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Kurzzusammenfassung

Peptide gehoren zu einer wichtigen Klasse von Biopolymeren. Sie sind hoch-definierte multifunktionale
Molekiile, die wichtige Prozesse im Stoffwechsel von Lebewesen erfiillen. Ihre Funktion beruht dabei
maRgeblich auf der Fahigkeit verschiedene lberdimensionale Strukturen auszubilden. Entscheidend
dabei ist der Aufbau der Primarstruktur, welche von der Anordnung der zwanzig proteinogenen
Aminosauren abhdngig ist. Ausgeldst durch nicht-kovalente, intra- und inter-molekulare
Wechselwirkungen finden Aggregationsprozesse statt, die zundchst zur Bildung von
Sekundarstrukturen (a-Helices oder B-Faltblatter) und schlieRlich zur Bildung von komplexeren Tertiar-
und Quartarstrukturen fihren. Aufgrund dieser Eigenschaft werden Peptide erfolgreich fir
verschiedene Anwendungen in der Biomedizin oder Biotechnologie eingesetzt. So finden sie Einsatz in
der Materialchemie, z.B. zur Herstellung von Hydrogelen oder zur Beschichtung und Funktionalisierung
von Oberflachen, als auch im Drug-Delivery-Bereich zur Bekampfung von Krankheiten, wie Krebs und
Diabetes. Zur Verbesserung ihrer Stabilitdt, werden Peptide haufig mit synthetischen Polymeren
verknlpft. Hierbei wird eine neue Materialkasse erzeugt, die die Vorteile beider Strukturen
miteinander verknlpft. Ziel dieser Arbeit ist es erstmalig Hybrid-Strukturen, s.g. Peptid-Polymer-
Konjugate, zu erzeugen, in denen sowohl das Peptid als auch das Polymer monodispers und
sequenzdefiniert ist. Dadurch konnen gezielt strukturelle Variationen erzeugt werden, die auf ihren
Effekt zur Aggregation hin untersucht werden. Als Polymer-Geriist kommen hier die zuvor von
Hartmann et al. entwickelten Oligo(amidoamine) zum Einsatz. Diese lassen sich, analog zur
synthetischen Erzeugung von Peptiden, mittels der von Merrifield entwickelten Festphasensynthese

herstellen und bieten somit einfachen Zugang zu sequenzdefinierten Peptid-Polymer-Konjugaten.

Zu diesem Zweck wurden Peptid-Prazisionsmakromolekil-Konjugate (PPMKs) hergestellt, die
Oligoleucin-Ketten als funktionale Peptideinheit trugen. Uber Selbstassemblierungsprozesse ordneten
sich die Konjugate zu Aggregaten an, die abhdngig von der Pradparationsmethode als

Wirkstofftransportsystem oder als Makrogel angewendet werden kénnte.



Kurzzusammenfassung

Synthese:

FmocHN—()-COOH Beispielstrukturen:

FmocHN— =COOH
FmocHN—(J)-COOH
Kupplung
an 0000
~N0 Q

Entschiitzung H 0 0. [P NG Y
U =~y =X 0= XL
H H

Aggregationsverhalten:

Bsp.: E g Assemblierung zur Sekundarstruktur Starke der Aggregate

Materialpraparation:

Monokonjugat- Makrogel Nanogele
System ' ' N |, ~
M2 W N
) X LIRS O )
Multikonjugat-System \fll iy, N \l:)
\ \

Bsp /\~ At
| ' oder Y \\\’ l‘é\g

Abbildung 1: Ubersicht zur vorliegenden Arbeit zur Synthese und Charakterisierung von Peptid-Prézisionsmakromolekiil-
Konjugaten (PPMK).

Hierzu wurde im ersten Teil mittels der Festphasensynthese eine Reihe von Leucin-basierten PPMKs
synthetisiert, die sich in Architektur, Valenz und Peptid-Kettenlange unterschieden. Es wurden
verzweigte Pfropf-co-PPMKs synthetisiert, bei denen Pentaleucin oder Dileucin als Seitenkette an das
aus hydrophilen Bausteinen bestehende Oligo(amidoamin)-Riickgrat gekuppelt wurde. AufRerdem
wurden lineare Block-co-PPMKs synthetisiert bei denen Leucin-Einheiten in unterschiedlicher
Reihenfolge in das Rickgrat integriert wurden. Weiterhin wurden das reine Pentaleucin sowie ein PEG-
Pentaleucin-Derivat hergestellt. Analysen mit FTIR und CD-Spektroskopie im zweiten Teil der Arbeit
zeigten, dass sich das divalente und trivalente Pentaleucin-Pfropf-co-PPMK Uber Selbstassemblierung
zu B-Faltblatt-Strukturen anordnete. Denaturierungsstudien mit dem chaotropen Salz
Guanidinhydrochlorid (GdnHCI) und Studien zur kritischen Aggregationskonzentration (KAK) mit

Thioflavin T (ThT) bestéatigten die Formation dieser Konjugate zu stabilen Aggregaten.

Im dritten Teil der Arbeit wurde anhand der gewonnenen Informationen zum Aggregationsverhalten

unterschiedliche Praparationsmethoden zur gezielten Erzeugung von Makrogelen oder Nanopartikeln
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untersucht. Aufgrund der stark ausgepragten Hydrophobie der Strukturen eignen sie sich fir den
Einsatz als niedermolekulare Gelatoren. Hierzu wurden in DMSO gequollene Organogele hergestellt,
die zum einen aus den reinen Dimer- oder Trimer-PPMKs bestanden, oder aus
Mischkonjugatsystemen, bei dem das Dimer bzw. Trimer in einem bestimmten Verhaltnis mit dem
freien Pentaleucin bzw. PEG-Pentaleucin vermischt wurde. Frequenz-Sweep-Messungen am
Rheometer ergaben hohe Speichermodule fiir die Monokonjugatsysteme von G" = 10 bzw. 20 kPa. Die
Verwendung von Multikomponentensystemen, insbesondere die Zugabe des reinen Pentaleucins,
flihrte zum Bruch intermolekularer Bindungen zwischen den Konjugaten, sodass sich die Viskositat der
Gele auf G" = 0.7 bis 5 kPa erhdhte. Nanopartikel wurden mittels der Solvent-Switch-Methode
hergestellt. Die DLS-Messungen zeigten eine konzentrationsabhidngige Abnahme der PartikelgroRe bis
zu 51 nm fir das Dimer (bei 2 uM) und 88 nm fir das Trimer (bei 1 uM). Interessanterweise konnte
festgestellt werden, dass das Verwenden von Multikonjugatsystemen, insbesondere die Kombination
mit dem freien Pentaleucin, die Wechselwirkungen zwischen den Pfropf-co-PPMK-Molekilen
unterbrach. Unabhangig von dem Mischungsverhaltnis konnten deutlich kleinere PartikelgréRe von
etwa 30 nm erreicht werden. SchlieBlich zeigten Toxizitdatsstudien sowohl der Mono- als auch der
Multikomponentensysteme an MDA-MB-231- und MCF-12A-Zellen keine zytotoxische Wirkung.

Demnach eignen sich diese Materialien fiir zuklinftige Anwendungen im biomedizinischen Bereich.

Ein Nebenprojekt dieser Arbeit, war die Herstellung von Lipid-Makromolekiil-Konjugaten, bei dem das
Oligo(amidoamin) Hepta-EDS als PEG-Alternative zur Oberflichenmodifizierung von Liposomen
untersucht wurde. Hierzu wurde das Konjugat DOPES-Pep-Ol synthetisiert, welches zusatzlich zu dem
Phospholipid DOPES und dem Oligo(amidoamin) die spaltbare Peptideinheit GFLG trug.
Toxizitatstudien an HelA-Zellen zeigten, dass das Konjugat keine zytotoxische Wirkung besitzt.
Dennoch wiesen Experimente an Zebrafischlarven eine schlechtere Leistung der Oligo(amidoamine)-
Liposome im Vergleich zu den bereits verwendeten PEGylierten Liposomen auf. Nichtsdestotrotz
konnte durch Aufnahmestudien in HelLa-Zellen festgestellt werden, dass die spaltbare GFLG-Sequenz
eine interessante Moglichkeit bietet, die Oligo(amidoamin)-Schutzschicht in unmittelbarer Zellndhe

abzuldsen und somit die Aufnahme zu verbessern.

XI
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1 Aligemeine Einleitung

1.1 Peptide in der Medizin
1.1.1 Von der Entdeckung zum Therapeutikum — Ein historischer Werdegang

Millionen Jahre der Evolution hat die Natur mit einem Erfahrungsschatz ausgestattet, welches den
Forschern von heute als Inspirationsquelle fir die Entwicklung von Produkten von morgen dient.
Aufgrund ihrer hochdefinierten Struktur sind Peptide eines von der Natur hervorgebrachten perfekten
Systeme, ohne die ,Das Leben” das wir es heute kennen nicht mehr vorstellbar ware. Durch ihre
strukturelle und funktionale Vielfalt sind sie bedeutungsvolle Akteure in komplizierten biologischen
Prozessen, beispielsweise als Hormone, Signalmolekiile oder als Antikdrper - um nur einige zu nennen.
So scheint es nicht verwunderlich, dass sich Wissenschaftler ebendiese Molekiile fir die Entwicklung

neuartiger Materialien in biomedizinischen und biotechnologischen Bereichen als Vorbilder nehmen.™

Die Erfolgsgeschichte begann mit der Entdeckung der ersten Aminosauren Glycin und Leucin durch
den franzdsischen Chemiker Henri Braconnot’” Mitte des 19ten Jahrhunderts. Weitere
Nachforschungen namhafter Wissenschaftler wie Franz Hofmeister'® und Emil Fischer® setzten um
1900 weitere Meilensteine zur Entschliisselung der Peptidstruktur, indem sie beweisen konnten, dass
bei der Verknipfung von Aminosaduren durch Kondensation Amid-Verbindungen entstehen. Mit dem
erlangten Wissen gelang es Fischer et al.”® die Herstellung des ersten synthetische Oligopeptids, einem
Octadecapeptid zusammengesetzt aus drei Leucin- und flinfzehn Glycin-Einheiten. Diese Erkenntnisse
katalysierten die Untersuchung und Entschliisselung zahlreicher Peptide bis hin zur Gréenordnung
von Proteinen, die durch fortschreitende Techniken auch aus Tieren®, Pflanzen-8, Bakterien®'° und
Pilzen™Y isoliert werden konnten. Die neuen Entdeckungen eréffneten ein véllig neues Forschungsfeld,
das die Entwicklung neuartiger molekularbiologischer Verfahren, sowie die Verbesserung der
Peptidaufreinigung und -analyse, vorantrieb.!? Letztendlich fiihrte dies zu einer vollstindigen
Strukturaufkldrung und Synthese des Insulins*3!, dem ersten peptidhaltigen Therapeutikum, das in den
1920er Jahren Menschen mit Diabetes verabreicht wurde. Heute gehoéren die s.g. biologischen
Praparate zu den ‘Block-Buster® auf dem Arzneimittelmarkt. Mit $40 Milliarden Jahresumsatz bilden
Wirkstoffe basierend auf Peptiden, Proteinen und Antikérpern 10 % der gesamten Einnahmen in der

Pharmazeutischen Industrie.*?

Viele vorteilhafte Eigenschaften haben den Vormarsch der Peptide in der Medizin beglinstigt.
Aufgrund ihrer durchschnittlichen Lange von 30 Aminosaure-Einheiten eignen sie sich als potenzieller
Lickenfiller zwischen den zwei bis dato allgemein verwendeten Wirkstoff-Kategorien (siehe Abb. 2):

Den kleinen Molekilen mit Molekulargewichten <500 Da und den viel GréReren ‘biologischen®
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Molekiilen typischerweise >5000 Da.[*¥ Nachteile der konventionell eingesetzten kleinen Molekiile
sind ihre geringe Selektivitdt zum zu therapierenden Zielgewebe, welche nicht selten zu
unerwiinschten Nebenreaktionen fiihrt.'>*! |m Vergleich dazu besitzen Proteine eine sehr hohe
Spezifitat, sind aber aufgrund ihrer GroRe und damit einhergehenden geringen Membranpermeabilitat
weniger wirksam.['”! Peptide sind somit eine Klasse von Molekiilen, die die Vorteile beider Kategorien
in sich vereint. Als kleinste funktionale Einheit eines Proteins bieten sie eine hohe Effizienz, Selektivitat
und Spezifitt!®® dar, haben aber im Vergleich zu ihren groRen 'Briidern’ aufgrund des geringen
Molekulargewichts ein héheres Potenzial durch Gewebe- oder Tumorzellen zu penetrieren.'®! Des
Weiteren wird das Risiko einer Immunreaktion minimiert, da diese zum einen eine geringe
Halbwertszeit?” besitzen und somit weniger im Gewebe akkumulieren, was das Risiko einer erhéhten
Toxizitat nach Metabolisierung mit sich fiihren kénnte. Zusatzlich werden Komplikationen reduziert,

da bei dem Abbau der Peptide kdrpereigene Aminosiuren entstehen.[?122

Kleine Molekiile Peptide . Biologische Molekiile |
Synthetisch hergestellte Protein-Ausschnitte mit der Aus natirlichen Quellen oder
organische Wirkstoffe Fahigkeit eine mittels rekombinante DNS-
Sekundarstruktur (a-helixoder | Technologien isolierte Hormone,

B-Faltblatt) auszubilden Antikérper etc.
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Abbildung 2: Molekulargewichtsverteilung der eingesetzten Wirkstoffmolekiile. Die bis zur Mitte des 20ten Jahrhunderts
eingesetzten Wirkstoffmolekiile wurden in zwei Klassen unterteilt. Zum einen in sehr kleine, synthetisch hergestellte
organische Wirkstoffe <500 Da (hier im Beispiel das Penicillin zur Bakterienbekdmpfung) oder in sehr grofe biologische
Molekiile >5000 Da (z.B. das Insulin; Proteinstruktur PDB ID (engl. Protein Data Bank identification code): 1054(23]). Peptide
vervollsténdigen dieses Spektrum, indem sie mit ihrer durchschnittlichen Gréfse von 500 — 5000 Da die Liicke besetzten und
indem sie die Vorteile beider Klassen in sich vereinen.

Weitere Vorteile ergeben sich aus den geringen Produktionskosten der Peptide. Traditionell wurden
therapeutische Peptide entweder aus natirlichen oder bioaktiven Proteinen aus Pflanzen, Tieren oder
Menschen, oder mithilfe von rekombinanten DNS-Technologien isoliert.?*?*! Beide Methoden sind
insbesondere zur Erzeugung von vollstiandigen Proteinsequenzen geeignet. Zur Gewinnung von den
deutlich kleineren Peptiden hat sich diese Methode als suboptimal erwiesen. Genauso wenig wie der
‘natirliche® Weg war auch der bis dato durchgefiihrte chemische Syntheseweg ungeeignet. Die

2
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nasschemische Synthese war mit sehr vielen Schritten und damit einhergehenden enormen
Materialverbrauch verbunden. Gesucht war eine Methode, die es erlaubt Peptide in der
GroRenordnung von flinf bis flinfzig Aminosdureeinheiten im groBen Malstab synthetisch
herzustellen.??”! Mit der Entwicklung der Festphasenpeptidsynthese gelang es Merrifield?® in den
1960er Jahren genau das zu realisieren (siehe Kapitel 1.1.2.1). Unter der Verwendung von festen
unléslichen Tragern konnten Peptide simpel und 6konomisch synthetisiert, am Ende des Prozesses
abgespalten und so isoliert in Losung erhalten werden. Schnell wurden diese Strategien der
Festphasenpeptidsynthese Gibernommen, die es der Forschung und er Pharmazeutischen Industrie die
Generierung unendlich vieler, unterschiedlicher Peptide erméglichte.” Eine einfach Rechnung
verdeutlicht die Anzahl an Moglichkeiten, die einem bei der Kreation neuer Peptidmotive offen stehen:
Zwanzig proteinogene Aminosauren kdonnen bei dem Aufbau eines Peptids verwendet werden
(unbeachtet der unzdhligen nicht-proteinogenen oder synthetischen Aminosduren, die ebenfalls
eingesetzt werden konnen). Mit der Annahme, dass das Peptid aus nur finf Aminosaduren aufgebaut

wird, ergeben sich 20° = 3.2 Millionen verschiedene Moglichkeiten der Anordnung.

Diese neue Technologie ermoglichte eine neue Perspektive der Synthesestrategie. Zusatzlich zu dem
geldufigen ,Top-down” Verfahren, bei der bekannte, natirlich vorkommende Peptide untersucht und
ihre funktionalen Abschnitte identifiziert wurden, kam die ,Bottom-up“ Methode zum Einsatz. Durch
letzterer haben Wissenschaftler die Moglichkeit mit dem Design der Peptidstruktur die Funktion und
damit auch die Anwendung zu beeinflussen.% Dadurch wuchs die Vielfalt an synthetisch hergestellter

Peptide und parallel dazu ihr Anwendungsspektrum.

1.1.2 Festphasen-Peptidsynthese
1.1.2.1 Der Ursprung und das allgemeine Prinzip der Festphasensynthese

Durch die vielfaltigen Anwendungen der Peptide in der Natur, hat sich ein hoher Grad an funktioneller
Diversitat entwickelt, der malRgeblich von der Struktur vorgegeben wird. Sowohl die Anordnung als
auch die Haufigkeit der zwanzig proteinogenen Aminosauren ist demnach entscheidend fiir die

Funktionalitdt des jeweiligen Peptids.2

Die Synthese solch komplizierter Strukturen war eine Herausforderung, deren sich einige Forscher des
20ten Jahrhunderts annahmen. Nachdem Hofmeister® und Curtius®? erkannten, dass die
Aminosaduren Uber Amid-Gruppen miteinander verbunden sind, gelang es Fischer et al. im Jahr 1902
das erste Mal Peptide herzustellen, zunichst das einfache Dipeptid Diglycin'¥, vier Jahre spater aber
schon ein Octadecapeptid.® Trotz dieser bemerkenswerten Leistung, gelang es Fischer nicht, ein

Peptid sequenzkontrolliert herzustellen. Ein wichtiger Fortschritt in der Peptidsynthese war die im Jahr
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1932 von Bergmann und Zervas®¥ vorgestellten orthogonal abspaltbaren Amino-Schutzgruppen. Mit
dem Aufkommen von Schutzgruppenstrategien wurde es moglich, kleine Peptidhormone zu
synthetisieren, so wie das von Vigneaud et al.®® (ber eine L&sungsphasensynthese erzeugte

Octapeptidhormon Oxytocin.

Doch erst die Einflihrung der Festphasen-basierten Peptidsynthese brachte nétige Technologie zur
Erzeugung hochmolekularer Peptidstrukturen. Im Jahr 1963 beschrieb Merrifield'?®! die erste
Festphasensynthese eines Peptids, eines Tetrapeptids. Die Festphasen-Peptidsynthese hat sich als
effiziente Technik fir die Herstellung zahlreicher Peptide erwiesen, indem eine Peptidkette
schrittweise an einen festen Trager gebunden wird (siehe Schema 1). Wahrend jeder Synthesestufe
wird die wachsende Peptidkette kovalent an die unl6sliche Matrix gebunden und kann daher nach
Abschluss jeder Reaktion durch schnelles Filtrieren und Waschen leicht von nicht umgesetzten

Reagenzien getrennt werden.

e I WY, U S I Q-
O_ Kupplung der ersten Entschiitzung der

Kupplung der zweiten
X= -NH,, -COOH Aminosgure N®-Schutzgruppe Aminoséure

—
— ™ HOOC NH,

WIlederholung von Finale Entschltzung
Kupplung und und Abspaltung des
Etschutzung Peptids
O Festphase C) Aminosaure é. Aminosiure mit terminaler (@) und Seitenketten- (Q) Schutzgruppe

Schema 1: Allgemeine schematische Darstellung der Festphasen-Peptidsynthese zur Herstellung kleiner Peptidketten durch
schrittweise Assemblierung der Aminoséuren auf einem festen Tréger.[3¢!

Die Festphasen-Peptidsynthese beginnt mit dem festen Trager, der mit einer Gruppe X funktionalisiert
ist, die entweder eine Amin- oder eine Carboxygruppe sein kann. Da die Aminosduren sequenziell in
C->N-Richtung gekuppelt werden, wird die erste Aminosadure an ihrem Carboxy-Terminus durch eine
kovalente Bindung an den Trager verankert. Die Aminosdure wird an der N-terminalen Stelle und ggf.
an der reaktiven Seitenkette mit einer Schutzgruppe blockiert. Nach der Kupplung kann dann die
terminale Schutzgruppe entfernt werden, ohne die Schutzgruppe der Seitenkette zu beeintrachtigen.
Damit ist die Peptidkette fir den nachsten Kupplungszyklus vorbereitet. Jeder Syntheseschritt,
einschlieRlich dem Entschiitzen, Waschen und Kuppeln wird fir jede Aminosdure wiederholt, bis die
gewliinschte Peptidsequenz aufgebaut ist. Um das Produkt zu erhalten, wird es schlieBlich mit einer

sauren Spaltlésung vom festen Trager abgespalten.36-37)

Mit Hilfe dieser Methode sind kleine Peptidketten leicht zu erzeugen. Bei langeren Sequenzen besteht

eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir Nebenprodukte, die durch unvollstandige Reaktionen aufgrund

4
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unzureichender Diffusion der Reaktanten, unzureichender Quellung des Harzes und Aggregation der
Peptidsequenz entstehen. Diese reichern sich wahrend des Kettenaufbaus auf dem Harz an und
verunreinigen das Endprodukt.®® Trotz dieses Problems bietet die Methode einige liberzeugende
Vorteile. Die Reaktionen werden durch die Verwendung von (berschiissigen Reaktanten zur
Vollendung getrieben. Da die einzelnen Reaktionsschritte in einem einzigen ReaktionsgefaR
durchgefiihrt werden und somit der Verlust des wiederholten Transfers von Materialien vermieden
wird, bietet es eine einfache und beschleunigte Technik. Aulerdem ermoglicht dieses Reaktionsgefal
das Entfernen und Filtrieren von nicht umgesetzten Reaktanten und vermeidet somit eine aufwendige
Isolierung und Reinigung von Zwischenprodukten, was ebenfalls groRe Verluste verhindert. Der Vorteil
der Verankerung der Peptidkette auf einem unldslichen Trager erhoht die Solvatation und vermindert

gleichzeitig Aggregationsprozesse.°!

