Reaktionszeit von 4 h waren 94 % des Bhc
zu einer Produkt-Nebenproduktmischung umgesetzt. Der Hauptpeakt konnte nicht
eindeutig als das gewiinschte Produkt 21 identifiziert werden.

LC-Q: tg = 3.97min (siche Anhang Abbildung A.22).

Testansatz mit Dicarbonylimidazol (CDI) als Aktivierungsreagenz (23)

Bhe (10mg, 0.04mmol, 1.0 Aq.) wurde in trockenem DMF (1ml) gelost, mit Car-
bonyldiimidazol (8.9 mg, 0.06 mmol, 1.5 Aq.) versetzt und 4h bei Raumtemperatur
geriihrt, wobei nach 2 und 4 h Reaktionszeit Proben fiir die Analyse mit der LC-Q
entnommen wurden. Nach einer Reaktionszeit von 4h wurde das Bhc mit einem

Umsatz von 64 % zum aktivierten Derivat 22 umgesetzt.
LC-Q: tg = 3.21 min, m/z = 364.87, 366.85 [M+H]| " (sieche Anhang Abbildung A.23).
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12.9.4. Testkupplungen am VW18-Wang-Harz mit aktiviertem Bhc

Das VW18-Wang-Harz (Beladung 0.16 mmol/g) wurde in DCM gewaschen und
mit der Abspaltlosung (1% TFA, 94% DCM, 5% TIS) versetzt (4 x 2min). Die
Vollstandigkeit der Entschiitzung wurde an einer kleinen Menge Harz durch Zugabe
von einer Mischung aus TFA/DCM 1:1 getestet. Das Ausbleiben einer Gelbfarbung
zeigte eine vollstdndige Entschiitzung an. Das entschiitzte Harz wurde auf 3 x 5mg
grofse Portionen fiir Kupplungsversuche mit den drei unterschiedlich aktivierten
Bhe (21, 22, 23) aufgeteilt. Exemplarisch wurde der Kupplungsversuch nach DSC-
Aktivierung beschrieben.

Kupplungsversuch nach DSC-Aktivierung (24)

Nach der DSC-Aktivierung (Kapitel 12.9.3) wurde das Losungsmittel unter vermin-
dertem Druck entfernt und der Riickstand mit trockenem DCM (200 pl) aufgenommen
und mit DIPEA (4 pl, 0.023 mmol) versetzt. 100 ul der Losung (0.018 mmol) wurden
zum Harz gegeben und fiir 3h geschiittelt. Nach der Kupplung wurde das Harz
mit DMF und DCM gewaschen. Nach Fmoc-Abspaltung (1 x 1min, 2 x 10min,
20 %Piperidin in DMF) wurde das Peptid 24 vom Harz abgespalten (Abspaltlosung:
75 % TFA, 20 % DCM, 2.5 % H50, 2.5 % TIS) und in kaltem Diethylether gefallt. Der
Niederschlag wurde mittels LC-ToF charakterisiert.

HRMS (LC/ToF-MS): tg = 3.74min, m/z = 1662.42 [M+2H]?".

12.9.5. Kupplung der photolabilen Schutzgruppe an die
Lysin-Seitenkette des TAMRA-VW18-Peptids

Mtt-Entschiitzung des Lysin 9 des TAMRA-VW18-Wang Harz

Das TAMRA-VW18-Wang Harz wurde in DCM gewaschen und mit der Abspaltlésung
(1% TFA, 94% DCM, 5% TIS) versetzt (4 x 2min). Die Vollstdndigkeit der Ent-
schiitzung wurde an einer kleinen Menge Harz durch Zugabe von einer Mischung aus
TFA/DCM 1/1 getestet. Das Ausbleiben einer Gelbfarbung zeigte eine vollstandige
Entschiitzung an.

caged-TAMRA-VW18 (14)