Feste Trdger und Linker

Das erfolgreichste von Merrifield entwickelte Harz war ein Gel, das durch Suspensionspolymerisation
eines Styrol-Copolymers synthetisiert wurde, das mit 1-2 % m-Divinylbenzol vernetzt war (siehe Abb.
3a). Aufgrund seiner relativ hohen Beladungskapazitat von 0,5 - 3 mmol/g und seiner relativ geringen
Kosten, ist es eines der am haufigsten verwendeten Harze.*” Es quillt in organischen Lésungsmitteln,
z. B. Dichlormethan (DCM), auf das Sechsfache seines urspriinglichen Volumens auf. Da die
Hauptreaktionen innerhalb der Matrix ablaufen, ist das Harz-Gerist fir die diffundierenden
Reaktanten frei zugénglich.B” Der Merrifield-Typ des Trégers ist sehr hydrophob und nicht mit Wasser
kompatibel. Daher wird eine andere beliebte Serie von Harzen hergestellt, indem das Merrifield-Harz
mit 50 - 70 % Poly(ethylenglykol) (PEG) kombiniert wird. Diese so genannten TentaGel™-Harze
verbessern nachweislich die Gesamtausbeute und die Reinheit des synthetisierten Peptids,
insbesondere bei langeren Sequenzen und bei Peptiden, die zur Aggregation neigen. Ein weiterer
Vorteil ist die groBere Mobilitat aufgrund des PEG-Spacers, der den Abstand zwischen der Oberflache
des Tragers und dem gebundenen Molekil vergroRert und somit sterische Wechselwirkungen
verringert und/oder die interne Viskositat des Tragers selbst senkt. AuBerdem hat es hervorragende
Quelleigenschaften in polaren organischen Lésungsmitteln wie DMF und DCM sowie in polaren

protischen Lésungsmitteln wie Wasser, Alkohol und Tetrahydrofuran. 142
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a) o = Merrifield Polystyrol TentaGel™
Ph O FPh g

a'Q°

b) X = Chlorotrityl Rink Amid Wang

O HNH Fmoc
o0 o)

Linker

Abbildung 3: Darstellung gebrduchlicher Festphasenpeptid-Harze und Linker zum Einsatz in der Festphasenpeptidsynthese.
(a) Das Merrifield-Harz aus Polystyrol mit 1-2 % m-Divinylbenzol und das TentaGel™-Harz bestehend aus dem vernetzten
Polystyrol mit 50-70 % Poly(ethylenglycol). (b) Auswahl an spaltbaren Linkern. Die Abspaltung der Peptidketten von Wang-
und Chlorotrityl-Linker ergeben eine terminale Séure-Gruppe, wdhrend die Spaltung vom Rink Amid-Linker in einem
terminalen Amid resultiert.

Ein Linker wird als Briicke zwischen dem Harz und der wachsenden Peptidkette verwendet. Sie haben
zwei Hauptfunktionalitdten. Zum einen schiitzen sie die a-Carboxygruppe der ersten Aminosadure, zum
anderen setzen sie das Produkt unter wohldefinierten Bedingungen frei. Um das Peptid vom Trager
freizusetzen, werden saure Bedingungen, zum Beispiel mit Trifluoressigsdaure (TFA), verwendet. Je
nach Wahl des Linkers wird eine TFA-Konzentration von 30 - 95 % in DCM verwendet. Je nach
gewlinschter Peptid-Endgruppe nach der Abspaltung wird ein spezifischer Linker ausgewahlt, wie z. B.

der 2-Chlorotritylchlorid- oder Wang-Linker (Carboxygruppe) oder der Rink Amid-Linker (Amid).*

Amino-Schutzgruppen

Um eine Kontrolle der synthetisierten Peptide zu erreichen, werden Schutzgruppen benétigt. Zwei
gangige Schutzgruppen fir die N®-Aminogruppe sind 9-Fuorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) und das
tert-Butoxycarbonyl (Boc) (siehe Abb. 4). Die Boc-Gruppe wurde zuerst von Merrifield eingefiihrt. Sie
ist in Gegenwart von moderaten Sauren wie Trifluoressigsaure (TFA) labil und kann daher wahrend des
Spaltprozesses eliminiert werden. Der Nachteil ist, dass die Abspaltung von Boc zwei Schritte erfordert.
Zuerst muss die Schutzgruppe zur Abspaltung mit einer Sdure behandelt werden und anschliefend

muss der Ansatz mit einer Base neutralisiert werden.
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Abbildung 4: Drei Beispiele der gingigsten Amino-Schutzgruppen. Diese kdénnen sowohl am Terminus oder an den
Seitenketten angebracht werden.

Um diesen Prozess zu verkilrzen, wurde die Verwendung von Fmoc als temporare Schutzgruppe
untersucht. Die Abspaltung von Fmoc benétigt typischerweise nur milde basische Bedingungen mit
einem sekunddren Amin. Daher wird eine 20 - 25 %ige Losung von Piperidin in DMF verwendet, die
bereits in den ersten sechs Sekunden eine 20 %ige Spaltung ergibt. AuBerdem ist die Bedingung, die
fir die Entfernung von Fmoc verwendet wird, orthogonal zu der Bedingung, die fiir die
Peptidfreisetzung vom Trager erforderlich ist, sowie zu den Bedingungen, die fiir die Boc-Spaltung
verwendet werden. Sie erlaubt daher die Verwendung von Boc als Seitenkettenschutzgruppe./***> Ein
weiteres Beispiel flr eine Seitenketten-Schutzgruppe ist die Allyloxycarbonyl (Alloc) Schutzgruppe
(Abbildung 6). Sie ist bei trifunktionalen Aminosauren, wie z. B. Lysin, Gblich und wird aufgrund der
Orthogonalitat zu anderen Schutzgruppen haufig verwendet. Sie kann katalytisch durch Allyltransfer

mit einem Pd(0)-Komplex wie Tetrakis(triphenylphosphan)palladium(0) freigesetzt werden.!*®!

Kupplungsreagenzien

Eine weitere bedeutende Entwicklung auf dem Gebiet der Peptidsynthese sind die
Kupplungsreagenzien. lhre Aufgabe besteht in der Aktivierung der Carbonsdurereste einer
Aminosaure, der dann mit dem Aminrest der zweiten Aminosaure unter Bildung einer Amidbindung
reagiert. Es wurde (ber eine Reihe verschiedener Aktivierungsreagenzien berichtet. Eines der ersten
weit verbreiteten waren Carbodiimid-Reagenzien, wie z. B. N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC). Aber
dieses Reagenz hat einige Nachteile fiir die Festphasenreaktion, da es einige unldsliche Nebenprodukte
erzeugt, die nicht einfach zu entfernen waren. N,N™-Diisopropylcarbodiimid (DIC) umgeht diese
Einschrankung und wurde daher fiir die Festphasensynthese als geeignet befunden. Um die zusatzlich
auftretende Racemisierung zu vermeiden, wurden den Carbodiimid-Reagenzien sogenannte
Racemisierungssuppressoren wie 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) zugesetzt. HOBt sorgt dafiir, dass die
optische Integritdt des C-terminalen Aminosdurerestes wahrend der Kupplungsschritte erhalten
bleibt.*”?  Es wurden weitere in-situ-Kupplungsreagenzien entwickelt. Castro stellte das
Kopplungsreagenz Benzotriazol-1-yloxytris(dimethyl-amino)phosphoniumhexafluorophosphat (BOP)

vor. Die Bildung des Phosphoniumsalzes Hexamethylphosphorsaduretriamin (HMPA) ist die treibende
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Kraft. Dieses erwies sich jedoch als sehr giftig und musste daher durch ein weniger problematisches
Reagenz ersetzt werden. So wurde Benzotriazol-1-yloxytri(pyrrolidino)-

phosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP) entwickelt (siehe Schema 2).148!

Schema 2: Reaktionsschema der Aktivierung des Carbonséure-Restes einer Aminosédure und der Reaktion der Aminogruppe
einer zweiten Aminoséure mit Hilfe von PyBOP und DIPEA unter Bildung einer Amid-Bindung.

1.1.2.2 Festphasensynthese von Prazisions-Makromolekiilen

Der Vorteil der Festphasenpeptidsynthese besteht darin, dass nicht nur Peptidsequenzen hergestellt
werden kénnen. So wurde bereits der sequenzieller Aufbau u.A. von Oligonukleotiden®! und

Oligosacchariden®>! mit dieser Methode beschrieben.

Weiterhin ist die Synthese kurzkettiger Polymere moglich. Mithilfe des von Hartmann et al.5%
entwickelten Verfahrens konnten eine Reihe monodisperser, sequenzdefinierter Oligo(amidoamine)
hergestellt werden. Der Unterschied zu der konventionellen Methode ist, dass keine Aminosauren,
sondern, inspiriert von der klassischen Polymersynthese, eigens konstruierte Monomere eingesetzt
werden, die ebenfalls mit den fir die Kupplung erforderlichen funktionellen Einheiten (Carboxy- und
Amino-Gruppe) ausgestattet wurden. Demnach ermdoglicht die als Festphasenpolymersynthese
bezeichneten Methode eine sequenzielle Kupplung dieser s.g. Bausteine an eine feste Phase. In ihrer
Funktion als Peptidmimetika, sind die erlangten Prazisionsmakromolekiile aufgrund ihres groRen
Potenzials fiir biomedizinische Anwendungen aufgefallen. Erste Studien deuten darauf hin, dass sie
biokompatibel sind, eine geringe Zyto- und Hamotoxizitdit aufweisen und eine inhédrente

Immunogenitét verhindern. 6566l
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In der Arbeitsgruppe von Hartmann wurde bereits eine Reihe unterschiedlicher Bausteine
synthetisiert.52°1 Damit sie erfolgreich in der Festphasensynthese eingesetzt werden kénnen, miissen
sie einige Anforderungen erfiillen: (i) Die Kupplung der Bausteine sollte nach dem Standard-Fmoc-
Protokoll ablaufen; (ii) da pro Kupplungsschritt ein enormer Uberschuss eingesetzt werden muss,
sollten bevorzugt kostengiinstige Reagenzien fiir die Bausteinsynthese verwendet werden und (iii) die
Bausteine sollen im grofen MaRstab herstellbar sein. Die Funktion der entwickelten Bausteine kann
dabeiin zwei Bereiche unterteilt werden. Zum einen werden sie als funktionelle oder als Spacer-Einheit
eingesetzt. Die funktionellen Bausteine tragen eine Funktionalitdt an der Seitenkette, die die
Anbringung einer weiteren Struktur, z.B. eines Zuckers oder einer Peptidkette ermdglicht. Als Beispiel
dient hier der Baustein TDSP?, der als funktionelle Einheit ein Alkin trigt, welches bspw. die Kupplung
einer Azid-haltigen Verbindung Gber die Kupfer(l)-katalysierte Alkin-Azid-Zyklokonjugations-
Reaktion®”! ermdglicht. Der Spacer-Baustein wiederrum dient dazu, die Abstinde zwischen den
funktionalen Einheiten zu regulieren. Mit einer Diethylenglykol-Einheit ausgestattet, tragt der EDS-

Baustein®? flexible und hydrophile Eigenschaften.

TDS EDS

A
= O FTmmmT S
| o' \\f 1 O H 0O
1 /\I 1 O
Q‘r(\)L‘N/\’N\/\NHg IHOJ\/\H"N\/\O/\’O\/\‘NJLO
o) ;H { O,I H O

Carboxy-Gruppe

Schema 3: Zwei Beispiele von Hartmann et al. synthetisierten Bausteine fiir die Festphasen-Polymersynthese. Der TDS-
Baustein fungiert aufgrund der Alkin-Bindung als funktioneller Baustein, wéhrend das EDS durch die Diethylenglykol-Einheit
als hydrophiler Spacer-Baustein eingesetzt wird.

Durch den Einsatz der Bausteine ist die Festphasenpeptidsynthese eine geeignete Methode fiir die
Synthese von Prazisionsmakromolekiilen, bei der das Strukturmotiv beliebig verandert werden kann.
Das Verfahren ermdoglicht eine Variation in der Architektur, dem Molekulargewicht, der Anbindung
weiterer biologisch aktiver Liganden, der Anzahl sowie den Abstand zwischen den funktionellen

Einheiten. 8

1.1.3 Die Vielfalt der Peptidstrukturen und ihre Anwendungen

In dem letzten Jahrhundert - seit der Entwicklung des ersten synthetischen Peptids — flihrten intensive

Forschungen an Proteinen zu einem gréReren Verstandnis fir die Beziehung von Struktur und Funktion

9
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einzelner Peptidabschnitte auf die Gesamtfunktion des Proteins. Abhdngig von der angestrebten
Anwendung, konnten diese Erkenntnisse genutzt werden, indem kleine Peptide synthetisiert wurden,
die die Funktion der Proteinabschnitte imitieren. Auf diese Weise wuchs die Anzahl der de novo
synthetisierten Peptide und die ihrer Eigenschaften.®®’? So wurden u.A. Peptide mit anti-
mikrobiellen”, klebenden!, leitfahigen!”® oder fluoreszierenden!’® Fihigkeiten entwickelt. Zu den
prominentesten Eigenschaften aber gehort die Organisation einzelner Peptidmolekile zu einer héher
geordneten supramolekularen Struktur, die normalerweise als "Selbstorganisation" (engl. self-
assembly) bezeichnet wird.””! Die Selbstassemblierung wird durch schwache physikalische, nicht
kovalente Wechselwirkungen zwischen Molekiilen vermittelt.’®7?! Die Anhiufung dieser schwachen
Wechselwirkungen fihrt zu einer stabilen, geordneten, supramolekularen Struktur, wie sie bei der
Proteinfaltung beobachtet werden kann.’® Inspiriert von dem natiirlichen Prozess kénnen durch ein
zielgerichtetes Design von Peptiden dreidimensionale Gerliste gebildet werden, die fiir verschiedene
Anwendungen eingesetzt werden, z.B. fiir die Verabreichung von Arzneimitteln®, im Tissue

Engineering’®?, fiir Biosensoren®® und Oberflichenbeschichtungen!®.

1.1.3.1 Selbstassemblierung von Peptiden

Molekulare Selbstorganisation ist die spontane Bildung von geordneten Strukturen. Diese Prozesse
finden unter thermodynamischen und kinetischen Bedingungen statt, die eine Folge von spezifischen
und lokalen molekularen Wechselwirkungen sind. Sie sorgen dafiir, dass Molekdile in einem stabilen
Zustand mit niedriger Energie gehalten werden. Um dieses Energieminima zu erreichen, kommt es
unter Bildung hierarchischer Strukturen zur Selbstassoziation.®®! Diese Strukturen und ihre
mechanischen Eigenschaften werden von mehreren Faktoren beeinflusst: (i) die Anordnung der
Aminosauren (die Primarstruktur), (ii) die Lange der Peptidsequenz und (iii) die Art der Aminosaure im
Hinblick auf Seitenkettengruppen. Diese gibt einen Einblick auf den Grad des Ladungszustandes oder

die Hydrophobie eines Peptids. !5

Auf Basis dieser Faktoren finden nicht-kovalente, intra- und intermolekulare Wechselwirkungen statt,
die Selbstassemblierung der Peptide vorantreiben (siehe Abb. 5).® Die folgenden Wechselwirkungen

kénnen die Selbstassoziation antreiben:

10
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Abbildung 5: Mdgliche Selbstassemblierung von Peptiden. Peptide kénnen sich durch nicht-kovalente, intra- und
intermolekulare  Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophobe, elektrostatische und mn-n-
Wechselwirkungen, zu Sekunddrstrukturen (a-Helix und B-Faltblatt) zusammensetzen, die weiter zu gréf3eren Strukturen
aggregieren.

Wasserstoffbriickenbindungen. Dies ist eine wichtige treibende Kraft fir die Herstellung von
Peptidarchitekturen, insbesondere bei der Stabilisierung der Sekundarstruktur des Peptids, seiner
Faltung und der nachfolgenden Wechselwirkungen. Wahrend Wasserstoffbriicken hauptséachlich
zwischen den Peptidriickgraten gebildet werden, tragen die Seitenketten einiger Aminosauren
Hydroxyl-, Carboxyl-, Amin-, Amid- und Imidazolgruppen, die ebenfalls an den
Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sein kénnen.’®”! Da einige dieser polaren Gruppen in einer pH-
abhingigen Weise dissoziieren kénnen, kann die Assemblierung durch Anderung des pH-Werts der
Losung manuell gesteuert werden. Zusatzlich kann die Zugabe von lonen auch die Anzahl der freien
Wassermolekiile um jedes Peptidmolekil reduzieren, was vermutlich zu einer Schwachung der
Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Peptiden und den Wassermolekilen fiihrt. Des Weiteren
konnen erhohte Temperatur und Ultraschallbehandlung intermolekulare Wasserstoffbindungen

brechen, was die potenziellen hydrophoben Effekte verstiarken kann. (&0

Elektrostatische Wechselwirkungen. Die Wechselwirkung zwischen Ladungen ist eine weitere
bekannte Art der nicht-kovalenten Interaktionen. In Lésung kénnen Coulombsche Anziehungskrafte
zwischen entgegengesetzten Ladungen zur Bildung von lonenpaaren fiihren. Die Stdrke einer

lonenbindung ist abhdngig vom Losungsmittel und der Anwesenheit von mobilen lonen.

11
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lonenbindungen sind im Allgemeinen starker und von groRerer Reichweite als
Wasserstoffbriickenbindungen, obwohl ionische Wechselwirkungen bei grofen Entfernungen
schwacher sein kénnen als Wasserstoffbrickenbindungen bei viel kleineren Entfernungen. Im
Gegensatz zur Rolle von Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophoben Wechselwirkungen, bieten

elektrostatische Wechselwirkungen oft strukturelle Spezifitit fir geladene Peptide. [°*-92

-t Wechselwirkungen. Die m-m-Interaktionen kann die Selbstassemblierung von aromatischen
Aminosduren wie Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan antreiben. Aufgrund der begrenzten

Léslichkeit der Molekiile mit den aromatischen Gruppen ist die Interaktion in Wasser oft sehr stabil.[°*!

Hydrophobe Wechselwirkungen. Hydrophobie als physikochemische Eigenschaft wird haufig zur
Charakterisierung von Sekundarstrukturen von Proteinen verwendet. Schon friih wurde festgestellt,
dass diese Eigenschaft von Aminosduren die initialen Wechselwirkungen wahrend der Proteinfaltung
dominiert.®™ Die Hydrophobie von Proteinen ist hauptsichlich auf die Seitenketten der
Aminosaurereste zurickzufihren. Realisiert wird dies durch die Prasentation von Aryl- und
Alkylgruppen, wie sie bspw. in Aminosauren wie Isoleucin, Leucin, Phenylalanin und Valin zu finden
sind. Diese bilden unter anderem einen wichtigen Bestandteil in amphiphilen Systemen, z.B. bei
peptidhaltigen Tensiden. In Wasser gelést, neigen amphiphile Molekile mit zunehmender
Konzentration zu aggregieren, indem die hydrophoben Teile dieser Molekiile den Kontakt zum Wasser
minimieren, wahrend die hydrophilen Teile dem Wasser ausgesetzt bleiben. Solche hydrophoben
Wechselwirkungen werden eher durch eine glinstige entropische Wechselwirkungen als durch eine

glinstige Enthalpie stabilisiert. [*°

Anstatt eine einzige Art von Wechselwirkung zu verwenden, ist die Kombination verschiedener Arten
von Wechselwirkungen einer der effizientesten Ansatze, um eine stabile Selbstorganisation fiir die
Herstellung dreidimensionaler Strukturen zu erreichen.®® Diese erfolgt zunichst Uber eine
Zwischenstufe, bei der ausgehend von der Primarstruktur und eben genannter Wechselwirkungen die

Selbstassemblierung der einzelnen Molekiile zu sekundédren Konformationen erfolgt.