15 (0.1g, 0.12mmol, 1.0 Aq., 2.5 Aq. bzgl. eingesetzter Harzmenge) wurde in abs. THF
(3.5ml) geldst und anschliefend mit Disuccinimidcarbonat (48 mg, 0.19 mmol, 1.5 Aq.)
versetzt. Zuletzt wurde Triethylamin (TEA) (95 pul, 0.69 mmol, 5.5 Aq.) zugegeben
und die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach einer Reaktionszeit
von 3.5h und einem Umsatz von 77 % wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wurde in DCM (2ml) aufgenommen und mit DIPEA
(42.51l, 0.25 mmol, 5.0 Aq.) versetzt und anschliekend auf das Mtt-entschiitze Harz
gegeben. Nach der entsprechenden Kupplungszeit wurde die Losung abfiltriert und
das Harz mit DMF und DCM gewaschen. Die Kupplungprozedur wurde zwei mal fiir
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3h und ein mal iiber Nacht durchgefiihrt. Die Abspaltung des Peptids erfolgte fiir 3h
durch Zugabe der Abspaltlosung (94 % TFA, 5% H20, 1% TIS). Anschliekend wurde
das Peptid in kaltem Diethylether gefillt, zentrifugiert und mit Ether gewaschen. Der
Niederschlag wurde in HoO aufgenommen und lyophylisiert. Das mit caged-TAMRA-
VW18-Peptid (14) wurde als pinkfarbenes Lyophylisat isoliert (5.5mg, 2.7 %).
HRMS (LC/ToF-MS): tg = 1.882min, m/z ber. fiir C138H297BrN38Na 0545
[M-+4Na|": 1039.2545, gef.: 1039.2572, A = 2.51 ppm.

12.9.6. Kupplung amyloidogener Peptide an poly(HPMA)
PHN18-caged-TAMRA-VW18

Gemih AAV 3 wurde PHNS-18 (2.6 mg, 0.22 pmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.86 mmol/g)
mit 14 (4.5mg, 1.1pmol, 0.5 Aq.) und CRg (0.67 mg, 0.44 pmol, 0.2 Aq.) mit einer
Reaktionszeit von 18 h umgesetzt. Das Produkt wurde als pinkfarbenes Lyophylisat
erhalten (4.6 mg, Beladung (14): 0.095 mmol/g, 2-3 Peptide/Polymerkette; Beladung
(CRy):0.014 mmol /g, 0.4 Peptide/Polymerkette).

12.9.7. Zelluldre Aufnahme des caged-TAMRA-VW18-HPMA
Konjugats

Die zelluldre Aufnahme des TAMRA-markierten Peptid-HPMA-Konjugats wurde
mit Hilfe konfokaler Laserscanning-Mikrsokopie (CLSM) untersucht. Dazu wurden
SH-SY5Y-Zellen (2 x 10° Zellen/ml, 20 l/well) in wells eines Objekttrigers (p-slide
Angiogenesis, cell-culture treated, Firma ibidi GmbH) ausplattiert und fiir 24 h in
DMEM, welches 20 % FCS und 1% Antibiotika (Pen/Strep) enthielt, kultiviert. Das
Medium wurde abgenommen und die Zellen wurden mit unterschiedlich konzentrierten
Losungen (50, 100, 300 pM) des Peptid-HPMA-Konjugats (PHN18-caged-TAMRA-
VW18) und mit den Peptiden TAMRA-VW18 und caged-TAMRA-VW18 (14) (jeweils
50 pM) im Medium (DMEM + 2 % FCS ohne Phenolrot-Indikator) bei 37 °C fiir 60 min
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Polymerlésungen entfernt und
die Zellen wurden mit DMEM o. P. mit 20 %FCS und 1 % Antibiotika gewaschen und
mit 20 pnl des Mediums versetzt. Zusétzlich zur Inkubation mit den zu untersuchenden
Substanzen wurden in Kontrollwells Zellen ohne Substanzen, aber nach Protokoll
gleich behandelt. Dariiber hinaus ist eine Hélfte der Kontrollen und ein Vergleichswell
mit einer 100 pM-Losung des Peptid-Polymer-Konjugats unbestrahlt geblieben.
Mikroskopieaufnahmen wurden in der Mikroskop-Facility am FMP mit J. Eichhorst
am LSM 780 ausgestattet mit einem 40 x 1.3 Oil-Objektiv durchgefiihrt (siehe
Methoden Kapitel 11.6.3). Es wurden von den entsprechenden wells Durchlicht-und
Fluoreszenzbilder vor, direkt und 1h nach der UV-Bestrahlung mit einer HBO 50 W
Lampe (2min, A = 360 nm) aufgenommen und anschliefend in 2-stiindigen Absténden.
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12.9.8. Bestimmung der Sekundarstruktur

Die CD-Spektren amyloidogener Peptide wurden am CD-Spektrometer J-720 der Fir-
ma Jasco in Quarz-Kiivetten mit einem Durchmesser von 1 mm, bei den Wellenldngen
A = 260 bis 190 nm und mit 3 bis 25 Wiederholungen bis zu einer Spannung von 800 V
aufgenommen. Die eingesetzten Peptidkonzentrationen im Phosphatpuffer pH 7.4
bei 20 °C betrugen 50 oder 100 pM. Die Spektren wurden mit einem Pufferspektrum
korrigiert.