Zu den haufigsten Sekundarstrukturen zahlen a-Helix und B-Faltblatt. Die a-Helix ist ein gangiges
Element in der Protein Sekundarstruktur. Sie bilden eine Helix, indem die Aminosdure-Seitenketten
von der zentralen Windung wegzeigen. Eine a-Helix hat 3.6 Reste pro Windung, d.h. Seitenketten, die
drei oder vier Reste voneinander entfernt sind, sind im Raum miteinander verbunden. So werden a-
Helices durch die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff einer
Aminosdaure und dem Amid-Proton einer anderen Aminosdure vier Reste weiter entlang der
Peptidkette stabilisiert. Zwei oder mehr a-Helices konnen sich zu Coiled Coils zusammensetzen. Sie

wickeln sich umeinander und bilden eine s.g. Supercoil. Obwohl Dimere, Trimere und Tetramere die
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haufigsten Strukturen sind, kénnen auch gréRere Coiled Coils mit bis zu sieben Helices entworfen

werden.7-%8l

B-Strdange sind ein weiteres gangiges Sekundarstrukturelement. Bei den meisten gestalteten B-
Strangen hat die Primarstruktur ein alternierendes Muster aus hydrophoben (z.B. Leucin oder
Isoleucin) und polaren Aminosauren (z.B. Lysin oder Asparaginsaure). Dies flhrt zu einer ausgedehnten
Struktur, bei der die Aminosaure-Seitenketten zwischen den beiden Seiten des Strangs abwechseln
und sich in einem Winkel von ca. 90 Grad von der Seite des Strangs in den Raum erstrecken.?%! B-
Faltblatter werden gebildet, wenn sich mehrere B-Strange selbst assemblieren und durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Strangen stabilisiert werden. Dies fiihrt zur Bildung von
ausgedehnten amphipathischen Faltblattern, bei denen hydrophobe Seitenketten in eine Richtung und
polare Seitenketten in die andere Richtung zeigen. Wie Coiled Coils kénnen B-Faltblatter parallele,
antiparallele oder gemischte Anordnungen der einzelnen Strange haben, wobei die meisten

natiirlichen Faltblatter in Proteinen eher antiparallel sind. [

Der Zusammenschluss aus mehreren Sekundarstrukturelementen ermdglicht die Generierung von
nanoskalierbaren Konstrukten unterschiedlicher Morphologie. Diese koénnen, wie im Fall von
Nanopartikeln oder Nanovesikel, als eigenstdndige Gebilde, oder durch Vernetzung von Nanofasern

oder Nanoroéhren, als makroskopische dreidimensionale Strukturen eingesetzt werden.

1.1.3.2. Anwendungen von selbstassemblierten Peptiden

Versuche mit ultrakurzen Peptidsegmenten zeigen, dass bereits zwei Aminosduren zur Entwicklung
neuartige Materialen fiir den medizinischen Gebrauch gentigen. Eines der meist untersuchten
Dipeptide ist das Diphenylalanin (FF), das als das entscheidende Aggregationsmotiv an den Positionen
19. und 20. der Alzheimer-Amyolid-Polypeptide ABs und AP identifiziert wurde.’®) Weiterhin
berichtete Gazit et al!’® (iber die Selbstorganisation eines Derivats von FF, dem mit einer
aromatischen Schutzgruppe erweiterten Fluorenylmethyloxycarbonyl-Diphenylalanin (Fmoc-FF).
Mittels Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Aminosdauren und mittels m-m-Interaktionen,
einerseits durch die aromatischen Reste der Aminosduren und andererseits durch die der
Schutzgruppe, konnte Fmoc-FF sich zu Nanofasern organisieren, die unter physiologischem pH-Wert
ein Hydrogel bildeten (siehe Abb. 6). Weitere Studien unterstrichen die strukturelle Vielseitigkeit
dieses Motivs, indem sie zeigten, dass das FF-Homodipeptid trotz seiner molekularen Einfachheit in
der Lage ist, komplexere supramolekulare Architekturen zu bilden. Nanoréhren, Nanodrahte,

Nanofibrillen, spharische Vesikel und Organogele sind nur einige Konstrukte, die mit FF-
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Selbstorganisation gestaltet werden kénnen. Eine Basis, die die Entwicklung neuer Materialien flr

verschieden Anwendungen in der Nanomedizin erméglicht. (103!
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Abbildung 6: Selbstassemblierung von Fmoc-FF. (a) Chemische Struktur von Fmoc-FF (links). Das umgedrehte Glasgefdf3
(rechts) zeigt das durch Selbstassemblierungsprozesse erhaltene transparente Hydrogel. (b) Cryo-SEM-Bilder von der Hydrogel
Struktur. Sie zeigen die Entwicklung von Nanofasern (Mafstabsbalken = 500 nm). (c) Strukturmodell von Fmoc-FF zeigt die
Anordnung von Fmoc-FF-Peptide in einem antiparallelen 8-Faltblattmuster. In dieser Darstellung sind die Fmoc-Gruppen in
orange und die Phenylalanin-Seitenketten in violett dargestellt. (Abbildung arrangiert aus Graphiken aus Ref. [104])

Das Portfolio von selbstassemblierten Peptiden wird stindig erweitert und Fmoc-FF ist nur ein Beispiel
aus vielen. Bis dato wurde eine breite Palette an Peptidstrukturen fir Anwendungen in
unterschiedlichen Bereichen entwickelt. Einige von ihnen werden im Folgenden hervorgehoben. Der

Ubersicht wegen liegt der Fokus auf Peptiden, die bevorzugt B-Faltblatt Strukturen einnehmen.

1.1.3.2.1 Wirkstofftransport

Viele Krankheiten wie Tumore und Arthritis treten in einem relativ lokalisierten Bereich des Kérpers
auf. Sie kénnen entweder durch die direkte Verabreichung von Medikamenten in die krankhaften
Bereiche oder durch die systematische Verabreichung des Medikaments behandelt werden.!*%! Um
die Wirksamkeit zu verbessern und die Nebenwirkungen von Medikamenten zu reduzieren und/oder
den Aufwand fiir die Verabreichung zu verringern, werden Systeme fir die kontrollierte Freisetzung
von Medikamenten entwickelt, s.g. Drug-Delivery-Systeme.!*%! Dabei sollte der ideale Wirkstofftrager
folgende Eigenschaften besitzen: (i) gute Biokompatibilitat, (ii) Ausrichtung auf das Zielgewebe, (iii)
spezifische Freisetzung von Medikamenten in den Zielzellen und (iv) lange Zirkulationszeit im

Korper,[107-108]

Peptide sind aufgrund der genannten Vorteile, wie ihrer Biokompatibilitat,
Funktionalitdt und Spezifitdt"®, zu einem der wichtigsten Bausteine fiir die Konstruktion von
intelligenten Wirkstofftransport-Systemen geworden.® Zudem besitzen sie reaktive Endgruppen
(Amino- (-NH;) und Carboxy- (-COOH) Gruppen), welche die Konjugation von Medikamenten oder
Tragern mit Peptiden erméglicht.''% Die Verbesserung der Medikamenteneffizienz ist das wesentliche
Ziel von Drug-Delivery-Systemen. Um dieses Ziel zu erreichen, ist die Konjugation von Medikamenten

mit funktionellen Peptiden eine der wichtigen Strategien. Durch die Kupplung ausgewahlter Peptide,

kénnen die schwerwiegenden Nachteile von Medikamenten ausgebessert werden. Dazu gehdrt die
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Erhéhung der Loslichkeit, die Verlangerung der Halbwertszeit im Koérper und der Erhéhung der
Spezifitdt von Arzneimitteln an ihr Zielgewebe.'** Durch einen gezielten Aufbau der Grundstruktur
konnten zahlreiche funktionelle Peptide mit einzigartigen Eigenschaften entwickelt werden, wie z. B.
Targeting,’®™ Enzym- oder pH-Empfindlichkeit,!*'?! Zellmembranpenetration!***! und therapeutische

Wirkungen. 14

Peptidmolekiile, die zur Selbstorganisation in geordnete supramolekulare Strukturen fahig sind, sind
ideale Bausteine fur den Einsatz im Wirkstofftransport. Durch den Aufbau dreidimensionaler
Strukturen sind sie in der Lage, funktionelle Molekiile in ihre Gerlste einzubauen. Eine
vielversprechender Lésungsansatz sind die Verwendung von peptidbasierten Hydrogelen.'*!
Hydrogele sind dreidimensional vernetzte Strukturen gebildet aus chemisch oder physikalisch
vernetzten polymeren Molekiilen, die in der Lage sind, groBe Mengen an Wasser aufzunehmen.
Dadurch kénnen die Hydrogel-Netzwerke in wassrigen Medien stark quellen. Da Wasser der grofSte
Bestandteil des menschlichen Korpers ist, wird einem Hydrogel, das groBe Mengen an Wasser
aufnehmen kann, ein groRes Potenzial bei der Anwendung fiir biomedizinische Zwecke zugesprochen.
Die Entwicklung peptidbasierter Hydrogele stellt eine gute Losung fir die Herstellung eines effizienten
Medikamentenabgabesystems dar. Um Medikamente zu verabreichen, kann die pordse Struktur von
Hydrogelen eine Matrix fir die Medikamentenbeladung bieten und gleichzeitig die Medikamente vor
der feindlichen Umgebung schitzen. AulRerdem kann diese Porositdat durch Variation der
Vernetzungsdichte der Gelmatrix gesteuert werden. Die Freisetzungsrate, ein weiterer wichtiger
Parameter fur Wirkstofftrager, hangt hauptsachlich vom Diffusionskoeffizienten dieses Molekiils durch
das Gel-Netzwerk ab und kann ebenfalls entsprechend den spezifischen Anforderungen eingestellt
werden.!'® Entscheidend fiir das Design von Peptid Hydrogelen ist auRerdem die Eigenschaft von
einem flissigen in einen feststoffahnlichen Zustand zu wechseln, auch bekannt als Sol-Gel-Ubergang,
welcher durch Anderung der lonenstirke, der Temperatur oder des pH-Werts des Mediums ausgeldst

werden kann.[t7]

Dahingehend wurde eine Vielzahl von peptidbasierten Hydrogelen synthetisiert. Ein klassisches
Beispiel ist das von Pochan und Schneider™® entwickelte Peptid MAX8 (siehe Abb. 7a). Das 20-
glierdrige Peptid MAX8 besteht aus zwei Hauptketten aus alternierend eingebautem Lysin und Valin,
die die viergliedrige Sequenz V°PPT umgeben. Das Peptid hat die Fihigkeit bei Anderung des pH-
Wertes, Temperatur und Salzkonzentrationen eine B-Haarnadel Struktur zu entwickeln und durch
Selbstassemblierung mechanisch starre, viskoelastische Gele zu bilden. MAXS8 ist ein exzellenter
Kandidat fiir die Entwicklung als multifunktionales Vehikel fiir die therapeutische Wirkstoffabgabe.***!
Beispielsweise wurden hydrophobe Wirkstoffe wie Curcumin beladen und Uber einen Zeitraum von
zwei Wochen freigesetzt, ohne die Wirkstoffaktivitdt oder die Steifigkeit des Hydrogels zu
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beeintrachtigen.®??  Zusitzlich wurden Studien veréffentlicht bei denen die Einkapselung und
Freisetzung von neutralen und positiv geladenen Peptiden!*?), sowie von verschiedenen

Wachstumsfaktoren**! durch das MAX8 erfolgreich demonstriert wurde.
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Abbildung 7: Beispiele fiir peptidbasierte Strukturen zur Anwendung im Wirkstofftransport. (a) Chemische Struktur des Peptids
MAXS, das sich iiber Selbstorganisation zu einem Makrogel anordnet.[122] (b) Beispiel fiir ein Nanogel: Chemische Struktur des
kombinatorischen Peptid-Wirkstoff-Préparats Fmoc-GFLGG-Dox, das zur Bekdmpfung von Krebs eingesetzt werden kann.223]

MAX8 ist ein Beispiel fiir Makrogele, die zur Verabreichung von Wirkstoffen kreiert wurde. Eine weitere
Methode ist die Generierung von nanoskalierbaren Hydrogelen. Hydrogel-Nanopartikel, auch
Nanogele genannt, scheinen fiir diesen Zweck besonders attraktiv zu sein. Sie vereinen die Vorteile
von traditionellen Hydrogele und nanoskaligen Partikeln, bspw. Liposome!*?! oder Mizellen*?,
Nanogele sind Aggregate im Submikronbereich, die aufgrund ihrer physikalisch kolloidalen Form tber
eine Injektion verabreicht werden konnen. Zusatzlich bietet die groBe Oberflache einen Zugang fiir
multivalente Biokonjugation, wahrend das innere Netzwerk als Reservoir fir die zusatzliche
Inkorporation von Biomolekiilen dienen kann. Dartiber hinaus fiihrt die geringe GroRe dieser
Formulierungen im Allgemeinen zu einer einfachen Ausscheidung (ber die Nieren, einer erhéhten
Penetration durch das Zielgewebe und einer guten Stabilitdt fir eine langere Zirkulation im

Blutkreislauf.[120!

Beispielhaft ist das von Lyu et al.'?® entwickelte krebsbekdmpfendes Nanogel, bei dem das
Chemotherapeutikum Doxorubicin (Dox) Gber eine sdureempfindliche Hydrazin-Bindung an die kurze
Peptidsequenz Fmoc-GFLGG konjugiert wird (siehe Abb. 7b). Mit dem erhaltenen Peptid-Dox-Praparat
mochten sie der Multiresistenz gegeniiber Krebsmedikamenten entgegenwirken. Beim Eintritt in die
Krebszelle, dessen Milieu einen leicht sauren pH-Wert aufweist, wird das Therapeutikum abgespalten
und gelangt so in den Zellkern der Krebszelle. Dieses selbstassemblierte Nanogel zeigte eine

verbesserte zellulare Akkumulation des Wirkstoffs und kontrollierte Wirkstofffreisetzung. Zudem, im
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Vergleich zu freien Dox-Molekilen hatten die Nanogele eine 6,8-fach erhdhte Anti-Multiresistenz-

Wirkung auf Dox-resistente Krebszellen.

1.1.3.2.2 Tissue Engineering

Der Verlust von Gewebe oder das Versagen von Organen, verursacht durch Verletzungen oder andere
Arten von Schaden, ist eines der verheerendsten und kostspieligsten Probleme im menschlichen
Gesundheitswesen.[*?”! Die derzeit verfiigharen Therapien fiir Gewebe-/Organverluste, zu denen
Medikamente, synthetischer Materialersatz und Organ-/Gewebetransplantation gehéren, weisen alle
erhebliche Einschrankungen auf und sind nicht in der Lage, den Tod oder die schlechte Lebensqualitat
von vielen Patienten zu verhindern.[*?®! Durch das Auftreten vielfiltiger Komplikationen, wie der
AbstolRung des fremden Gewebes oder der geringen Lebensdauer des gespendeten Organs, kann sich
die Organtransplantation zu einem groRen Risiko fiir den Gespendeten entwickeln. Zu den
Hauptkomplikationen bei der Verwendung nicht-biologischer Materialien gehoren Infektionen,
mangelnde Biokompatibilitit und begrenzte Haltbarkeit des Materials.[*?”! Diese Einschrdnkungen
haben zur Entstehung eines neuen Forschungsgebiets gefiihrt, das als Tissue Engineering oder

regenerative Medizin bezeichnet wird.

Als Tissue Engineering bezeichnet man "ein interdisziplindres Gebiet, das die Prinzipien der Ingenieur-
und Lebenswissenschaften auf die Entwicklung biologischer Ersatzstoffe anwendet, die die
Gewebefunktion wiederherstellen, erhalten oder verbessern".'??! Einfacher formuliert umfasst Tissue
Engineering die Verwendung von ex vivo kultivierter gewebe- oder organspezifischer Zellen und der
Einsatz dieser im krankhafte Gewebe des Patienten. Dieser Ansatz ist aufgrund des Verhaltens von
Geweben und Zellen vielversprechend: Isolierte Zellen neigen dazu, unter glinstigen Bedingungen in
vitro die entsprechenden Gewebestrukturen zu bilden. Dabei bendétigen sie eine Vorlage, um ihre
Anordnung in die gewlinschte Zielarchitektur zu lenken, eine s.g. Extrazelluldare Matrix. Ein geeigneter
Ansatz zur Herstellung lebender Strukturen ist daher die Verwendung natirlicher, bioabbaubarer
Materialien. 3% Diese erfiillen idealerweise folgende Kriterien: (i) Sie bestehen aus Grundeinheiten,
die sich leicht entwerfen und modifizieren lassen; (ii) die Materialien lassen sich unter biologischen
Bedingungen kontrolliert abbauen; (iii) sie verhalten sich nicht toxisch; (iv) sie besitzen Eigenschaften,
die spezifisch Zell-Material-Interaktionen fordern oder hemmen; (v) die Stoffe lassen sich einfach und
skalierbar herstellen, aufbereiten und verarbeiten und (vi) sie besitzen eine chemische Kompatibilitat
mit  wissrigen  Ldésungen und  physiologischen  Bedingungen.®?  Selbst-assemblierende
Peptidhydrogele, die die extrazellulare Matrix von Zellen nachahmen, sind vielversprechende
Materialien fir Tissue Engineering und 3D-Zellkultur. In Hydrogelen kultivierte Zellen wird ein

Wachstum in allen Richtungen, eine vielfaltige Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, sowie einen
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normalen Zellzyklus inklusive Protein- und Genexpression ermoglicht, vergleichbar mit den
Bedingungen in vivo.[*3!

Eines der ersten fiir diese Anwendung eingesetzten Peptide wurde von Zhang et al. 19930132

entwickelt. Basierend auf den Untersuchungen des Hefeproteins Zuotin entdeckte die Gruppe das
Peptid EAK16 (Ac-(AEAEAKAK),-NH;) und gleichzeitig die Eigenschaft der Peptide zur
Selbstassemblierung. Zhang leitete damit die Geburtsstunde der selbstorganisierten Peptide und ihrer
Anwendungen ein. In Pufferlosung assemblieren die Peptide spontan zu gut geordneten Nanofasern
und dann weiter zu Nanofasergerist-Hydrogelen, die stabil gegenliber starken Temperatur- und pH-
Schwankungen und chemischen Denaturierungssalzen wie Guanidinhydrochlorid,
Natriumdodecylsulfat und Harnstoff sind. Zhang erkannte schnell das Potenzial von EAK16 und
verwendete die Hydrogele fir Zellanhaftung und -wachstum. Es wurde festgestellt, dass das Hydrogel
die Anhaftung verschiedener Zelltypen unterstiitzt und dariiber hinaus differenzierte Morphologien

und Funktionen von Zellen beibehalten werden konnten.!*33!

Weiterhin von grolRem Interesse fiir die Synthese von biotechnologisch angewendeten Hydrogelen ist
das Design und die Synthese von Peptiden mit niedrigem Molekulargewicht, den s.g. low moleculer
weight gelators (LMWGs).['3*13¢ Sje haben typischerweise ein Molekulargewicht von <1000 Da und
sind dementsprechend einfach und kostenglinstig herzustellen, besitzen zudem aufgrund ihrer GroR3e
eine geringe Akkumulation im Gewebe und lassen sich effektiv iber die Nieren ausscheiden.!*3”) Eine
betrachtliche Anzahl von Peptiden wie Di-, Tri-, Tetra-, Penta- und Oligopeptide wurden
synthetisiert.[3813% Dabeij spielen hydrophobe Gruppen eine entscheidende Rolle, um eine gerichtete
Anordnung der Molekiile zu gewahrleisten.® Wie bereits am Beispiel von Fmoc-FF dargestellt ist
dabei sowohl die Wahl hydrophober Aminosduren!*®l oder aromatischer Schutzgruppen(*#-142 gm
Ende der Peptidkette zielflihrend. Aber auch Aminosauren mit aliphatischen Seitengruppen sind in der
Lage erfolgreich supramolekulare Gebilde zu induzierten. Hauser et al.l’*¥ berichteten iber die
Selbstorganisation von kleinen aliphatischen Peptiden mit einer Ladnge von 3-6 Aminosduren zu einem
Hydrogel. Diese entworfenen Peptide bestanden aus einem hydrophilen Kopf mit geladenen nicht-
aromatischen Aminosduren am C-Terminus, gefolgt von einem Schwanz aus aliphatischen

Aminosaureketten an ihrem N-Terminus.

Tissue Engineering umfasst einen sehr breiten Bereich. Dahingehend wurden selbstassemblierte
Peptide fir multiple Anwendungen konzipiert. Antimikrobielle Peptide, bspw. zur Wundbehandlung,
gewinnen wachsendes Interesse, ausgelost durch eine Steigende Antibiotika-Resistenz und einer
erhéhten Sterblichkeit von Patienten durch Krankenhauskeime.[*** Aufgrund ihres einzigartigen

Wirkmechanismus kénnen antimikrobielle Peptid-Hydrogele auf verletzte Bereiche mittels Verbénde,
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Implantatbeschichtungen und/oder Cremes aufgetragen werden.! Darauf basierend wurden
Peptide konzipiert, die auf jeglichen Oberflachen aufgetragen werden kénnen und so als Pravention
gegen Pathogenbefall oder auch Biofouling eingesetzt werden kénnen.!**®! Dariiber hinaus finden
Peptidhydrogele Anwendung im Bioimaging™*”), in 3D-Biodruck-Verfahren!**®! und in vielen weiteren.

Diese werden hier nicht weiter erlautert.

In den letzten Jahren haben Forscher verschiedene Peptide und peptidbasierte, biokompatible und
biologisch abbaubare Molekile mit komplexen biologischen Funktionen entworfen und synthetisiert.
Die molekulare Selbstassemblierung von Peptiden und peptidbasierten Materialien bietet einen
therapeutischen Ansatz fiir die Konstruktion funktioneller Biomaterialien. Selbstorganisierte
Strukturen wachsen durch nicht-kovalente Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen
oder hydrophoben Wechselwirkungen, zu Ubergeordneten Nanostrukturen unterschiedlicher
Architekturen. Diese haben abhadngig von ihrer Morphologie verschiedene Anwendungen u.A. im
Bereich des Wirkstofftransports, Wirkstoffabgabe, Zellkultur, Wundheilung, Bioimaging und 3D-

Bioprinting.