Anzahl der Peptidbindungen fiir das PHN18-caged-TAMRA-VW18: 213 (WE PHNS-
18-Polymer: 155, Summe aus Aminoséduren, TAMRA und Cumarinsystem: 58).
Anzahl der Peptidbindungen fiir das caged-TAMRA-VW18: 28 (26 Aminoséduren, 1
TAMRA, 1 Cumarinsystem).

12.10. Projekt D: Wechselwirkung
multivalent-prasentierter PRS-Liganden mit

tWW-Domanen in Abhangigkeit von der Struktur
des polymeren Tragers

12.10.1. Verwendete Peptidsequenzen

Die Sequenz des Peptids CP1 wurde in der Gruppe von M. Beyermann (FMP Berlin)
synthetisiert. Die Synthese des Peptids wurde von Dr. Kai Holland-Nell optimiert, so
dass grofsere Mengen zugénglich waren. Zuséatzlich wurde von Dr. Kai Holland-Nell
das Literaturpeptid CP1 synthetisiert.

P1: GPPPRGPPPR-NH»
CP1: CGPPPRGPPPR-NH,

12.10.2. Kupplung prolinreicher Liganden an poly(HPMA)

PHN13-(P2)g

GemiR AAV 3 wurde PHNS-7 (11 mg, 9 pmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.870 mmol/g) mit
CP1 (17.8mg, 12.0mmol, 1.3 Aq.) umgesetzt. Nach erfolgter Gelfiltration und Dialyse
(3500 Da cut-off, 36 h) wurde das Produkt als farbloses Lyophylisat erhalten (8.6 mg,
58 %, Beladung: 0.347 mmol/g, 6 Peptide/Polymerkette).

PHN16-(P2)

Gemif AAV 3 wurde PHNS-6 (5.0 mg, 4.6 pmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.930 mmol/g) mit
CP1 (8.0mg, 5.2pmol, 1.2 Aq.) umgesetzt. Nach erfolgter Gelfiltration und Dialyse
(3500 Da cut-off, 36 h) wurde das Produkt als farbloses Lyophylisat erhalten (4.7 mg,
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72 %, Beladung: 0.417 mmol/g, 9 Peptide/Polymerkette).

12.10.3. Kupplung prolinreicher Liganden an hyperverzweigtes
Polyglycerin (hPG)

PG7-(CP1),

Gemif AAV 5 wurde PG-(Mal)g (10mg, 15 pmol, 1.0 Aq., Beladung: 0.73 mmol/g)
mit CP1 (11 mg, 9.7 pmol, 1.3 Aq.) umgesetzt. Das Produkt wurde als beigefarbenes
Lyophylisat erhalten (13.1 mg, quantitativ, Beladung: 0.210 mmol/g, 2 Peptide/Poly-
merkette).

PG7-(CP1)3

Abweichend von AAV 5 wurde PG-(Mal)1o (6 mg, 8 pmol, 1.0 Aq., Beladung: 1.15
mmol/g) mit P2 (15.4mg, 10,0 pmol, 1.3 Aq.) in einem Phosphatpuffer umgesetzt,
welches zusétzlich 50 mM TCEP enthielt. Nach der eigentlichen Kupplungszeit wurde
B-Mercaptoethanol (0.73pl, 10 pmol, 1.3 Aq.) zugegeben und die Reaktionsmischung
wurde fiir weitere 8 h geriihrt. Nach erfolgter Gelfiltration und Dialyse mit einer Ami-
con Ultra Einheit (3500 Da cut-off) wurde das Produkt als beigefarbenes Lyophylisat
erhalten (8.1 mg, quantitativ, Beladung: 0.260 mmol/g, 3 Peptide/Polymerkette).