1.1.3.3 Enzymresponsive Peptide

Umgebungsabhingige biotechnologische Materialien, die als Reaktion auf einen oder mehrere
Umgebungsreize physikalisch-chemische Verdanderungen erfahren, gelten zu Recht als die
yintelligenten” Materialien der nachsten Generation. lhre Fahigkeit auf biologische Umgebungen und
Prozesse zu reagieren oder diese zu imitieren, stattet die Strukturen mit einer Kombination aus
Spezifitdt und Biokompatibilitit aus.[**” Diese Fihigkeit kdnnte entscheidend sein, um verschiedene
Fortschritte in der Biomedizin zu erzielen, einschlieflich der Geweberegeneration und der

kontrollierten Verabreichung biologischer Therapeutika.>%

Neben pH-abhingigem Materialverhalten!*®*2 gehéren biologischer Abbau zu den héaufigsten
genutzten Systemen fiir biotechnologische Anwendungen.*>3! Bevorzugt eingesetzt waren Polymere,
die durch Hydrolyse abgebaut werden, wie z. B. Poly(caprolacton)®* oder Poly(milchsdure)™>?.
Aufgrund lokalisierter Vorkommen unterschiedlicher Enzyme im Koérper sowie der Spezifitat des
enzymatischen Angriffs werden Systeme, die einem Enzym-katalysierten Abbau unterliegen, immer
attraktiver. Durch ihr natlrliches Vorkommen und der damit einhergehenden Erkennbarkeit durch die
kérpereigenen Enzyme, eignen sich Peptide insbesondere, um einen gezielten enzymatischen Abbau

von Biomaterialien zu erreichen.?

Angestrebt werden eine gezielte Anwendung in der Medikamentenverabreichung, bei der es darum

geht, ein therapeutisches Mittel ausschliefRlich an die Stelle im Kérper zu bringen, an der es benétigt
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wird.[**®! Beispielsweise kann ein krebsspezifisches Enzym, das von Tumorzellen produziert wird, die
Freisetzung eines therapeutischen Mittels auslésen, um die Metastasierung zu verhindern oder zu
reduzieren (gezielte Chemotherapie).*®” So wurden Systeme entwickelt, bei denen ein
therapeutischer Wirkstoff iiber einen enzymatisch-spaltbaren Linker kovalent an ein Polymer*>® oder
einen Hydrogelator*>! gebunden wurde, wobei die kovalente Freisetzung durch eine selektive
enzymatische Hydrolysereaktion erfolgt (siehe Abb. 8a). Ein neuer Ansatz besteht darin,
Wirkstoffmolekiile physikalisch einzuschlieSen und sie freizusetzen, wenn ein Enzym supramolekulare
Strukturen in dem Gel auflésen (siehe Abb. 8b). Die letztere Methode hat den Vorteil, dass sie keine
kovalente Modifikation der Wirkstoffmolekiile erfordert und die Freisetzung nicht mehr direkt von der

Enzymkinetik abhangt. (6]

a) Drug Delivery Vehikel

b) Hydrogel

f R

3 L
£ar (E

Polymerkette  ~AMAAAAN Enzymatisch-spaltbarer Linker .. Wirkstoff . Enzym '

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Anwendung enzymatisch spaltbarer Einheiten zur Medikamentenverabreichung.
Denkbar sind zwei Vorgehensweisen: (a) Beispielhafte Darstellung eines kovalent iiber einen enzymatisch-spaltbaren Linker
gebundenen Wirkstoff an ein Polymer. Nach dem enzymatischen Abbau des Linkers erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffs.
Darstellung (b) beschreibt die nicht-kovalente Einkapselung des Wirkstoffs in einem Hydrogel-Netzwerk. Die
Wirkstofffreisetzung erfolgt nach enzymatischer Spaltung der Polymerketten, welches die Aufiésung des Gels hervorruft.

Eines der anvisierten Ziel-Enzyme ist das das Cathepsin B, eine lysosomale Cysteinprotease, die in
vielen Tumorzellen, wie z. B. der Brustkrebs-Zelllinie, tiberexprimiert wird.[***162 Neben der Funktion
einer Endopeptidase wirkt sie auch als Peptidyldipeptidase, eine Exopeptidase, die Dipeptide vom C-
Terminus von Proteinen entfernt.[®3 Es wurde festgestellt, dass Cathepsin B eine starke Selektivitat
flr Glycin besitzt, aber auch aromatische Reste, wie sie in der Aminosaure Phenylalanin enthalten sind,
bevorzugt.[**¥ Dies stellt eine Voraussetzung zur Entwicklung zielgerichteter Enzym-responsiver Drug-
Delivery-Vehikel dar. Kopecek et al. 1*%%7] yverwendete erstmals den Tetrapeptid-Linker Glycin-
Phenylalanin-Leucin-Glycin (GFLG) als spaltbare Sequenz zwischen Antitumor-Medikamenten und
N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) Polymeren, welche sich mittels Cathepsin B spalten
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lassen. Weitere Studien bestatigten eine gute Stabilitat der Polymer-Wirkstoff-Therapeutika im Plasma
und im Serum und ermoglichten eine erfolgreiche intralysosomale Wirkstofffreisetzung nach

Endozytose.[16816%

Forschungsergebnisse wie diese verdeutlichen die steigende Popularitdt von Enzym-responsiven
Materialien in den letzten Jahren. Das Potential der Verwendung von Enzymen als mechanischer
Zersetzer von Materialien eroffnet eine Reihe moglicher biotechnologischer Anwendungen, bspw. in

der Medikamentenverabreichung.

1.1.4 Selbst-assemblierte Hybrid-Biomaterialien

Das 20te Jahrhundert brachte eine Reihe von technologischen Errungenschaften mit sich. Parallel zum
aufstrebenden Forschungsbereich zu prazisen Biomakromolekiilen, wie den Peptiden und Proteinen,
fand auch die Entwicklung synthetischer Makromolekiile ihren Anfang. Seit der Entdeckung der
Polymere in den 1920er Jahren durch Staudinger'*”® nimmt die Polymerwissenschaft einen enormen
Einfluss auf das moderne Leben, sei es bei der Entwicklung neuer Materialien fir den industriellen
oder medizinischen Sektor oder in unserem alltaglichen Gebrauch. Damals erkannte Staudinger das
Potenzial, natirliche polymere Strukturen zu imitieren und diese durch synthetische Polymere zu
ersetzen. Trotz immenser Fortschritte sind die Polymerwissenschaftler jedoch noch weit davon
entfernt, die Bausteine der Natur durch Polymere zu substituieren. Neuartige
Polymerisationstechniken ermdglichen heutzutage eine nahezu monodisperse GrofRenverteilung der
Polymere.”’Y Dennoch war es den Forschern noch nicht méglich den einzigartigen Informationsgehalt
der Peptide, beispielsweise durch die Konstruktion komplizierter Copolymer-Architekturen (wie
Dentrimere oder Pfropf-co-Polymere), zu erreichen.[*’? Stattdessen fand eine neue Strategie den
Erfolg — der Verknupfung von biologischen und synthetischen Polymeren zu einem Material.
Dahingehend schlug Ringsdorfi'’® 1975 erstmals das Konzept der Polymer-Biomakromolekiil-
Konjugate vor, ein allgemeines Modell fiir pharmakologisch aktive Polymer-Wirkstoff-Konjugate. Zwei
Jahre spéater berichteten Abuchowski et al.*747! {iber die Konjugation von Poly(ethylenglykol) (PEG)
an ein Protein. In dieser Arbeit wurde PEG kovalent an Rinderserumalbumin (engl. bovine serum
albumin, BSA) gebunden. In dieser Studie wurde beobachtet, dass das resultierende Konjugat aufgrund
der abschirmenden Wirkung des eingebauten Polymers eine reduzierte Immunogenitat aufweist.
Ermutigt durch diese Ergebnisse wurde eine Vielzahl von Polymer-Biomakromolekil-Konjugaten
entwickelt und in unterschiedlichen Bereichen eingesetzt, darunter Medikamententransport!!7®,

Bioimaging!*””! und Zellkulturprozesse.'’®
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1.1.4.1 Peptid-Polymer-Konjugate

Peptide sind das Produkt einer Gber Millionen Jahre andauernden Selektion, bei der sie sich perfekt
and die physiologischen Bedingungen unseres Organismus angepasst haben. Damit besitzen Peptide
Vorteile, bspw. eine hohe Selektivitdt, hohe strukturelle und funktionale Diversitat und geringe
Toxizitat, die sie prinzipiell zu optimalen Kandidaten fir Anwendungen im Biomedizinischen Bereich
machen.’”?! Dennoch, aufgrund eben dieser physikochemischen Eigenschaften, besitzen Peptide
Nachteile, die sie fiir den Einsatz in der Biomedizin ungeeignet machen. Zu den gréRten Limitierungen
gehoren (i) ihre geringe metabolische Stabilitdt aufgrund des schnellen Abbaus durch proteolytische
Enzyme in dem digestiven System und im Blutplasma; (ii) eine kurze Zirkulations-Halbwertszeit
(Minuten bis wenige Stunden) aufgrund schneller Entfernung durch Leber und Nieren und (iii) eine
geringe orale Bioverfiighbarkeit, was die Verabreichung tber Injektionen erforderlich macht.™*® zur
Uberwindung dieser Einschriankungen wurden Strategien entwickelt, die abhéngig von der Anwendung
entweder eines oder im besten Fall alle Nachteile eliminieren. Ein Ansatz ist die Modifizierung
bestehender Peptidsequenzen zur Erzeugung von Peptidomimetika, d. h. Peptiden mit modifizierten
Aminosduren oder chemischen Strukturverinderungen.*® Hierzu gehéren Methoden wie u. A. die
Substitution von L- zu D-Aminosduren!’®? der Einsatz von unnatirlichen Aminosduren!!®3 oder die

[184]

Zyklisierung des Peptidriickgrads.

Ein weiterer Ansatz ist die Erzeugung s.g. Hybrid-Konjugate. Diese Strukturen basieren auf der
Verknlipfung von Peptiden mit anderen biologischen oder synthetischen Einheiten. Synthetisch
hergestellte Polymere stellen in Kombination mit Peptiden einen vielversprechenden Partner im
Bereich der Polymer-Biokonjugationsforschung dar. Der Grund dafiir ist: Hybridmaterialien, die sowohl
Protein- als auch synthetische Polymerelemente enthalten, kdnnten die Eigenschaften der einzelnen
Komponenten synergetisch kombinieren und einige ihrer Einschrankungen tiberwinden. Somit erhalt
man Materialien, die das Positive beider Welten miteinander vereinen (siehe Abb. 9).1*¥% Konkret,
verbinden Peptid-Polymer-Konjugate die Vorteile sequenzdefinierter Segmente, die prazise
Funktionalitdt und (Bio)Funktion beisteuern, mit denen synthetischer Polymere, die eine einfache
Verarbeitung, hohe Loslichkeit und Stabilitit im physikochemischen Medium, mechanische

Eigenschaften und besondere Preiswiirdigkeit bieten.!*8¢!
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Abbildung 9: Positiver synergetischer Effekt von Peptid-Polymer-Hybrid-Konjugaten. Durch die kovalente Verkniipfung beider
Strukturen, erhdlt man neuartige Materialien, die die Vorteile beider Komponenten in sich vernein.

Polymere wie Poly(N-isopropylacryl-amid) (PNIPAM)™”!, Poly(acrylat)e!®® und Poly(ethylenglycol)
(PEG)!8 wurden bereits in bioinspirierte Hybridkonjugate integriert. Insbesondere Konjugate, bei der
PEG als Polymer verwendet wurde, zeigte vielversprechende Resultate. Die Studien zeigten, dass die
PEGylierung zu einer erhohten Loslichkeit und Stabilitat, z.B. gegen enzymatischen Abbau, fiihrt. Diese
Eigenschaft wird allgemein als der Stealth Effekt bezeichnet. Gleichzeitig wird die die
Immunsuppression reduziert, welches sich wiederum zu einer erh6hten Plasmahalbwertszeit auswirkt.
Letztlich verhindert die PEGylierung eine rapide Ausscheidung des Konjugats und ermoglich somit,
bspw. im Einsatz als Therapeutikum, eine geringere und niedriger frequentierte Dosierung des

Medikaments.[174

Die Synthese von Peptid-Polymer-Konjugaten kann auf drei verschiedenen Wegen erfolgen (siehe Abb.
10): (i) die , grafting-to” Methode, bei dem Peptid und Polymer separat voneinander synthetisiert
werden und Uber funktionelle Gruppen aneinander konjugiert werden; (ii) bei der , grafting-from*
Strategie wird ein Initiator an eine definierte Stelle des Biomakromolekuls angebracht, von der aus die
Polymerisation synthetischer Monomere initiiert wird®®% oder (iii) am Peptid angebrachte Monomer-
Einheit bildet ein polymerisierbares Peptid-Makromolekiil, welches in der ,grafting-through” Methode

polymerisiert werden kann.!*%?
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Abbildung 10: Die drei priméren Methoden zur Synthese von Peptid-Polymer-Konjugaten.

Zusammengefasst, ist die Konjugation von Biomakromolekilen, wie Peptiden oder Proteinen, und
synthetischen Polymeren eine attraktive Strategie zur Herstellung neuartiger Materialien mit
interessanten Eigenschaften. Die kovalente Kombination eines biologischen Polymers und eines
synthetischen Polymers kann zu Materialien fihren, die die Eigenschaften der einzelnen Komponenten
synergetisch kombinieren und mehrere ihrer Einschrankungen Uberwinden. Bioresponsive
Hybridpolymere werden bereits als Medikamente[**¥! eingesetzt und zeigen dariiber hinaus ein groRes

Potenzial in anderen biotechnologischen Anwendungen, bspw. als Hydrogele im Tissue Engineering.

[178]

1.1.4.2 Lipid-Polymer-Konjugate

Neben Peptiden kommen auch andere von der Natur inspirierte Systeme in der Medizin zum Einsatz.
Liposome sind eine davon. Liposome sind kugelformige Vesikel mit einer Lipid-
Doppelschichtmembran, die sowohl aus hydrophilen als auch aus lipophilen Lipidmolekiilen besteht.
Die Lipidmembran kann dabei aus natiirlichen oder synthetischen Phospholipiden aufgebaut sein
(siehe Abb. 11).1*** Bei dem Aufbau der Lipid-Nanopartikel finden ebenfalls Selbstassemblierungs-
Prozesse statt, die durch die hydrophoben Alkyl-Seitenkette der Liposome hervorgerufen werden. Um
sich von der wassrigen Umgebung zu schiitzen, richten sich die Alkyl-Ketten ins Innere der Partikel
(hydrophober Kern), wahrend die hydrophilen Einheiten zum wassrigen Medium ausrichtet sind
(hydrophile Schale).[**! Die Kern-Schale-Struktur der Nanopartikel eignet sich dementsprechend fiir
die Verkapselung und den Transport sowohl schwer wasserl6slicher als auch hydrophiler

Wirkstoffe.'®!  Gleichzeitig verringern die Liposome eine vorzeitige Ausscheidung von den
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Therapeutika, was zu einer langen Halbwertszeit in der Zirkulation fiihrt. Dies ermdglicht es Wirkstoffe
mit einer anhaltenden Rate im optimalen Bereich der Wirkstoffkonzentration freizusetzen und mit

Targeting-Liganden fiir eine differenzierte Abgabe weiter funktionalisiert zu werden.!**’!

Allerdings schranken einige Nachteile den Einsatz von Liposomen in biomedizinischen Anwendungen
ein. Zum einen fihren Oxidation und Hydrolyse der liposomalen Phospholipide zu einer Degradation
der liposomalen Struktur, was zu einer sprunghaften Freisetzung des Wirkstoffs fiihrt. Weiterhin
verandert die die Oxidation der Lipide die Eigenschaften der Membran, wie z. B. die Steifigkeit, welche
Auswirkungen auf die zellulare Permeabilitdt hat. Die physikalische und chemische Instabilitat
reduziert die Haltbarkeit der Liposomen. Zusatzlich behindern versehentliches Auslaufen, eine
ungewollte Fusion von eingekapselten Medikamenten mit Lipiden, reduzierte Effizienz der
Verkapselung hydrophober Medikamente, Lagerungsinstabilitdit und hohe Produktionskosten die
Anwendung von Liposomen. 19819 SchlieRlich kdnnen insbesondere negativ geladene Liposome!?%”

schnell opsonisiert und von den fixierten Makrophagen massiv abgebaut werden. 2!

Ein L6sungsansatz ist hier ebenfalls die Konjugation von Polymeren an die Lipid-Struktur zu s.g. Lipid-
Polymer-Hybrid-Konjugaten.?°? Dieses Hybridsystem (iberwindet die Einschrankungen von Lipiden
und bietet damit ein enormes Potenzial im Bereich der Nanomedizin. Eine Oberflichenmodifizierung
mit hydrophilen Polymeren wie PEG fiihren zu einer Verbesserung der Zirkulationszeit und reduzieren

das Risiko einer Opsonisierung durch das Immunsystem. 2%

Wirkstoff
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Abbildung 11: Schamtische Darstellung eines selbstassemblierten Liposoms durch Phospholipide und Phospholipid-Polymer-
Hybriden.

Obwohl PEG-modifizierte Liposome durch ihre hohe Biokompatibilitdt herausstechen, haben kiirzlich
veroffentliche Studien einige durch PEG ausgeloste negative Auswirkungen festgestellt. Da das

Polymer bereits in einer Vielzahl von Produkten in unserem alltdglichen Leben eingesetzt wird (z.B.
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Kosmetika, Lebensmittel und Therapeutika), wurde erkannt, dass PEG eine spezifische und
unspezifische Erkennung durch das Immunsystem induzieren kann, was zu einer immunogenen
Reaktion des Kérpers fiihrt. Einige Studien berichten, dass PEG zu Uberempfindlichkeitsreaktionen
fiihren kann, die einen anaphylaktischen Schock auslésen kénnen.?%! Dariiber hinaus wurde eine PEG-
induzierte Bildung von Anti-PEG-IgM-Antikorpern beobachtet. Studien berichteten Uber das
Phdanomen einer beschleunigten Ausscheidung von PEGylierten Liposomen in Anwesenheit von
Antikérpern gegen PEG oder gegen die PEG-Lipid-Konjugate.?%! Ein bereits beschriebener Nachteil von
PEG ist die nicht biologische Abbaubarkeit. Aufgrund der Gefahr der Akkumulation wdre es
vorzuziehen, PEG mit niedriger Molekularmasse zu verwenden. Es wurde jedoch festgestellt, dass
Polymerketten mit einer molaren Masse unter 400 Da fir den Menschen toxisch sind, da eine
sequenzielle Oxidation zur Disdure und Hydroxysaure stattfindet, die durch Alkohol- und
Aldehyddehydrogenase metabolisiert wird. Dieser oxidative Abbau kann durch die Verwendung von

PEG mit héherem Molekulargewicht verhindert werden.2%¢!

Aufgrund der Nachteile der PEGylierung, gewinnt die Suche nach alternative Polymerstrukturen zur
Oberflachenmodifikation von Liposomen zunehmend an Aufmerksamkeit. Die Herausforderung der
Forschung beruht darauf einen Ersatz zu finden, der dhnliche positive Eigenschaften wie PEG

hervorruft, gleichzeitig aber nicht toxisch oder immunsuppressiv zu wirken.
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2 Motivation und Zielsetzung

Peptide gehoren zu den bedeutendsten Akteuren zur Regelung essenzieller Prozesse in allen lebenden
Systemen. Die Anordnung der zwanzig proteinogenen Aminosauren ist ausschlaggebend fir die
Struktur und damit auch fir die Funktion des Peptids. Aufgrund der hohen Vielseitigkeit der
Peptidstrukturen ergeben sich eine nahezu unendliche Anzahl an moéglichen Funktionalitaten, sich als
attraktiv fiir Forschungsfelder im Bereich der Biotechnologie und Biomedizin erweist.l 2 31 Neue
Verfahren, wie die von Merrifield?® entwickelte Festphasenpeptidsynthese, ermdglichen einen
sequenzdefinierten Aufbau von Peptiden bis zu einer GréRe von hundert Aminosauren. Dieser
technologische Fortschritt ermoglichte den Wissenschaftler*innen nicht nur die Imitierung und
Untersuchung kurzer nativer Proteinabschnitte, sondern auch die Kreation neuer nicht biologischer
Sequenzen. Dahingehend entwickelten Wissenschaftler*innen neue Peptidsequenzen mit verdnderter
Anordnung der Aminosduren, z.B. Sequenzen, bei denen Aminosduren durch andere substituiert
wurden, um so ihre Eigenschaften gezielt zu verdndern oder Homopeptide, Peptidstrukturen
bestehend aus nur einer Aminosiureart.?” Nachteil der Peptide, insbesondere in medizinischen
Anwendungen, ist ihr schneller Abbau durch korpereigene Enzyme und die damit resultierende
schnelle Ausscheidung aus dem Korper. Die Substituierung einiger Aminosauren durch Peptidmimetika
oder die kovalente Kupplung der Peptidsequenzen an synthetische Polymere zur Generierung s.g.
Peptid-Polymer-Konjugate!*®, stellte sich als geeignete Strategie zur Erhdhung der Bioverfiigbarkeit

von Peptiden dar.[8¢

Die von Hartmann et al.!5%%% 68 297 entwickelte Methode der Festphasenpolymersynthese erméglicht
eine Kombination aus beiden Strategien. Ahnlich wie bei der klassischen Polymersynthese werden
Monomere chemisch  synthetisiert, die mittels der Festphasenpeptidsynthese zu
Prazisionsmakromolekilen mit sich wiederholender Einheit miteinander verkniipft werden. Da die als
Bausteine bezeichneten Monomere typische Merkmale von Peptiden tragen (terminale Amin- und
Carboxy-Gruppe), werden durch ihre Verknipfung monodisperse, sequenzdefinierte
Oligo(amidoamine) generiert, die als Peptidmimetika eingesetzt werden kénnen. Bis dato haben die
Mitarbeiter*innen der Arbeitsgruppe ein Portfolio aus unterschiedlichen Bausteinen entwickelt, die in
zwei Kategorien unterteilt werden kdnnen. Zum einen ermoglichen funktionelle Bausteine die
Anbringung einer funktionalen Struktureinheit, bspw. ein Peptid.’> 585 €3 Zum anderen regulieren
Spacer-Bausteine den Abstand zwischen den funktionalen Einheiten und gleichzeitig die Hydrophilie

der Endstruktur.®% 57

Das Ziel dieser Arbeit ist es, durch die Kombination von Peptiden und den von Hartmann et al.

entwickelten Bausteinen, eine Reihe von selbstassemblierten Peptid-Prazisionsmakromolekiil-
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Konjugaten (PPMK) zu synthetisieren. Als Peptidmotiv soll Oligoleucin verwendet werden, das initiiert
durch die hydrophoben Eigenschaften der Leucin-Seitenkette die Ausbildung von Sekundarstrukturen
induzieren und letztlich in der Aggregation zu Uberdimensionalen Geristen fihren soll. Nach einer
erfolgreichen Ermittlung der geeigneten Syntheseroute, sollen unterschiedliche Leucin-basierende
Konjugate generiert werden, die sich in ihrer Architektur, der Anzahl der Homoleucin-Einheiten und

Lange der Homoleucin-Ketten unterscheiden.

AnschlieBend soll das Aggregationsverhalten der Konjugate ermittelt und miteinander verglichen
werden. Hierfiir ist die vorherige Untersuchung, ob die Konjugate die Ausbildung einer sekundaren
Struktur und damit auch eine Bereitschaft zu Selbstassemblierung haben, von groBer Bedeutung. Diese
erfolgt Gber Fourier-Transform-Infrarotspektrometie (FTIR) und Circular Dicroism (CD) Spektroskopie.
Dariber hinaus soll die Stabilitat der zu Aggregation neigenden Konjugate ermittelt werden, indem sie
mit dem stark chaotropen Salz Guanidinhydrochlorid (GdnHCI) unterschiedlicher Konzentration
versetzt wird. Die Untersuchung der kritischen Aggregationskonzentration erfolgt mithilfe eines bei

Aggregation fluoreszierenden Farbstoffs.

Peptid-basierte Konjugate finden aufgrund ihrer Eigenschaften zur Selbstassemblierung Anwendung
als Hydrogele oder Drug-Delivery-Systeme. Das Ziel dieser Arbeit ist die Praparationsmethode
individuell anzupassen, um gezielt PPMK-Gele oder PPMK-Nanopartikel fir diesen Zweck zu
generieren. In Betracht dessen sollen die Leucin-basierten Konjugate zur Herstellung von Makrogelen
eingesetzt. Hierbei sollen in DMSO gequollene Organogele hergestellt werden, die einerseits aus den
reinen Konjugaten und andererseits aus Mischungen von Konjugaten in unterschiedlichem Verhaltnis

bestehen. Die Starke der erhaltenen Gele wird mittels Analyse am Rheometer untersucht.

Im weiteren Schritt sollen Nanogele hergestellt werden, deren PartikelgroRe Uber Dynamische
Lichtstreuung (DLS) und Transmissionselektronenmikroskop (TEM) verifiziert werden. Da die
PartikelgroBe entscheidend fiir die erfolgreichen Aufnahme der Aggregate in das Kérpergewebe ist,
sollen durch Verwendung unterschiedlicher Konjugat-Konzentrationen oder durch Konjugat-
Mischungen (in den Verhaltnissen wie sie schon bei der Herstellung der Organogele verwendet

werden) eine Kontrolle tiber die PartikelgroRe angestrebt werden.

Im letzten Schritt soll die Toxizitat der Nanogele und damit die mégliche Anwendung der PPMK in der
Biomedizin untersucht werden. Dabei soll die Viabilitat von gesunden Brustzellen und Brustkrebszellen

nach einer Exposition mit ausgewahlten Konjugat-Nanopartikel gemessen werden.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit besteht aus einer Kooperation mit Prof. Dr. R. Siiss und S. Bleher vom
Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg
und Dr. M. F Ebbesen von der Southern University of Denmark in Odense. Das Ziel dieser Kooperation
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ist eine Alternative zu Polyethylenglykol (PEG) zur Herstellung von biokompatiblen Liposomen zu
entwickeln. Dabei sollte die Alternative die positiven Eigenschaften von PEG, wie den Stealth-Effekt,
besitzen und gleichzeitig keine Immunantwort des Kérpers hervorrufen. Da der von der Hartmann-
Gruppe entwickelte Baustein EDS eine Diglykol-Einheit ausweist und Studien eine Unbedenklichkeit
der EDS-haltigen Oligo(amidoamine) bestatigt, wurde EDS als eine mogliche geeignete Alternative zu
PEG untersucht. Dahingehend sollen unterschiedliche Lipopolymere synthetisiert werden, die aus
einer Oligo-EDS-Kette und einem Phospholipid bestehen, welche lber die spaltbare Peptideinheit
Gylcin-Phenylalanin-Leucin-Glycin (GFLG) miteinander kovalent verbunden werden. Letztere soll das
Abspalten der Oligo-EDS-Schutzschicht bei dem Eintritt in die Zelle gewahrleisten. Die in dieser Arbeit
synthetisierten Lipopolymere sollen anschliefend von S. Bleher auf ihre Wirksamkeit als geeignetes

Wirkstofftransport-System an Zebrafischlarven und Hela-Zellen untersucht werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese von Leucin-basierten Prazisions-Peptid-Oligomer-Konjugaten und

ihr strukturabhangiges Aggregationsverhalten

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von monodispersen, sequenzdefinierten Peptid-
Prazisionsmakromolekiil-Konjugaten (PPMK) fiir zukiinftige Anwendungen im Drug-Delivery- oder
Tissue Engineering-Bereich. Hierbei sollen der Einfluss von (i) Konjugat-Architektur, (ii) Valenz und (ii)
Peptid-Kettenlange auf deren jeweiliges Aggregationsverhalten untersucht werden (siehe Abb. 12).
Das Aggregationsverhalten des jeweiligen Konjugats gibt wiederrum Aufschluss lber die Eignung als
Nanogel fiir die Anwendung im Wirkstoffbereich oder als Makrogel zur Anwendung in der

Wundversorgung, Zellkultivierung oder der Oberflachenbeschichtung.

/ Architektur \ / Valenz \ / Peptid-Kettenldnge \

VS. VS. Vs.

. AN AN /

Abbildung 12: Uberblick iiber das Design der geplanten Peptid-Prizisionsmakromolekiil-Konjugaten (PPMK). Dabei soll die
Struktur der Konjugate in ihrer Architektur (links) der Valenz (mitte) und Peptid-Kettenlédnge (rechnts) variieren.

Als Peptidmotiv wird eine Homo-L-Leucin-Kette verwendet. Aus der Literatur ist bekannt, dass
Oligoleucin von drei bis zu flinfzehn Wiederholungseinheiten eine B-Faltblatt- und dariiber hinaus eine
a-Helix-Struktur ausbildet.?8211) Wegen seiner Hydrophobie wird Leucin bevorzugt zur Stabilisierung
von Peptidstrukturen verwendet. Dabei zeigte sich, dass die Substituierung einer zur Stabilitat
beitragenden Aminosiure durch Leucin die thermale Stabilitit des gesamten Peptids erhoht.[212213]
Dariiber hinaus zeigten Studien von Kuroyanagi et al.?**?¥ eine erfolgreiche Behandlung von
Brandwunden mithilfe einer von ihm entwickelten Wundauflage auf Basis eines Silbersulfadiazin
(AgSD)-impragnierten Poly(L-Leucin) (PLL)-Schwamms. Die PLL Matrix erwies sich aufgrund ihrer hohen
Biokompatibilitat, der schwammig-pordsen Struktur nach Lyphilisierung und der Implementierung von

antibakteriellen Wirkstoffen als vorteilhaft.[21®

3.1.1 Synthese der Peptid-Prazisionsmakromolekiil-Konjugate

Mithilfe der von Merrifield?® entwickelten Festphasenpeptidsynthese lassen sich anhand des
Standard-Fmoc-Protokolls sequenzkontrollierte Peptide generieren. Der Reaktionsmechanismus
erfolgt dabei iber einen sich wiederholenden zweistufigen Prozess. Zundchst wurden Fmoc-geschiitzte
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Aminosauren unter Verwendung der Kupplungsreagenzien PyBOP und DIPEA sequenziell an eine
Amin-funktionalisierte Festphase gekuppelt. Im zweiten Schritt erfolgte die Entschitzung der Fmoc-
Gruppe durch eine 25 %ige Piperidin in DMF-L6sung, bei der das freie Amin wieder freigesetzt wurde.
Dies erlaubt die Wiederholung des Zyklus, bei dem die nachste Aminosdure an die feste Phase
gekuppelt werden kann. Dieser Vorgang wurde fortgesetzt, bis die gewlinschte Struktur erreicht
wurde. Nach der Schiitzung der terminalen Amin-Gruppe mit Essigsaureanhydrid, wurde das Konjugat
mit einem Cocktail aus Trifluoressigsaure (TFA), Triisopropysilan (TIPS) und Dichlormethan (DCM)

(95/2.5/2.5) vom festen Trager abgespalten.

Der Vorteil bei der Festphasensynthese ist, dass sowohl die Lange und Architektur als auch die Anzahl
und Position der jeweiligen Aminosduren im Peptid klar definiert ist. Dies nutzt die Arbeitsgruppe von
Hartmann et al.b%% % ym Prazisionsmakromolekiille zu synthetisieren, die funktionale
Strukturelemente integrieren kénnen. Dafilir entwickelte die Gruppe eine Bibliothek an Monomeren,
welche mittels der Standard Fmoc-Festphasensynthese aneinander gekuppelt werden, d.h. sie tragen
terminale Carboxy- und geschitzte Amin-Funktionalitdten. Zwei Kategorien von den s.g. Bausteinen
wurden zu diesem Zweck verwendet (funktionaler und Spacer-Baustein), welche die Anforderungen
an das Verfahren erfiillen. Der hiufig verwendete Baustein TDS®? trigt eine Alkin-Gruppe in der
Seitenkette und ermoglicht mittels einer Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Zyklokonjugations-Reaktion
(Cu-mediated alkyne azide conjugation, CuAAC) die Anbindung von Peptiden mit einer Azid-Gruppe.
Den Abstand zwischen den Peptid-Ketten wurde wiederrum von dem Spacer-Baustein EDSP? definiert.
Basierend auf einer Diethylenglykol-Einheit, gehort er zu den flexiblen und hydrophilen Spacer-

Bausteinen.

Zur Synthese der PPMKs sind grundsatzlich zwei unterschiedliche Synthesewege denkbar. Bei beiden
Routen wird zunachst das Prdzisionsmakromolekiil durch Aneinanderreihung von funktionellem und
Spacer-Baustein synthetisiert. Dabei ist flr die spatere Anbindung der Leucin-Kette entscheidend,
welcher funktionelle Baustein verwendet wird. Bei dem ,grafting-to“-Weg (siehe Abb. 13a) wird
separat dazu die Leucin-Kette mit einer terminalen funktionellen Gruppe hergestellt und anschliefend
an das Oligomer gekuppelt. Zur Realisierung dieser Route wurde TDS als funktioneller Baustein
verwendet, der eine Alkin-Gruppe an der Seitenkette tragt. Mittels eines Azids, das an die Pentaleucin-
Kette gekuppelt wurde, erfolgt die Anbringung der Peptidkette lber die CuAAC-Reaktion an das
Makromolekiil. Dabei wurde das Peptid ebenfalls Gber die Festphasensynthese hergestellt und vor der
Abspaltung von der Festphase, mit der zur Kupplung bendtigten, 6-Azidohexansaure ausgestattet.

Nach der Kupplung, welche unter Verwendung von 3 Aq. Cul und 10 Aq. Ascorbinsdure in DMSO uber
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Nacht und bei Raumtemperatur erfolgt, ist das Makromolekil und die Peptideinheit durch ein 1,2,3-

Triazol miteinander verbunden.

Bei dem zweiten Weg, der ,grafting-from“-Route (siehe Abb. 13b) wurde ein Baustein eingesetzt,
welcher eine Amin-Funktionalitat tragt. Dieser Weg wurde durch die Verwendung von L-Lysin als
funktionaler Baustein ermoglicht. Durch die zweite Amin-Funktionalitdit an der Seitenkette der
Aminosaure, konnte die Leucinkette in weiteren Schritten sukzessiv mittels Festphasensynthese an
dem Grundgerist aufgebaut werden. Zudem besteht der Vorteil, dass das gesamte Molekil in einem
beliebigen Ansatz automatisiert an einem Peptid-Synthesizer hergestellt werden konnte.

K |
@ Q@ = + nO000O 2% Q D{H_OOOOO

Aminosaure

O
6)  Q = LG @-HLo0000
Festphasensynthese
Harz O Spacer-Baustein Funktioneller Baustein CD—= / CD-NH; L-Leucin O

Abbildung 13: Darstellung der zwei Syntheserouten (a) ,grafting-to” und (b) ,,grafting-from“ zur Herstellung der PPMKs.

Basierend auf den beiden Synthesewegen konnten jeweils zwei Pfropf-co-PPMKs synthetisiert werden,
ein monovalentes und ein divalentes Konjugat (siehe Abb. 14). Um sich an der in diesem System
moglichen Kettenldnge der Peptideinheit zu orientieren, wurde zunachst ein Oligoleucin mit fanf
Wiederholungseinheiten hergestellt. Der Erhalt der vier Konjugate konnte mittels RP-HPLC
nachgewiesen werden. Die Produktreinheiten (ermittelt durch das UV-Signal bei 214 nm bei RP-HPLC-
Analyse) beliefen sich auf 90 % (monovalent) und 80 % (divalent) fir die Konjugate vom ersten
Syntheseweg und auf 98 % (monovalent) und 85 % (divalent) fiir die Konjugate vom zweiten
Syntheseweg. Da es sich um nicht aufgereinigte Substanzen handelt, befinden sich im RP-HPLC-
Chromatogramm neben dem Produkt-Peak Signale von Unreinheiten, die auf Abbruchsequenzen

wahrend der Festphasensynthese zuriickzufiihren sind.
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Abbildung 14: Graphische Darstellung und die RP-HPLC-Spektren der liber die zwei Syntheserouten hergestellten PPMKs.
Sowohl! iiber den ,grafting-to” (links) als auch iber den ,grafting-from“-Syntheseweg (rechts) konnten jeweils ein
monovalentes und ein divalentes Konjugat mit einem oder zwei Pentaleucin-Seitenketten synthetisiert werden. Bedingungen
der RP-HPLC-Analyse von den beiden monovalenten Konjugaten: 95/5 H,O/MeCN mit 0.1 % Ameisensdure (A) und 5/95
H,0/MeCN mit 0.1 % Ameisensdure (B), 100 % A bis 50 % A in 15 min, 2 min 100 % MeCN mit 0.1 % Ameisensdure, bestimmt
bei 214 nm. Bedingungen der RP-HPLC-Analyse von den divalenten Konjugaten: 95/5 H,0/MeCN mit 0.1 % Ameisensdure (A)
und 5/95 H,0/MeCN mit 0.1 % Ameisensdure (B), 100 % A bis 100 % B in 15 min, 2 min 100 % MeCN mit 0.1 % Ameisensdure,
bestimmt bei 214 nm.

Obwohl beide Synthesewege grundsatzlich die Generierung der Konjugate ermdglichten, gab es
dennoch Unterschiede in der Durchfiihrung. In der Literatur ist bereits bekannt, dass Poly-L-Leucin
aufgrund seiner hohen Hydrophobie eine geringe bis keine Loslichkeit in wassrigen oder organischen
Losungsmitteln besitzt.!”!”! Bei der Herstellung der PPMKs wurde ebenfalls festgestellt, dass bereits
diese kurze Pentaleucin-Kette, insbesondere in Kombination mit der hydrophoben aliphatischen Kette
der 6-Azidohexansdure, nur bedingt l6slich ist. Loslichkeitsexperimente in unterschiedlichen
Losungsmitteln mit Zugabe von Sauren, Basen und unter Hitzeeinwirkung (bis zu 60 °C), konnten
ausschlieBlich eine Loslichkeit des Pentaleucin-Konjugats in DMSO bei 60 °C und in geringer
Konzentration (35 uM) nachweisen. Aufgrund dieser Einschrankung konnte das Produkt durch die
»grafting-to“-Route nur in einem geringen Malstab (15 uM) synthetisiert werden. Da hier die
Hochskalierung des Produktes sowie die Erhdhung der Anzahl der Peptidketten demnach nicht einfach
moglich ist, wird die erste Syntheseroute nicht weiterverfolgt. Ahnliche Probleme werden bei der
Verwendung der zweiten Syntheseroute vermieden, da hier die Leucinkette sukzessiv an das Riickgrat

gekuppelt wird.
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Mithilfe der ,grafting-from“-Syntheseroute konnte eine Reihe von Pfropf-co-PPMKs hergestellt
werden. Die detaillierte Synthese erfolgte demnach wie folgt (siehe Abb. 15, Beispiel an der Dimer-
Synthese): Zunachst wurde das Prazisionsmakromolekul-Rickgrat aus EDS- und L-Lysin(Boc)-Einheiten
synthetisiert und mit einer Acetyl-Gruppe terminal geschitzt. Um den hydrophilen Charakter der
Strukturen zu erhéhen, wurden drei EDS-Einheiten zwischen jeder Peptideinheit und jeweils zwei EDS
Bausteine an den Enden eingebaut. Nach der Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe mit 4M HCl in 1,6-
Dioxanldsung wurde die freigesetzte Amin-Funktionalitdt verwendet, um die Pentaleucin-Kette auf
dem Riickgrat gemaR dem Festphasenprotokoll aufzubauen. Die Pentaleucin-Ketten wurden ebenfalls

Acetylierung und das PPMK final von der Festphase abgespalten.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Synthese von Leucin-basierten Propf-co-PPMKs mittels Festphasensynthese am
Beispiel des Dimers. (A) Kupplungsreaktion unter Verwendung von 5 Aq. des Bausteins, 5 Aq. PyBOB und 10 Aq. DIPEA. Beim
Aufbau der Peptidseitenkette vervielfacht sich die Verwendung von Fmoc-L-Leucin und den Kupplungsreagenzien mit der
Anzahl der Valenz (B) Fmoc-Entschiitzung mit 25 %iger Piperidin in DMF-Lésung. (C) Acetylierung mit Ac,0. (D) Boc-
Entschiitzung mit 4M HCl in 1,6-Dioxan. (E) Abspaltung vom festen Trdger mit 95 % TFA/2.5 % TIPS/2.5 % DCM.
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Alle Schritte, auRer der endglltigen Abspaltung von der festen Phase, wurden auf einem
automatisierten Peptidsynthesizer durchgefiihrt. Neben der automatisierten Herstellung der
Strukturen, besteht bei Gebrauch des Synthesizers ein zusatzlicher Vorteil der Uberwachung des
Dibenzofulven-Piperidin-Addukts wahrend der Fmoc-Abspaltung. Diese wird lGber die UV-Absorption
bei 301 nm nachgewiesen. Falls erforderlich, wiederholt der Synthesizer das Entschiitzungsprotokoll,
bis weniger als 10 % Addukt nachgewiesen wird, was zu Produkten mit hoherer Reinheit und hoherer
Ausbeute fihrt. Dennoch mussten die Konjugate durch praparative RP-HPLC gereinigt werden, um
Endstrukturen mit hohen Reinheiten > 98 % zu erhalten (bestimmt durch das UV-Signal bei 214 nm der
RP-HPLC). Alle Endprodukte wurden mittels *H-NMR-Spektroskopie und analytischer RP-HPLC mit
gekoppelter ESI-MS oder mit MALDI-TOF-MS analysiert (siehe Anhang).