PG7-(CP1),

Gemif AAV3 wurde PG-(Mal)qo (5.2mg, 5.8 1mol, 1.0 Aq., Beladung: 1.15 mmol/g)
mit CP1 (11mg, 7.5 pmol, 1.2 Aq.) in Anwesenheit von TCEP (1.1 mg, 4.5 pmol,
0.6 Aq.) umgesetzt. Das Produkt wurde als beigefarbenes Lyophylisat isoliert (7.8 mg,
quantitativ, Beladung: 0.346 mmol /g, 3-4 Peptide/Polymerkette).

PG7-(CP1)4-ohne-TCEP

Gemih AAV 5 wurde PG-(Mal)jp (5mg, 6 pmol, 1.0 Aq., Beladung: 1.15 mmol/g)
mit CP1 (11mg, 7.5 umol, 1.2 Aq.) umgesetzt. Das Produkt wurde als beigefarbenes
Lyophylisat isoliert (9.8 mg, quantitativ, Beladung: 0.368 mmol/g, 4 Peptide/Poly-
merkette).

12.10.4. Kupplung prolinreicher Liganden an Dextran

Dex10-(P2)3

Abweichend von AAV 5 wurde maleimidmodifiziertes Dextran Dex-(Mal)s (10 mg,
0.861 pmol, 1.0 Aq., MR553, M,, = 11609 g/mol, 5 Maleimidgruppen) mit CP1 (6.3 mg,
4.3 pmol, 6.5 Aq.) in einer Mischung aus Phosphatpuffer und Formamid (Puffer /Form-
amid 3:1) umgesetzt. Nach Aufreinigung iiber Gelfiltration wurde das Produkt als farb-
loses Lyophylisat isoliert (13.3 mg, quantitativ, Beladung: 0.223 mmol /g, 3 Peptide/Po-
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lymerkette).

12.10.5. Proteinexpression FBP21

Das Protein wurde von M. Wieczorek exprimiert. Fiir humane Konstrukte des Proteins
FBP21 wurden die Reste 122-196, die ein tWW-Fragment kodieren von M. Wieczorek
durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt und in pET-28a mit Ndel und
Xhol Restriktionsschnittstellen kloniert.

12.10.6. ITC-Messungen

Alle ITC-Messungen wurden von Dr. O. Krylova durchgefiihrt. Generell wurden
Proteinkonzentrationen von 50 bis 100 pM verwendet und typischerweise eine 20-fach
hohere Ligandkonzentration (Peptid-Polymerkonjugate). Die Konjugate wurden in
demselben Puffer gelost, in dem das Protein zuletzt dialysiert worden ist, um die
Verdiinnungseffekte zu minimieren. Alle zu vermessenden Ligand- und Proteinlésungen
wurden vor der Messung unter Vakuum entgast. Wenn nicht anders angegeben wurden
die Experimente mit 8 ul Injektionen und einer Wartezeit zwischen den Injektionen von
240 s durchgefiihrt. Zur Kurvenanpassung der Bindungsisotherme und zur Bestimmung
der Dissozationskonstante Kp wurden die Programme MicroCal (Origin) und Sedphat
(International Institutes of Health, Bethesda, USA) verwendet.

12.10.7. Theoretische Betrachtungen der Ligand-Protein-Interaktion
mit Hilfe von MD-Simulationen

Fiir die von A. Bujotzek durchgefiihrte Modellierung und Simulation der Wechselwir-
kungen zwischen mono- und mulitvalenten Liganden und dem Protein FBP21 wurden
die Atomkoordinaten fiir die tWW-Doménen aus der von Huang et al. gelosten
NMR-Struktur mit dem PDB ID Kode 2JXW verwendet.!'7l Die zu untersuchenden
Polymere hPG, Dextran und poly(HPMA) wurden jeweils mit drei Peptiden der
Sequenz P1 und den fiir das jeweilige Polymer typischen Linkern (das zusétzliche
Cystein inbegriffen) ausgestattet. Jeweils 10 Wiederholungseinheiten (WE) trenn-
ten die einzelnen Peptide voneinander, was der tatsichlichen Peptidbeladung von
etwa 10 % entsprach. Fiir die Modellierung des Bindungsverhaltens wurden MD-
Simulationen fiir eine Systemkombination bestehend aus zwei polymeren Konjugaten
und drei tWW-Doménen bei 8 °C und unter Beriicksichtigung der Anwesenheit von
Losungsmittelmolekiilen durchgefiihrt. Zur Zeit wird im Verlauf der MD-Simulation
der Abstand der Massezentren der betrachteten Polymer-Protein-Komplexe berechnet.
Eine Verdnderung der rdumlichen Anordnung der Polymere zueinander sollte tiber
mogliche Aggregationvorgdnge Aufschluss geben.