Die synthetisierten Peptid-Prazisionsmakromolekiil-Konjugate kénnen in drei Kategorien unterteilt
werden (siehe Abb. 16). Zunachst die verzweigten Pfropf-co-PPMKs 1-3, die abhangig von der Valenz
eine, zwei oder drei Pentaleucin-Seitenketten an dem Makromolekiil-Riickgrat tragen. Zusatzlich
wurden “Kontroll-Konjugate™ 4-6 hergestellt, die anstatt finf nur zwei Leucine-Einheiten prasentieren.
So soll festgestellt werden, ob das Rickgrat, das ebenfalls Gber Peptid-dhnliche Bausteine verfiigt,
Einfluss auf die Bildung einer Sekundarstruktur ausiibt. AuRerdem wurden lineare Block-co-PPMKs (7-
10) mit funf in dem Rickgrat eingebauten Leucin-Einheiten erzeugt. Die Konjugate 7 und 8 sind
Diastereomere, da sie beide aus fiinf Leucin- und vier EDS-Einheiten aufgebaut sind, jedoch in
unterschiedlicher Weise angeordnet. Dies gibt die Moglichkeit zu untersuchen, ob die verteilte (7) oder
lineare (8) Anordnung der Leucine einen Unterschied in ihrem Aggregationsverhalten macht. Zusatzlich
wurden reines Pentaleucin (9) und Pentaleucin-PEG-Konjugat (10) synthetisiert. Letzteres wurde durch
die Verwendung der Festphase TentaGel PAP®218219 erhjlten, die vom Hersteller Rapp mit PEG-Ketten
auf der Festphasen-Oberflache mit einem Molekulargewicht von 3400 Da ausgestattet wurden. Nach
dem Aufbau des Peptids wird das erhaltene Peptid-Polymer-Konjugat durch Zugabe von

Trifluoressigsaure, Thioanisol und Trimethylsilylbromid (94/5/1) von der Festphase abgespalten.
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Pfropf-co-PPMAKs - Dileucin
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Abbildung 16: Darstellung der liber die Festphasensynthese hergestellten PPMKs (Ausbeute der Produkte ist in Klammern
angegeben). Diese lassen sich in drei Kategorien unterteilen: Die Pfropf-co-PPMKs mit Pentaleucin- (oben) und mit Dileucin-
Ketten (mitte) als Seitenkette und die linearen Block-co-PPMKs mit in der Hauptkette integriertem Leucin (unten).

Besonders auffillig ist, dass die Pfropf-co-PPMKs mit zunehmender Valenz in immer geringerer
Ausbeute isoliert werden konnte. Denn, anhand der RP-HPLC-Spektren der Rohprodukte, konnte mit
steigender Valenz auch eine Zunahme der Verunreinigungen durch Abbruchsequenzen festgestellt
werden. Dieser Zusammenhang lasst sich mit der Erhéhung des hydrophoben Anteils erklaren, welche
das Kollabieren des Makromolekiils an der Festphase induzieren kénnte. Zusatzlich ist dies ein Indiz,
dass es zu einer Wechselwirkung zwischen den Peptidketten kommt, welche das Molekil zur
Aggregation bewegt. In beiden Fallen wird Kupplung von weiteren Leucin-Einheiten und damit der
Aufbau des gesamten Peptids erschwert. Loslichkeitsprobleme sind auRerdem bei dem freien
Pentaleucin 9 aufgetreten. Ahnlich wie das Pentaleucin-Derivat, welches bei dem ,grafting-to“-
Syntheseweg hergestellt wurde, war das terminal geschiitzte Leus-Ac unloslich in samtlichen
Losungsmitteln und unter veranderten pH- und Temperaturanderungen. Aus diesem Grund wurde die

Hydrophilie erhdht, indem das terminale Amin nicht mit der Acetylgruppe geschiitzt wurde.

Die Abb. 17 zeigt exemplarische ein *H-Spektrum des Unimer-Konjugats 1, aufgenommen in DMSO-ds.
Charakteristisch sind die Amid-Gruppen der Struktur im Tieffeld zwischen 7.60 - 8.05 ppm vorzufinden.
Dabei ist die Aufspaltung der Amide, die den Leucinen und dem Lysin zuzuordnen sind, deutlich von
den Amiden des EDS-Riickgrads zu unterscheiden. Am weitesten im Tieffeld verschoben befinden sich
die NH-Gruppen, der letzten beiden Leucin-Einheiten (i) und (h) und das der Lysin-Einheit (c), die
jeweils bei 8.02, 7.99 und 7.96 ppm in Dupletts aufgespalten wurden. Gefolgt davon befinden sich die

Amide (a) und (b) der EDS Bausteine in Form eines Multipletts zwischen 7.84 — 7.84 ppm. Daraufhin
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befinden sich die beiden Tripletts bei 7.81 und 7.71 ppm der Amide (f), (g) und (d), gefolgt von dem
letzten Amid-Duplett (e) bei 7.64 ppm. Nach der Abspaltung des Konjugats von der Festphase entsteht
ein terminales primares Amid, deren beide Protonenkerne diastereotop zueinander stehen. Beide
Kerne erzeugen Singulett-Signale bei 7.71 (i)) und 7.26 ppm (ii)). Weiterhin charakteristisch sind die
C®Protonen der jeweiligen Aminosauren. Diese befinden sich idealerweise zwischen 4.00 und 4.50
ppm. Bei den hier synthetisierten Konjugaten erzeugen die C*-Protonen (10) der Leucine, im Fall des
Unimers mit einem Integral von finf, ein Multiplett bei 4.17 — 4.28 ppm und das C*-Proton (5) des
Lysins ebenfalls ein Multiplett bei 4.10 —4.14 ppm. Die Signale der beiden Methyl-Gruppen der Leucin-
Einheiten befinden sich am weitesten Hochfeld verschoben. Da die beiden CHs;-Gruppen (13a) und
(13b) ebenfalls diastereotop zueinander stehen, erzeugen sie ein Duplett von Quartett mit bei 0.78 —
0.90 ppm jeweiligen Integralen von 15 Protonen. Die weiteren Signale sind dem EDS-Baustein im

Konjugat-Riickgrat, der Alkin-Kette im Lysin und den CP- und C¥-Protonen der Leucine zuzuordnen.
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Abbildung 17: *H-NMR von dem PPMK 1 (600 MHz, DMSO-ds, 25° C).
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AuBerdem wurden die relative Reinheit und Monodispersitat der synthetisierten Konjugate durch RP-
HPLC bestimmt. Zur Veranschaulichung der Retentionszeiten, wurden die RP-HPLC-Chromatogramme
der PPMKs 1-9 gegeneinander aufgetragen (siehe Abb. 18). Aufgrund der PEG-Einheit konnte kein
HPLC-Spektrum von Konjugat 10 aufgenommen werden. Die Proben wurden in einem
Losungsmittelgemisch aus H,O und MeCN (1/1, v/v) gelost und anschlieRend mit einem Spritzenfilter
mit 0.2 um PorengroRe gefiltert. Alle Chromatogramme wurden mit einer mobilen Phase von 95/5
H,0/MeCN mit 0.1 % Ameisensdure (A) und 5/95 H,O/MeCN mit 0.1 % Ameisensaure (B) in 30 Minuten
bei 25° C mit einem UV-Detektor aufgenommen, der so eingestellt war, dass die Absorption der Amid-
Gruppen bei 214 nm detektiert wurde. Zur besseren Ubersicht wurden die Chromatogramme der drei
Konjugat-Kategorien farblich unterteilt in schwarz (Pfropf-co-PPMKs mit Pentaleucin), blau (Pfropf-co-

PPMKs mit Dileucin) und griin Block-co-PPMKs).

- Block-co-PPMKs

- Pfropf-co-PPMKs
Dileucin

Absorption [a.U.]

Pfropf-co-PPMKs
Pentaleucin

[min]

Abbildung 18: RP-HPLC-Chromatogramme der synthetisierten PPMKs und die ermittelten Retentionszeiten. Bedingungen der
RP-HPLC-Analyse: 95/5 H,O/MeCN mit 0.1 % Ameisensdure (A) und 5/95 H,O/MeCN mit 0.1 % Ameisensdure (B), 100 % A bis
100 % B in 30 min, 25° C, bestimmt bei 214 nm.

Das Retentionsverhalten einer Struktur wahren der RP-HPLC-Messung wird mafligeblich von der
Molekilstruktur beeinflusst. Zu den Faktoren, die das Retentionsverhalten von Peptiden in der RP-
HPLC beeinflussen, gehoren (i) die Aminosdurezusammensetzung und damit die
Hydrophilie/Hydrophobie oder die Peptid-Architektur, (ii) die Peptidkettenldnge und (iii)
sequenzabhangige Effekte, z.B. die Ausbildung einer sekundaren Struktur. Peptide, die zur Bildung
einer Sekundarstruktur neigen, haben eine stirkere Wechselwirkung mit der hydrophoben C18-

Saulenmatrix und eluieren daher zu einem spateren Zeitpunkt.[??” Selbes gilt auch fiir die Hydrophobie.
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Je hydrophober das Molekiil, desto spéter ist die Retentionszeit. Andersherum lassen sich mit den

Informationen liber das Retentionsverhalten Schliisse auf die Struktur von Peptiden ziehen.!?2!!

Im Hinblick auf eine veranderte Retentionszeit bei verdnderter Konjugatstruktur, eigenen sich die
diastereomeren PPMKs 7 und 8 fiir einen direkten Vergleich. Beide besitzen die gleiche Anzahl und Art
an Bausteinen (beide werden aus vier EDS-Bausteinen und finf Leucin-Einheiten synthetisiert), aber
auf unterschiedliche Weise angeordnet. Das Chromatogramm der RP-HPLC zeigen eine hoéhere
Retentionszeit fir 8 (14.96 min), das Konjugat, bei dem alle fiinf Leucin-Einheiten in einer Reihe
sequenziert wurden. Konjugat 7, bei dem die Leucin-Einheiten statistisch tUber das Rickgrat verteilt
sind, wurde etwa zwei Minuten friiher von der Saule eluiert. Dies verdeutlicht, dass die Anordnung der
Aminosauren Einfluss auf die Polaritdat und somit auch auf die Wechselwirkung zum Saulenmaterial
hat. Obwohl beide Konjugate liber die gleichen Bausteine verfiigen, erscheint die Struktur 8
hydrophober als Struktur 7. Das reine Pentaleucin 9 eluiert bereits bei 12.33 min, welches auf die
geringe Kettenldange zurtickzufiihren ist. Zudem wurde aufgrund von Problemen bei der Loslichkeit auf
die terminale Acetyl-Schutzgruppe verzichtet. Die damit resultierende freie Amin-Gruppe macht das

Molekiil deutlich hydrophiler, was sich in der kiirzeren Retentionszeit widerspiegelt.

Besonders interessant aber ist der Anstieg der Retentionszeit bei Anderung der strukturellen
Architektur. Bei PPMK 1 ist das Pentaleucin nicht im Rickgrat integriert, sondern als Seitenkette an das
Rickgrat gekuppelt, wodurch sich die Retentionszeit auf 26.65 min im Vergleich zu 14.96 min bei
Konjugat 8 fast verdoppelt hat. Dieser Effekt kann auch durch die hydrophobe Alkinkette des Lysins
verstarkt werden. Es kdnnte aber auch zeigen, dass die Leucine in den Pfropf-co-Konjugate aufgrund
ihrer Architektur starker mit dem hydrophoben Saulenmaterial interagieren als die Block-co-
Konjugate. Erstaunlicherweise zeigen das Dimer 2 und das Trimer 3 eine abnehmende Retentionszeit
von 17.79 bzw. 11.41 min im Vergleich zu 1, obwohl die Hydrophobie aufgrund einer hoheren Anzahl
an Leucin-Seitenketten gestiegen ist. Eine Erklarung kdnnte eine Abnahme der Loslichkeit der
Strukturen in der mobilen Phase sein, welche zu einer geringeren Wechselwirkung mit der
Saulenmatrix fihrt und daher schneller eluiert. Diese Vermutung deckt sich ebenfalls mit der
verringerten Intensitdt der Signale. Bei Konjugat 3 ist nur ein kleiner Peak zu sehen, der darauf
hinweist, dass wenig gelostes Material gemessen werden konnte. Dies lasst sich durch Beobachtungen
bestatigen. Leider lag das Material bei Vermischung mit dem L&sungsmittelgemisch groRtenteils

ungeldst vor und wurde bei der Filtration entfernt.

Die Retentionszeiten der Pfropf-co-PPMKs mit Dileucin zeigen ein erwartets Ergebnis. Mit Erh6hung

des Leucin-Anteils, vergroRert sich die Hydrophobie der Strukturen worauf das Material spater von der
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Saulenmatrix gesplilt wird. Die Elutionszeit von Dimer 5 und Trimer 6 unterscheidet sich hingegen nicht
erheblich. Der Vergleich zwischen den beiden Unimer-Konjugaten zeigt, dass das Dileucin-Konjugat 4
etwa 10 min schneller eluiert als das Pentaleucin-Konjugat 1, welches auf die erhéhte Hydrophobie
hindeutet. Anders ist es bei dem Vergleich der Dimer-Konjugate. Das Pentaleucin-Konjugat 2 hat eine
niedrigere Retentionszeit, was aber auf die zuvor angesprochene reduzierte Loslichkeit

zurtckzufihren ist.

Im Hinblick auf die mogliche Verbindung zwischen Strukturaufbau und Aggregationsverhalten, lassen
die RP-HPLC-Chromatogramme folgende Zusammenhdnge erahnen: Die Aneinanderreihung von
Leucin-Einheiten in Form von Homoleucin, angebracht als Seitenkette an das Oligomer-Rickgrat,
koénnte eine Aggregation beglinstigen. Dies verdeutlicht insbesondere der direkte Vergleich zwischen
dem verzweigten Konjugat 1 und dem linearen Konjugat 8. Dabei scheint eine Homoleucin-Kette mit
zwei Leucin-Einheit flr eine Aggregation nicht ausreichend zu sein. Zusatzlich zeigt sich insbesondere
bei den Pentaleucin-Pfropf-co-PPMKs, dass die Erhohung der Valenz die Loslichkeit der Konjugate
verringert. Dieses Resultat ist ein Indiz fur die Ausbildung von iberdimensionalen Strukturen. Ob diese
durch die Ausbildung einer Peptidfaltung oder aufgrund von hydrophoben Effekten resultieren, soll in

den weiteren Schritten ermittelt werden.

3.1.2 Untersuchung der Sekundarstruktur der PPMKs

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung von Hybrid-Konjugaten, die als Drug-Delivery-System oder
Hydrogel in der Medizin Anwendung finden kénnen. Diese Anforderungen lassen sich nur erreichen,
wenn die Konjugate, induziert durch intra- und intermolekulare Wechselwirkungen, zu
Uberdimensionalen Strukturen aggregieren konnen. Dementsprechend ist die Information, ob die
Konjugate Sekundarstrukturen ausbilden kdnnen fir die weiteren Schritte von groRer Bedeutung. Im
Folgenden werden unter Verwendung gezielter analytischer Verfahren das Aggregationsverhalten in

Abhangigkeit der PPMK-Struktur untersucht.

3.1.2.1 Fourier-Transform Infrared Spektroskopie

Eine Methode, die Hinweise auf die entwickelte Sekundarstruktur gibt, ist die FTIR-Spektroskopie. Die
FTIR-Spektroskopie misst die Wellenlange und Intensitat der Absorption von IR-Strahlung durch eine
Probe. Die Absorption von IR-Strahlung regt Schwingungsiibergange in Molekiilen an. Da die
Schwingungsfrequenz und die Absorptionswahrscheinlichkeit von der Stdrke und Polaritdt der
schwingenden Bindungen abhangen, werden sie durch intramolekulare und intermolekulare Effekte

beeinflusst. Proteinmolekiile weisen neun charakteristische Amid-Schwingungsfrequenzen auf,
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welche sich aus der Polypeptid-Wiederholungseinheit ergeben. Die unterschiedlichen Muster in den
H-Bindungen und geometrischen Orientierungen der Amid-Bindungen in a-Helices, B-Faltblattern und
ungeordneten Strukturen erlauben es, anhand der unterschiedlichen Schwingungsfrequenzen auf
individuelle sekundarstrukturelle Faltungen zu schlieBen. Der empfindlichste Spektralbereich fir
Protein-Sekundarstruktur ist die Amid I-Frequenz, die von der C=0-Streckschwingung der Amid-
Gruppe stammt. Die Position der Amid I-Bande, welche sich tber den Bereich zwischen 1550 und 1700
cm? erstreckt, wurde haufig zur Quantifizierung der Sekundarstrukturzusammensetzung von
Proteinen und Polypeptiden verwendet.???! So sagt die Amid I-Absorption um 1648 - 1657 cm™ eine a-
Helix-Struktur, 1623 - 1641 cm™ eine B-Faltblatt-Struktur und 1642 - 1657 cm™ die Ausbildung

ungeordneter Strukturen voraus. 1223

Die FTIR-Spektroskopie von PPMKs wurde mit lyophilisiertem Material auf einem Single-Diamant-
Spektrometer durchgefiihrt (siehe Abb. 19). Zur Hervorhebung der Amid I-Bande, wurde das Spektrum
auf den Bereich zwischen 1550 - 1750 cm™ fokussiert. Die Banden wurden zusatzlich in Tabelle 1

zusammengefasst.

Amid I-Bande
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Abbildung 19: FTIR-Spektren der PPMKs. Das Spektrum wird in dem Bereich von 1450 bis 1750 cm™ dargestellt, sodass der
Fokus auf der Amid I-Bande der Konjugate liegt.
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Tabelle 1: Uber die FTIR Spektroskopie ermittelten Amid I-Banden der PPMKSs.

Konjugat Allem?) Konjugat Al[em?] Konjugat Allem?)
1 1624 4 1633 7 1632
2 1626 5 1632 8 1628
3 1626 6 1630 9 1630
10 1624

Alle Konjugate zeigen eine Amid |-Absorption bei 1624 - 1633 cm™ und geben damit einen Hinweis
darauf, dass alle PPMKs B-Faltblattstrukturen ausbilden. Dennoch lasst sich eine gewisse Tendenz aus
den Banden ableiten, anhand derer die Konjugate in zwei Gruppen unterteilt werden kénnen: Die
Konjugate, die bereits in der RP-HPLC-Analyse eine positives Aggregationsverhalten der Konjugate
andeuteten, besitzen in der FTIR-Spektroskopie einen Bandenwert von < 1630 cm™. Dazu gehéren die
Pfropf-co-PPMKs mit Pentaleucin (1-3) und das lineare Block-co-PPMK 8, sowie das PEG-Pentaleucin-
Konjugat 10. Diesen Strukturen kdnnte somit eine erhohte Praferenz zur Aggregation zugeschrieben
werden. Alle weiteren Konjugate, zu denen die Pfropf-co-PPMKs mit Dileucin (4-6), das Block-co-PPMK
7 und das Pentaleucin 9 gehéren, besitzen Amid I-Banden mit einer Wellenzahl > 1630 cm™. Dennoch,
da diese Tendenz keine eindeutige Aussagekraft liber das Aggregationsverhalten der PPMKs gibt, sind

weitere Analysen notwendig.

3.1.2.2 Zirkulardichroismus-Spektroskopie

CD-Spektroskopie ist eine hervorragende Methode zur Bestimmung der Sekundarstruktur, Faltung und
Bindungseigenschaften von Proteinen. Unter Zirkulardichroismus versteht man die ungleiche
Absorption von links- und rechtsdrehendem, also zirkular polarisiertem Licht. Einem Lichtstrahl sind
zeitabhangige elektrische und magnetische Felder zugeordnet. Wird das Licht durch geeignete Prismen
oder Filter polarisiert, so schwingt sein elektrisches Feld E sinusférmig in einer einzigen Ebene. Von
vorne betrachtet kann man sich die Sinuswelle als Resultat zweier gleich langer Vektoren vorstellen,
die Kreise nachzeichnen, von denen einer im Uhrzeigersinn (Er) und der andere gegen den
Uhrzeigersinn (E,) rotiert. Die Wellen sind um 90 Grad zueinander phasenverschoben und kénnen mit
verschiedenen Prismen oder elektronischen Gerdten getrennt werden. Wenn asymmetrische
Molekiile mit Licht interagieren, kdnnen sie rechts- und linksdrehend zirkular polarisiertes Licht in
unterschiedlichem Male absorbieren. Die Addition der Eg- und E;-Vektoren ergeben einen Vektor, die
ellipsenformig zirkuliert. CD wird entweder in Einheiten von AE, der Differenz der Absorption von Eg

und E,, oder in Grad Elliptizitdt angegeben, die als der Winkel 6 definiert ist. Die molare Elliptizitat [0]
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ergibt sich aus der Elliptizitat geteilt durch die eingesetzte molare Konzentration c des Peptids und der

Schichtdicke d der verwendeten Kiivette.??*

[0] = ©/(10 - ¢ - d)

Jede strukturelle Einheit weist ein charakteristisches CD-Spektrum auf. Zum Beispiel haben a-helikale
Proteine zwei negative Banden bei 222 nm und 208 nm und eine positive Bande bei 193 nm.[??
Proteine mit gut definierten antiparallelen B-Faltblattern haben ein negative Bande bei 218 nm und
eine positive Bande bei 195 nm!??®!, wihrend ungeordnete Proteine eine sehr geringes Maximum

oberhalb von 210 nm und eine negative Bande bei 195 nm aufweisen.!??”!

Aufgrund der eindeutigen Bestimmbarkeit ob und welche Art von Sekundarstruktur ausgebildet
werden, wurden die PPMKs mittels der CD-Spektroskopie analysiert. Zur Erhéhung der Loslichkeit,
wurden die Konjugate in einer Mischlosung aus MeCN und MQ-Wasser (5/95, v/v) suspendiert oder
gelost. Die Spektren wurden mit einem CD-Spektropolarimeter bei 20 °C unter Mittelung von 10 sich
wiederholenden Scans zwischen 260 und 190 nm mit 1 nm Datenabstand bestimmt (siehe Abb. 20a-

c). Die Ergebnisse werden in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Abbildung 20: CD-Spektren der PPMKs. Zur besseren Ubersicht wurden die Spektren kategorisch zusammengefasst in (a)
Pentaleucin-Propf-co-PPMKs, (b) Dileucin-Propf-co-PPMKs und (c) die Block-co-PPKMs.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den CD-Analysen.

Konjugat 2,3 1,4,5,6,8,9,10 7

Struktur B-Faltblatt Uberwiegend ungeordnet mit einer Tendenz zur ungeordnet

B-Faltblatt-Ausbildung
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Die Analyse mit CD-Spektroskopie zeigt, dass es unter den Konjugaten deutliche Unterschiede im
Hinblick auf ihr Aggregationsverhalten gibt. Betrachtet man die Spektren der Propf-co-PPMKs mit
Pentaleucin (Abb. 19a), ist eine deutliche Tendenz zur Ausbildung von B-Faltbldttern mit Erhéhung der
Valenz erkennbar. Die CD-Spektren der Konjugate 2 und 3, welche dem Dimer und Trimer entsprechen,
zeigen einen typischen Kurvenverlauf einer sich entwickelnden B-Faltblatt-Struktur, mit einem
negativen Peak bei 222 nm und einem positiven bei 205 nm. Dieses Ergebnis deckt sich mit der
Literatur, die besagt, dass ein Homopeptid mit 3 - 15 Leucin-Einheiten B-Faltblatter auszubilden 1208211
Aufgrund der hoheren Unloslichkeit des Konjugats 3 und der daraus resultierenden abnehmenden
Konzentration des gelosten Materials, weist die Kurve eine geringere Peak-Intensititen auf.
Interessanterweise deuten diese CD-Analysen darauf hin, dass mehr als eine Pentaleucin-Kette
notwendig, um eine stabile Aggregation zu induzieren. Der Vergleich zu dem Unimer 1 zeigt, dass eine
Peptid-Kette zur Ausbildung einer eindeutigen B-Faltblatt-Struktur nicht genligt. Das Spektrum des
Unimers zeigt eine Kombination aus ungeordneter Struktur und B-Faltblatt, erkennbar an den zwei
Minima, ein Starkes bei 200 nm und ein Schwaches bei 222 nm. Ware die Struktur vollstindig
ungeordnet, ware lage ein schwaches Maximum bei 210 nm. Da dies nicht der Fall ist, lasst sich
vermuten, dass eine intermolekulare Wechselwirkung zwar stattfindet, diese aber nicht zur
Aggregation der Konjugate fiihrt. Eine andere Erklarung ware, dass das ungeordnete Makromolekdl-
Rickgrat, da es das polarisierende Licht nicht absorbiert, in der Auswertung deutlich dominanter
erscheint und es demnach als iberwiegend ungeordnet im Spektrum abgebildet wird. Ahnliche Daten
zeigen die Spektren der Propf-co-PPMKs mit Dileucin 4-6 (Abb. 19b) und die Block-co-PPMKs 8-10 (Abb.
19c). Auch sie besitzen eine ungeordnete Einheit (starkes Minimum bei ca. 200 nm) und eine B-
Faltblatt ausbildende Einheit (schwaches Minimum bei ca. 222 nm). Demnach ist eine Peptidkette mit
zwei Leucin-Einheiten nicht ausreichend fiir eine vollstandige Ausbildung einer Sekundarstruktur. Auch
konnte ein verstarkter Einfluss der in dem Rickgrat befindlichen Amid-Gruppen zur Ausbildung einer
Sekundarstruktur nicht bestatigt werden. Zu den eindeutig ungeordneten Strukturen zahlt das lineare
Konjugat 7 (Abb. 19c, gelbe Linie), bei dem das Leucin verteilt im Riickgrat angeordnet wurde. Dies
widerspricht der FTIR-Messung, die die Ausbildung einer Sekundarfaltung vorausgesagt hat. Aufgrund
der hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Leucin-Seitenketten, kdnnten im wassrigen
Medium Interaktionen zwischen den Konjugatmolekiilen stattfinden. Diese resultieren laut CD aber

nicht in der einer Entwicklung einer B-Peptidfaltung.

Wie in Tabelle 2 zusammengefasst, konnten die Konjugate 2 und 3 eine eindeutige B-Faltblatt-Struktur
ausbilden. Diese Auswirkung, insbesondere im Vergleich zum Unimer 1, lasst vermuten, dass zu den
intermolekularen Wechselwirkungen, zusatzliche intramolekulare Interaktion innerhalb des Konjugat-

Molekiils auftreten und so die Ausbildung der Sekundarstruktur verstarken. Ebenfalls eindeutig ist,
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dass PPMK 7 eine ungeordnete Struktur ausbildet und damit ungeeignet zur Herstellung von
Aggregaten fir die biotechnologische Anwendung ist. Undefiniert dagegen erscheinen die CD-
Spektren der restlichen Konjugate, da sie eine Kombination aus zwei Struktureinheiten tragen, der
ungeordneten und der B-Faltblatt-Struktur. Infolgedessen ist eine Untersuchung, inwiefern die

Strukturen stabile Aggregate ausbilden, in weiteren Schritten notwendig.

3.1.2.3 Léslichkeitsstudien mit Guanidinhydrochlorid

Die Stabilitat einer Peptid-Aggregation kann untersucht werden, indem diese durch dufReres Einwirken
gezielt aufgebrochen werden. Es gibt viele Moglichkeiten das zu erreichen, entweder durch Erhéhung
der Temperatur, Verdnderung des pH-Wertes oder durch Erhdhung der lonenstirke.?®! Das Ziel ist die
inter- oder intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Peptid-Ketten zu
unterbrechen, worauf das Peptid wieder in seine gel6ste Form zurilickgefihrt wird. Das Peptid-
Aggregat gilt als stabil, wenn es bei extremeren Verdanderungen seiner Umgebung weiterhin in der

naturierten Form vorliegt.

In dieser Arbeit wurde der Ansatz der Erhohung der lonenstarke gewahlt. Hierflir wurden lonen gemal
der Hofmeister-Reihe gewihlt. Die Hofmeister-Reihel?2>23% die urspriinglich 1888 erwdhnt wurde,
ordnet den relativen Einfluss von lonen auf das physikalische Verhalten einer Vielzahl von Prozessen
in wassrigem Medium ein, die von der kolloidalen Assemblierung bis zur Proteinfaltung reichen. Dabei
héngt die Stabilitat des Systems sowohl von direkten lonen-Makromolekil-Wechselwirkungen als auch
von Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen in der ersten Hydratschale des Makromolekiils ab.!?3!!
Die Hofmeister-Reihe wurde zundchst nur fiir Anionen beschrieben und im Nachhinein in weiteren
Untersuchungen fir die Kation erweitert. Die jeweiligen lonen lassen sich in zwei verschiedene
Kategorien klassifizieren, in die kosmotropen und die chaotropen lonen. Die Kosmotrope sind stark
hydratisiert und haben stabilisierende und aussalzende Effekte auf die Proteinstruktur. Auf der
anderen Seite sind Chaotrope dafilir bekannt, gefaltete Proteine zu destabilisieren und ein Einsalz-

Verhalten hervorzurufen, wobei ihre Léslichkeit in der Regel erhdht wird.[232

Zur Untersuchung der Stabilitat der hier entwickelten PPMK-Aggregate wurde Guanidinhydrochlorid
(GdnHCI) verwendet. Das Gdn*-Kation ist eines der starksten Protein-Denaturierungsmittel, das haufig
in Studien zur Untersuchung der Proteinstabilitdat und -faltung verwendet wird. In der Hofmeister-
Reihe wird es deshalb als ein stark chaotropes Salz klassifiziert. Der Prozess der Denaturierung ist noch
nicht vollstdndig entschlisselt. Es wird vermuten, dass aufgrund seiner drei Amin-Gruppen, das Gdn*-
lon Wechselwirkungen mit den Amid-Gruppen des Peptids eingeht, welche maRgeblich fiir die Faltung

verantwortlich sind. Diese Interaktionen zwischen dem Kation und den Amiden des Peptids fiihren zur
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einer Reduktion der Wechselwirkung zwischen den Peptid-Ketten und letztendlich zur Denaturierung

des Peptid-Aggregats./?33!
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Abbildung 21: Untersuchung der Konjugat-Stabilitit durch Degradierung der Konjugat-Aggregate mittels GdnHCI. Dabei
wurden die Konjugate 1-3 und 8-10 in Abhdngigkeit von der Salzkonzentration (1-6 M) an dem CD-Spektrometer gemessen.
Die Datenpunkte bei 222 nm der jeweiligen Spektren wurden verwendet und gegen die Salzkonzentration aufgetragen.

Die Konjugate wurden in einer Mischlosung aus MeCN und MQ-Wasser (5/95, v/v) mit einer
Salzkonzentration von jeweils 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 M GdnHCI gel6st bzw., da es hier ebenfalls zu
Loslichkeitsproblemen kam, suspendiert. Die jeweiligen Proben wurden anschlieBend ebenfalls am CD-
Spektrometer analysiert. Da das Konjugat 7 und die Dileucin-Konjugate 4-6 in der CD keine oder eine
sehr schwache B-Faltblatt-Entwicklung zeigten (siehe Kapitel 3.1.2.2), wurden sie in diesem Experiment
nicht berilicksichtigt. Um das Denaturierungsverhalten der Konjugate im Vergleich zur
Salzkonzentration zu untersuchen, wurden die Datenpunkte bei 222 nm der jeweiligen CD-Spektren

gegen die Konzentration des Salzes aufgetragen (siehe Abb. 21).

Die Analyse der Degradierungsstudie zeigen zum Teil unerwartete Ergebnisse. Das Spektrum sollte wie
folgt aussehen: Da ein Anstieg der GdnHCI-Konzentration eine Zerstérung der Konjugat-Aggregation
bewirkt, sollte die Intensitdt der Datenpunkte bei 222 nm stetig sinken, d.h sich in Richtung null [6]
bewegen. Konkret fiir die hier entwickelten Konjugate bedeutet es, dass die B-Faltblatt-Strukturin eine
ungeordnete Struktur denaturiert wird. Wie in der Abb. 20 zu sehen, ist sogar ein gegenteiliger Trend
zu erkennen. Zunachst zeigten die PPMKs 1, 8 und 10 bei Erhéhung der Salzkonzentration nahezu keine
Veranderung im Aggregationsverhalten. Dies lasst darauf schlieRen, dass Konjugate, ob nun in Form
eines Pfropf- oder eines Block-co-Konjugats mit nur einer Pentaleucin-Einheit, keine starken
intermolekularen Wechselwirkungen und somit kaum Sekundarfaltung entwickeln. Wie bereits bei den
CD-Analysen ohne GdnHCI erlautert (siehe Kapitel 3.1.2.2) scheint der ungeordnete Anteil dieser
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Strukturen zu Uberwiegen. Sie sind demnach nicht fir die Anwendung als Drug-Delivery-Vehikel oder

gar fiur die Entwicklung von Hydrogelen geeignet.

Auf der anderen Seite zeigen die multivalenten Konjugate 2 und 3 den unerwarteten Trend. Entgegen
den vorhin beschriebenen Erwartungen gehen die Daten in die entgegengesetzte Richtung. Die
Intensitat nimmt mit steigender GdnHCI-Konzentration zu. Schlieflich erreicht das Dimer 2 bei 6 M
GdnHCI einen Wendepunkt, bei der die Peptidfaltung vollstandig aufgebrochen wurde. Dies ist am
letzten Datenpunkt, der fast auf null [B] zurickfallt, erkennbar. Im Falle des Konjugats 3 wurde dieser
Punkt gar nicht erreicht. Stattdessen nahm die Peak-Intensitdt ebenfalls mit Erhohung der
Salzkonzentration bis zu 6 M zu. Interessanterweise zeigte das freie Pentaleucin 9 bei Zugabe von 1 -
3 M GdnHCl einen positiven Cotton-Effekt, welcher auf eine sich bildende Peptidfaltung
zurlickzufihren ist. Nach 4 M Salz sinkt die Kurve wieder auf den vorherigen Wert von ca. 0 [8]. In

diesem Fall scheint die Zugabe einer geringen Menge GdnHCl die Aggregation fordert.

Eine Erklarung flr diese Daten kdnnte die schwache Ldslichkeit der Strukturen sein. Durch den hohen
Anteil an hydrophoben Seitenketten der Konjugate 2 und 3, konnten beide nicht in dem fiir die CD-
Messungen verwendeten Wasser-Acetonitril-Gemisch vollstdndig gelost werden. Da davon
ausgegangen werden kann, dass nur die in Losung befindlichen Aggregate von der Messung erfasst
werden kénnen, konnte die Erhéhung der Salzkonzentration zu einer schrittweisen Entzerrung der
Sekundarstrukturen flhren, die Gberwiegend durch intermolekulare Interaktionen gebildeten wurden.
Die in Losung gebrachten Konjugate waren somit durch das Gerdt detektierbar. Die beiden
multivalenten Konjugate 2 und 3 kdnnen dariiber hinaus noch intramolekulare Wechselwirkungen
eingehen. Im Hinblick auf die erhohte geloste Material-Konzentration, kdnnte die steigende
Nachweisbarkeit der intramolekularen [B-Faltblatt-Strukturen die Zunahme der Peak-Intensitat

erklaren.

Weitere Indizien finden sich bereits in der Literatur. Einige Studien beschreiben eine Resistenz
gegeniiber der Denaturierung von Peptiden durch das Gdn*-Kation.!?*¥ Dies wurde insbesondere an
hydrophoben Membranproteinen und spezifisch an Poly-L-Leucin oder Poly-L-Phenylalanin
beobachtet.[?*>23¢] Eine mogliche Erkldrung wire die Vernetzung oder Komplexierung der Peptide
durch die drei Amin-Funktionalitaten des Kations. Dies wiirde das naturierte Stadium des Peptids
erhalten oder sogar induzieren. Dieser Effekt wurde bei der Verwendung einer niedrigen Gdn*-

Konzentration beobachtet.?3”!

Diese Erkenntnis konnte die plotzliche Ausbildung einer Peptidfaltung des Pentaleucins 9 bei der
Zugabe von 1 M GdnHCI erkldren (siehe Abb. 22). Ohne das Salz liegen die Pentaleucin-Ketten frei in

der Losung vor (Abb. 21a). Die geringe Menge an Kation (in der Abb. blau eingekreist) fiihrt zu einer
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Vernetzung von zwei oder mehr Peptid-Ketten, die durch die rdumliche Anndherung intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kénnen (Abb. 22b). Dies fiihrt zu einer Aggregation des
Materials, welche optisch durch eine Triibung der Lésung bestatigt werden kann. Da die CD-Messung
einen unnatdirlichen Verlauf annimmt (der Peak nimmt positive [8]-Werte an und nicht negative), ist
die Art der gebildeten Peptidfaltung, also B-Faltblatt- oder a-Helix-Struktur, nicht eindeutig. Bei einer
hohen Konzentration an Salz (laut CD ab 4 M GdnHCI) herrscht ein Uberschuss an Gdn* (Abb. 22c). Die
Kationen blockieren alle oder einen tberwiegenden Teil der Amid-Gruppen und verhindern auf diese
Weise die Ausbildung der intermolekularen Wechselwirkungen. An dieser Stelle werden die Aggregate

wieder aufgebrochen.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der durch GdnHCl induzierten Aggregation des Pentaleucin-Konjugats 9. Vermutlich
fiihrt eine geringe Konzentration des Salzes zu einer Vernetzung der Peptid-Ketten (b), die bei der réumlichen Annéherung
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden und anschliefSend aggregieren. Ab einer Konzentration von 4 M Salz wird diese
Aggregation wiederum aufgebrochen (c), indem ein Uberschuss an Gdn*-Kation an die Peptide konjugieren und so
intermolekulare Wechselwirkungen verhindern.

Doch die Konjugate 2 und 3 entwickelten bereits ohne Zugabe des Salzes Sekundarstrukturen. Laut
der CD-Messung scheint das GdnHCl die Ausbildung weiterer Peptidfaltungen zu unterstitzt. Die
Hypothese lautet demnach: Je mehr Salz, desto mehr B-Faltblatter werden gebildet. Ob dies der Fall

ist, muss in weiteren Experimenten untersucht werden.

3.1.2.4 Verifizierung der Léslichkeitsstudie durch Thioflavin T

Thioflavin T (ThT) ist ein Farbstoff, der haufig zur Bestimmung des Vorkommens von Amyloid-Fibrillen
verwendet wird.?*® Amyloid-Fibrillen sind missgebildete Polypeptide, die durch genetische Fehler
verursacht werden. Sie werden mit einer Reihe von Krankheiten in Verbindung gebracht, wie z. B. der
Alzheimer-Krankheit und Typ-2-Diabetes.!?*®! Vermutlich sind strukturelle Merkmale der Amyloid-
Fibrillen wichtig fur die Bindung von ThT. So wird angenommen, dass Amyloid-Fibrillen eine
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einheitliche Sekundarstruktur mit einer charakteristischen Anordnung von zusammenhangenden -
Faltblatt-Polypeptidketten enthalten.?*® Die minimale Bindungsstelle des Farbstoffs auf der Fibrillen-
Oberflache soll dabei vier aufeinanderfolgende B-Stringe iiberspannen.?*® Wegen seiner Affinitat zu
B-Faltblattern, unabhangig davon ob sie bei Amyloid-Strukturen oder bei anderen Peptiden auftreten,
wird der Farbstoff bevorzugt zu dessen Bestimmung eingesetzt. Die Detektion basiert auf den
Fluoreszenzeigenschaften von ThT. Freies ThT fluoresziert schwach mit Anregungs- und
Emissionsmaxima bei 350 bzw. 440 nm. Bei Interaktion mit Amyloid-Fibrillen wird eine deutlich
verstarkte ThT-Fluoreszenz mit Anregungs- und Emissionsmaxima bei etwa 450 bzw. 482 nm

beobachtet.!?*!

Wegen dem unerwarteten Verlauf der CD-Messungen und die damit aufkommenden Fragen zum
Auftreten von B-Faltblatt-Strukturen nach GdnHCI-Zugabe, wurden ThT-Bindungsstudien an den
Leucin-PPMKs 2, 3 und 9 durchgefiihrt. Dafiir wurden die fiir die CD-Spektroskopie verwendeten
Konjugat-GdnHCI-Losungen in 96-Well-Polystyrol-Mikrotiterplatten pipettiert. Eine Losung aus ThT in
MQ-Wasser wurde zu den Konjugat-Salz-Mischungen zugegeben, wodurch sich eine Farbstoff-
Endkonzentration von 10 uM ergab. Nach 24 h Schiittelzeit wurden die Mischungen auf einem
Fluoreszenz-Mikroplatten-Reader analysiert. Die Fluoreszenzintensitdt wurde gegen die GdnHCI-

Konzentration aufgetragen (siehe Abb. 23).

1
7l I
30 /o — a4 |
oy B |
25 s N el ,,’ :;‘6- |
= 1=
= ThT o |5, !
@ s lo
=204 1
8 /’, :84_ 1
= # ¥ I
IN
g & :
[ = I N
) ’ I |
N 4 | @2+ !
2 10 I g %Rl
- TR s . I :
™ 3 . 1 ’-__-___________4:‘—‘-‘-—_._*}1_-_-_ I
s | o] s I =
| \!| ! :
10 i * ‘ | ' : : 3
| T T T g T T i 0 1 2 3 |
1
S S SN .. S GdnHCI [M] |
L€ o o L 1

Abbildung 23: ThT-Bindungsstudien zur Bestimmung der 8-Faltblatt-Ausbildung wdhrend der Degradierung durch GdnHCI.
Untersucht werden die multivalenten Konjugate 2, 3 und das freie Pentaleucin 9. Zur besseren Ubersicht iiber die Ergebnisse
des Dimer- und des Pentaleucin-Konjugats, wurde der Ausschnitt zwischen 0 und 3 M GdnHCl zusditzlich vergréfSert dargestellt.
(Messung in Triplikaten, Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.)

Wie in der Abb. 22 zu erkennen ist, zeigen die ThT-Bindungsstudien von Konjugat 2 und 3 nach Zugabe
von GdnHCl eine Reduktion an pB-Faltblatt-Ausbildung. Dies ist erkennbar an der fallenden
Fluoreszenzintensitdat mit Erhéhung der Salzkonzentration. Aufgrund der zusatzlichen Peptid-Einheit

im Trimer-PPMK, ist die Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zum Dimer etwa flinfmal héher. Das
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Konjugat ist demnach in der Lage eine groRere Anzahl an sekundaren Strukturen auszubilden, die zum
vollstdndigen Aufbrechen wiederum mehr Salz benétigen. Laut Fluoreszenzmessung wurde
Sekundarfaltung des Dimers 2 nach der Zugabe von 2 M Gdn* und die des Trimers 3 nach Zugabe von
4 M Salz vollstandig aufgebrochen. Erkennbar ist dies an der Fluoreszenzintensitat, die einen Wert von
ca. null einnimmt. Das Pentaleucin zeigt nach Zugabe von 1 M Salz eine Erhéhung der Intensitat, welche
ab 2 M wieder auf den urspriinglichen Wert herabsinkt. Letzteres stimmt mit den Ergebnissen der
Degradierungs-CD-Messung (iberein. Damit konnte die oben beschriebene Hypothese (siehe Kapitel
3.1.2.3) bestdtigt werden. Demnach bildet das freie Pentaleucin nach Zugabe einer geringen
Konzentration Gdn* Faltblatt-ahnliche Strukturen aus. Diese sind auf die komplexierende Wirkung des
Kations zuriickzufiihren. Bei Uberschreitung einer kritischen Salzkonzentration werden die Bindungen

zwischen den Peptidketten wieder gebrochen und das Strukturnetzwerk 16st sich auf.