Dariiber hinaus wurden die beim Bindungsvorgang eintretenden konformativen
Entropiednderungen fiir die unterschiedlichen Polymerkonjugate berechnet und mit-
einander verglichen. Dabei wurden in die Berechnungen der Konformationsinderung
folgende Anteile mit einbezogen: i) flexibler Linker, der die tWW-Doménen verbriickt
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und ii) Konjugate bestehend aus Polymerriickrat, Peptidriickrat und Linker zwischen
Polymer und Ligand. Die ersten 5ns der Gesamtsimulationsdauer von 20ns wur-
den verworfen, um ausschlietlich Wechselwikungen eines equilibrierten Systems zu
erfassen.
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A.1. NMR-Spektren
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Abbildung A.3.: 'H-NMR (300 MHz, CDCl3), RAFT-Reagenz 12.
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Abbildung A.4.: 3C-NMR (75 MHz, CDCl3), RAFT-Reagenz 12.
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Abbildung A.5.: 'H-NMR (300 MHz, MeOD), RAFT-Reagenz 3.
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Abbildung A.6.: *C-NMR (75 MHz, MeOD), RAFT-Reagenz 3.
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Abbildung A.7.: 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg), PHNS-1.
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Abbildung A.8.: 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg), PHNS-2.
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Abbildung A.9.: H, H-COSY-NMR (300 MHz, DMSO-dg), PHNS-2.
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Abbildung A.10.: GPC (Suprema, 10 pM, 1000 A; Eluent: 0.05 M NaySO4/ACN = 4:1);
hydrolysierte Thioester-HPMA-Copolymere PHNS-1 und PHNS-2 bei-

spielhaft dargestellt.
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Abbildung A.11.: 'H-NMR (300 MHz, MeOD), N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (13).
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Abbildung A.12.: 3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg), N-L-Cysteinyl-5-aminofluorescein (13).
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Abbildung A.13.: 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg), (22).
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Abbildung A.14.: 3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg), (22).
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Abbildung A.16.: 'H-NMR (300 MHz, CDCl3), (20).
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Abbildung A.17.: 3C-NMR (75 MHz, CDCl3), (20).
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Abbildung A.18.: H, H-COSY-NMR (300 MHz, CDCl;), (20).
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Abbildung A.19.: 'H-NMR (300 MHz, CDCls), (21).
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Abbildung A.20.: 3C-NMR (75 MHz, CDCl3), (21).
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RT: 0,00- 8,00
337 NL: 307E5
30000 Total Scan PDA

201100502-KK324-I-

— 20000 4an_c1s
E
10000
382 413 455 508 698 7.25
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B B T B e I e L B B e L o B S B B o
X 05 10 15 20 ! , 35 X 45 50 55 60 65 7.0 7.5 8.0
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140000 o 6
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= 1
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] ‘ %% 38403 4932 42200 |
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Abbildung A.21.: LC-Q: Aktivierungsversuch mit Disuccinimidcarbonat.
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Abbildung A.22.: LC-Q: Aktivierungsversuch mit 1-Chlorameisensédure-4-nitrophenol.
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Abbildung A.23.: LC-Q: Aktivierungsversuch mit Carbonyldiimidazol.
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IS KK K9-1 03-May-2011
110503_020 1: TOF MS ES+
1004 3.74 1660 3.00Da
- ES|
381
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Abbildung A.24.: LC-TOF (Waters-Anlage der Gruppe M. Beyerman): Identifizierung

des Caged-VW18.
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Produkt: Caged-VW18; m/z = 1513.8 [M+2H]*
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Abbildung A.25.: LC-TOF ( Waters-Anlage der Gruppe M. Beyerman): Testbestrahlung;:
360 nm, 2.5 min.
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Abbildung A.26.: ITC-Kontrollmessung mit unmodifiziertem poly(HPMA), M,, = 34kDa.
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Abbildung A.27.: ITC-Kontrollmessung mit unmodifiziertem Dextran, M,, = 10kDa.
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