Bei den beiden multivalenten Konjugaten wird die chaotrope Wirkung des Guanidin Salzes durch die
Bindungsstudie bestatigt. Diese Ergebnisse widersprechen denen der CD-Messungen. Wahrend die
CD-Spektroskopie mit Zunahme der Salzkonzentration eine Zunahme der Sekundarfaltung
vorausgesagt hat, zeigen die Bindungsstudien eine Abnahme. Eine Vermutung wird in Abb. 24 anhand

des Dimers graphisch dargestellt.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der durch GdnHCl aufgebrochenen Aggregation des Dimer-Konjugats 2. Ohne Zugabe
des Salzes befindet sich nahezu das gesamte Material in einem kollabierten aggregierten Zustand (Ausbildung von inter- und
intramolekularen Wechselwirkungen) (a). Nach Salz-Zugabe (1 M) wird die Aggregation nach und nach aufgebrochen, indem
einzelne Konjugat-Molekiile abgespalten werden. Diese sind in der Lage intramolekulare Wechselwirkungen auszubilden (b).
Bei Erh6hung der Gdn*-Konzentration befinden sich die Konjugate ausschlieflich in Lésung, wobei ein Teil weiterhin 8-
Faltblatt-Strukturen ausbilden kénnen und der andere Teil durch das Kation komplexiert keine Sekunddrstruktur mehr aufweist
(c). Letzteres Stadium wird ab 6 M Salz erreicht. Der Uberschuss an Kation fiihrt zu einer vollstéindigen Spaltung der inter- und
intramolekularen Aggregate (d).
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Basierend auf den ThT-Ergebnissen, wird eine schrittweise Abnahme der gebildeten
Sekundarstrukturen mit Zugabe des Salzes angenommen. Ohne das GdnHCl findet die Vernetzung liber
inter- und intramolekulare Interaktionen statt (Abb. 24a). Aufgrund der starken hydrophoben
Wechselwirkungen befindet sich ein Gberwiegender Teil des Materials in einem kollabierten Zustand,
wobei nur eine geringe Konzentration in der Losung vorliegt. Dieses geloste Material kann von dem
CD-Spektrometer detektiert werden. Bei Zugabe einer geringen Menge Gdn* (1 M, Abb. 24b), werden
zunachst die intermolekularen Wechselwirkungen gebrochen, wobei einige Konjugate nun
ungebunden sind und intramolekulare Interaktionen ausbilden kénnen. Da die einzelnen Konjugat-
Molekile nun frei in Losung vorliegen, konnen sie von dem CD-Spektrometer detektiert werden. Die
Peak-Intensitat steigt und zeigt eine vermeintliche Zunahme an B-Faltblatt-Strukturen an. Mit stetiger
Zugabe des Salzes (2 — 5 M, Abb. 24c) wird die Vernetzung immer weiter aufgeldst, wobei einzelne
Molekile in den geldsten Zustand libergehen. Diese werden wiederum vom CD-Spektrometer erfasst
und die Peak-Intensitdt steigt weiter an. Da die Ausbildung der B-Faltblatt-Strukturen laut ThT-
Bindungsstudie mit der Erhohung der Salzkonzentration weiter zerfillt, werden einige Konjugat-
Molekiile vermutlich durch das Gdn*-Kation komplexiert, wobei diese keine Sekundarstruktur mehr
ausbilden kénnen. Dieses Stadium wird laut CD final bei 6 M Salz erreicht (Abb. 24d). Es herrscht ein
Uberschuss an Kationen, welche die Konjugate an der Ausbildung der Peptidfaltung hindern. Die

Sekundarstrukturen werden vollstandig aufgebrochen.

Der Grund, weswegen der vollstindige Bruch der Aggregate laut Bindungsstudie bereits bei
niedrigeren Konzentrationen erfolgt, als bei der CD-Messung, konnte auf die Bindungsaffinitat des
Thioflavin T-Farbstoffs zurlickzufiihren sein. Laut Studien geht der Farbstoff eine Bindung mit minimal
vier B-Strangen ein.?%% Erst in diesem Zustand verindert sich das Fluoreszenzspektrum des Farbstoffs.
Da das Dimer, aber nur zwei und das Trimer drei Peptid-Einheiten tragt, kann das ThT keine
vollstandige Bindung mit den Konjugaten, die frei in Losung vorliegenden, eingehen. In diesem Fall
wird die Ausbildung der Sekundarfaltung falschlicherweise nicht detektiert. Kombiniert man die
Ergebnisse aus beiden Studien, den Gdn*- und den ThT-Studien, kann davon ausgegangen werden,
dass das Dimer bei 2 - 5 M GdnHCI ausschlieRlich intramolekulare Wechselwirkungen ausbildet und

das Trimer ab 4 M.

3.1.2.5 Bestimmung der kritischen Aggregationskonzentration durch Thioflavin T

Ein weiterer Parameter, der fir die Selbstassemblierung von Biomolekilen wichtig ist, ist die
Konzentration. Analog zu den Tensiden, bei der die kritische Mizellenkonzentration bestimmt wird,

findet die Selbstassemblierung von Peptid-Konjugaten abhangig von der Konzentration statt. Dabei
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liegen die Konjugate unterhalb der kritischen Aggregationskonzentration (KAK) in der monomeren
Form vor. Wahrend und oberhalb der KAK beginnen die Konjugate sich zu Aggregaten anzuordnen. Der
KAK-Wert ist ein wichtiger Wert zur Abschdtzung der bei der Aggregatsbildung beteiligten

Bindungsenergie und Bindungskinetik.[2*?

Die Bestimmung der KAK der Leucin-PPMKs fand ebenfalls unter der Verwendung des Farbstoffs ThT
statt. Es ist eine gangige Methode, bei der das ThT unterschiedlichen Konzentrationen der B-Faltblatt-
induzierenden Peptide beigemengt wird.**! Die Auswertung erfolgt durch Bestimmung der
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Konjugat-Konzentration. Hierfir wurden
Stammlésungen der Konjugate hergestellt und auf Konzentrationen von 0.5, 0.25, 0.125, 0.063,
0.0313, 0.0156, 0.0078 und 0.0039 mg ml*verdinnt. Die Lésungen wurden in 95-Well-Mikroplatten
pipettiert, gefolgt von der ThT-Losung, so dass die endgiiltige ThT-Konzentration in jeder Probe 10 pM

betrug. Die Platte wurde Uber Nacht geschittelt und anschlieBend am Fluoreszenzspektrometer

analysiert.
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Abbildung 25: Bestimmung der Kritischen Aggregationskonzentration der verzweigten PPMKs 1, 2, und 3 und den linearen
PPMKs 8 und 9 mittels Bindungsstudien mit Thioflavin T. Der Ausschnitt zwischen der Fluoreszenzintensitdt 0 und 0.5 wurde
zusdtzlich vergréfSert dargestellt. (Messung in Triplikaten, Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.)

Die Fluoreszenzmessungen zeigen deutlich die um ein Vielfaches erhohte Aggregation der Konjugate

mit mehreren Pentaleucin-Ketten im Vergleich zu den Konjugaten mit einer Pentaleucin-Einheit (siehe
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Abb. 25). Das verzweigte Konjugat 1 und die lineare Struktur 8 mit jeweils einer Peptideinheit weisen
einen dhnlichen Kurvenverlauf auf. Beide Strukturen beginnen etwa bei etwa 0.2 mg ml?
Sekundarstrukturen auszubilden. Da wie bereits beschrieben das ThT vier Faltblatt-Strange zur
Bindung benétigt??, liegt der wirkliche KAK-Wert vermutlich bei etwas niedrigeren Konzentrationen.
Dennoch zeigt sich ein deutlicher Trend, dass die Erhohung der Peptid-Anzahl Auswirkungen auf das
Aggregationsverhalten der Konjugate hat. Die beiden multivalenten Konjugate 2 und 3 bilden etwa
bereits bei der niedrigsten gemessenen Konzentration (bei ca. 40 pg ml?) héher geordnete Strukturen
aus. Eine KAK kann bei den Strukturen demnach nicht bestimmt werden. AuBerdem zeigt der Vergleich
zwischen den verzweigen PPMKs einen deutlichen Anstieg an Aggregation mit der Multivalenz. Bei
einer Konzentration von 1 mg ml? steigt die Fluoreszenzintensitidt von Unimer zum Dimer auf das
zehnfache und vom Unimer zum Trimer sogar um das ca. 45-fache. Ein moéglicher Grund dafiir ist, dass
die multivalenten Konjugate inter- und intramolekularen Wechselwirkungen ausbilden kdnnen, die zu
wenigen groRen Aggregaten anstatt zu vielen kleinen Aggregaten fiihren. Uberraschenderweise zeigt
die freie Leucinkette 9 mit Erhohung der Konzentration keine Verdnderung im Aggregationsverhalten.

Die Fluoreszenzintensitat zeigt bei allen Messpunkten keine Veranderung.

Zusammenfassend konnte ein Zusammenhang zwischen dem Aggregationsverhalten und der Struktur
der Konjugate festgestellt werden. Die multivalenten Konjugate, das Dimer 2 und das Trimer 3, bilden
bereits bei geringen Konzentrationen B-Faltblatt-Strukturen aus. Diese lassen sich zum einen durch die
hohe Hydrophobie von Leucin erkldren, die geldst in Wasser die Anndherung der Peptidketten und
damit die Ausbildung der Wasserstoffbriicken beglinstigt. Andererseits werden diese Effekte durch
eine Erhohung der Valenz verstarkt. Konkret tragen neben den intermolekularen Wechselwirkungen
auch die intramolekularen eine Rolle zur Bildung von Aggregaten bei. So zeigten die GdnHCI-Studien,
dass die Zugabe von Gdn* zunidchst die intermolekularen Interaktionen aufbricht, wobei einzelne
Konjugatmolekile freigesetzt wurden. Diese waren (iber intramolekulare Wechselwirkungen trotzdem
in der Lage Sekundarstrukturen auszubilden. Im Vergleich dazu sind monovalente Konjugate mit einer
Pentaleucin-Einheit nur fahig intermolekular induzierte Sekundarstrukturen auszubilden. Das
verzweigte Konjugat 1 und das Block-co-Konjugat 8 zeigen zwar eine konzentrationsabhangige
Aggregation ab 0.2 mg ml?, dennoch deuten die Ldslichkeitsstudien mit GdnHCl auf schwache
Wechselwirkungen zwischen den Sekundarstrukturen hin. Bestatigt werden diese Ergebnisse durch die
CD-Spektroskopie. Diese Konjugate, sowie das freie Pentaleucin 9 und das PEG-Pentaleucin-Konjugat
10 zeigen neben einer schwachen B-Faltblatt-Ausbildung eine deutliche ungeordnete Komponente.
Interessanterweise zeigte das Leus-Konjugat die Ausbildung einer Sekundarfaltung nach Zugabe von
1 M Gdn*-Salz, welches auf die Fahigkeit des Kations Komplexe zu bilden, zurlickzufiihren ist. Ebenso

wie die linearen Konjugate, zeigen die Pfropf-co-PPMKs mit Dileucin als Peptideinheit anhand der CD-
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Spektren, dass die Kettenlange mit zwei Leucin-Einheiten zum Aufbau einer Sekundarstruktur
moglicherweise ausreicht. Dennoch besitzen die Konjugate ebenfalls tber einen Uberwiegend
ungeordneten Strukturanteil, der eine Aggregatsbildung verhindern konnte. Auch konnte die
Hypothese des Sekundarstruktur-induzierenden Einflusses der Riickgrat-Amide auf die Gesamtstruktur
nicht bestéatigt werden. Des Weiteren zeigt die CD-Messung, dass eine statistische Verteilung der
Leucin-Bausteine, wie sie bei Konjugat 7 vorzufinden sind, nicht zu der Ausbildung einer
Sekundarstruktur fihrt. Aufgrund dieser Erkenntnisse scheinen nur die Konjugate 2 und 3 fiir weitere

Anwendungen als Nanopartikel oder Makrogele geeignet zu sein.

3.1.3 Gezielte Formulierung der PPMK-Aggregate fiir Biotechnologische Anwendungen

Das allumfassende Ziel der Arbeit ist die Formulierung wohldefinierter Aggregate, welche durch die
Kontrolle tGber das Herstellungsverfahren erzeugt werden. Konkret bedeutet es, Parameter gezielt zu
verandern, um groRe Makroaggregate zur Anwendung im Bereich des Tissue Engineering oder kleine
Nanoaggregate zu generieren, die als Drug-Delivery-Vehikel eingesetzt werden kdnnten. Hierzu soll
der Vernetzungsgrad, also das Verhaltnis zwischen inter- und intramolekularen Interaktionen
kontrolliert werden. Zur Herstellung von den hochgradig vernetzten Makrogelen werden demnach
Uberwiegend intermolekulare Wechselwirkungen gefordert (siehe Abb. 26a). Andersherum werden
zur Synthese von Nanogelen die intermolekularen Wechselwirkungen zu Gunsten von
intramolekularen aufgebrochen, sodass Nanopartikel durch die Assemblierung von einigen wenigen
Konjugaten stattfindet (Ausbildung von inter- und intramolekularen Wechselwirkungen) (siehe Abb.
26b). Finden nur noch intermolekulare Wechselwirkungen statt (siehe Abb. 26c), kann das

Einzelmolekil-Aggregat ebenfalls zum Wirkstofftransport eingesetzt werden.
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Abbildung 26: Darstellung der drei méglichen Aggregatsbildungen am Beispiel der Selbstassemblierung des Trimers 5. Dabei
kann nach kontrolliertem Herstellungsverfahren entweder ein Makrogel erzeugt werden, bei dem (iberwiegend
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intermolekulare Wechselwirkungen gebildet werden (a), oder Nanogele, die durch die Bindung weniger Konjugate generiert
werden kénnen (b). Hierbei finden vermutlich zu gleichen Teilen inter- und intramolekulare Wechselwirkungen statt. Ebenfalls
mdglich ist die Generierung von Einzelmolekiil-Aggregaten, welche nur (iber intramolekulare Bindungen assemblieren (c).

Da die beiden multivalenten Konjugate 2 und 3 in den Studien zum Aggregationsverhalten eine
eindeutige Ausbildung von [B-Faltblatt-Strukturen gezeigt haben, werden sie zur Herstellung der
Aggregate verwendet. Im Folgenden wird die Synthese der Makrogele und der Nanogele diskutiert.
Der Nachweis liber die ausschlieBliche Bildung von Einzelmolekiil-Aggregaten hat sich dagegen als
schwierig erwiesen. Grund dafir ist die niedrige kritische Aggregationskonzentration (KAK) dieser
Konjugate. Wie die Studien zur KAK mit ThT gezeigt haben, bilden die Konjugate 2 und 3 bereits bei
der niedrigsten gemessenen Konzentration von 0.0039 mg ml?, demnach bei einer Molaritit von ca.
1.2 nM fiir das Dimer und ca. 0.8 nM fiir das Trimer, Aggregate. Die Analysemethoden, mit denen das
Auftreten von Einzelmolekiil-Aggregaten bestimmt werden kann (z.B. NMR), sind nicht sensitiv genug
flr diese geringen Materialmengen und wurden demnach verworfen. Auch die Verwendung von ThT
ist hierfir nicht sinnvoll, da die fiir die Bindung bendétigten vier Faltblatt-Strange bei einem Konjugat-
Molekil nicht gegeben ist. Eine Moglichkeit ware auf andere B-Faltblatt-bindenden Farbstoffsysteme

zurlickzugreifen, die an hochstens zwei Faltblatt-Strangen binden.

3.1.3.1 Formulierung und Analyse von PPMK-Organogelen

Peptid-basierte Gele sind wegen ihrer Eigenschaft zur Selbstassemblierung eine der wichtigsten
Produkte zur Anwendung im Wirkstofftransport*** oder im Tissue Engineering.3% Aufgrund ihrer 3D-
vernetzen Matrix sind sie in der Lage Wirkstoffmolekile einzuschlieBen und diese Uber einen
bestimmten Zeitraum sukzessiv abzugeben.®) Des Weiteren dienen sie zur Herstellung von
Gewebeimitaten als Geriist fiir die Kultivierung von kérpereigenen Zellen.'3" Unter anderem
entscheidend fur die erfolgreiche Abgabe des Wirkstoffs oder der Zellkultivierung ist der Grad der
Vernetzung. Sie gibt an wie por6s oder steif/stark das Gelmaterial ist. Der Vernetzungsgrad kann dabei
durch Verdnderung der Peptidkonzentration, der lonenstirke oder des pH-Werts angepasst
werden.”* Eine andere Methode ist die Kombination von Peptiden mit unterschiedlichen
Kettenldngen. Hier haben Studien von Boothroyd et al.?**! und Scelsi et al.?*®! gezeigt, dass die Starke
eines aus kurzen Peptiden generiertes Gel, durch Zugabe des Peptids mit gleicher Sequenz, aber der
doppelten Lange, erhéht wird. Demnach hat das langere Peptid einen Einfluss auf das gesamte
Gelnetzwerk, indem es den Vernetzungsdichte steigert. Des Weiteren werden Peptide als Vernetzer in
Polymerhydrogelen eingesetzt. Verwendet werden kurze Peptid-Sequenzen mit hydrophoben
Aminosiuren, die s.g. niedermolekularen Gelierer (engl. low-molecular-weight gelators, LMWG)™*3%
1361 die mittels der hydrophoben Wechselwirkungen eine gerichtete Anordnung der Peptidketten

gewahrleisten.[}4"!
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Aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen der Pentaleucin-Ketten und die daraus resultierende
Aggregation zu B-Faltblatt-Strukturen, haben die in dieser Arbeit synthetisierten Konjugate das
Potenzial als LMWGs eingesetzt zu werden. Die Bestimmung der Gel-Stiarke erfolgte dabei
typischerweise mit Hilfe des Rheometers. Die wichtigste rheologische Methode zur Charakterisierung
von Hydrogelen ist die oszillatorische Scherung bei kleiner Amplitude. Hierflir wird eine kleine
Probenmenge (<1g) zwischen parallelen Scheiben oder einem Kegel und einer Scheibe platziert,
welche durch eine kleinamplitudige Drehschwingung einen Scherfluss in der Probe erzeugt. Im linear-
viskoelastischen Zustand kann in Abhadngigkeit zu der Frequenz die dynamischen Module G’
(Speichermodul) und G** (Verlustmodul) genutzt werden, um wichtige Aspekte der Gelstruktur (z.B.

den Vernetzungsgrad) und des mechanischen Verhaltens (z.B. den Glasiibergang) abzuleiten.!?*”]

Die Bestimmung der Vernetzungsdichte der Leucin-basierten PPMK-Gele erfolgte liber eine Frequenz-
Sweep-Messung, bei der das Speichermodul G’ in Abhangigkeit von der Frequenz bei 0.1 bis 100 Hz
gemessen wurde (Abb. 26). Vom medizinischen Standpunkt aus ist die Verwendung von Hydrogelen,
also in Wasser gequollene Gele, aufgrund der physiologischen Bedingungen ideal. Da die Leucin-
basierten PPMKs eine schlechte Loslichkeit in Wasser besitzen, wurden die Messungen an Gelen
durchgefiihrt, die in DMSO als Lésungsmittel erzeugt wurden. Die Organogele wurden hergestellt,
indem die Konjugate in DMSO gel6st wurden, bis eine finale Konzentration von 25 mM erhalten wurde.
Eine vollstdndige Loslichkeit wurde durch Erwadrmen auf ca. 80° C erreicht. Die heilen Konjugat-
Losungen wurden anschliefend in einen Spritzenbehalter mit abgeschnittener Spitze Gberfihrt und
flr 24 h senkrecht zur Gelierung fixiert. Die zylinderférmigen Gele wurden dann mit dem Kolben aus
der Spritze herausgedriickt und auf die Rheometer-Messplatte aufgetragen (siehe schematische
Darstellung der Vorgehensweise in Abb. 27a und die damit erzeugten Gele in Abb. 27c). Da sich bei
diesem Vorgang Teile des Gels durch Vibration oder Druck verformen, wurde das Gel noch eine weitere
Stunde auf der Platte belassen, bevor die Messung gestartet wurde. Wie in Abb. 26d zu sehen, besitzen
die PPMK 2 und 3 eine hohe Gelstarke mit Speichermodulen G” von 10 bzw. 20 kPa. Dass das Trimer
im Vergleich zum Dimer eine hohere Gelstiarke aufweist, entspricht den Erwartungen, da die
zusatzliche Pentaleucin-Einheit zu einer dichteren Vernetzung des Gels fihrt. Allerdings ist interessant,
dass das die Anbringung der dritten Peptidkette insgesamt zu einer Verdopplung der Gelstarke fiihrt.
Mit diesen Werten gehoren die beiden PPMK-Gele zu den hoherviskosen Peptid-Gelen. Die
mechanischen Eigenschaften von Peptidhydrogelen liegen typischerweise im Bereichvon G'=7 Pa-4
kPa.l?*8l Zum Vergleich, Studien am Dipeptid Fmoc-LL zeigten sogar nur Speichermodule von G’ = 1
Pa.l?**l Die Messungen wurden bei einer Peptidkonzentration von 10 mM durchgefiihrt, dennoch zeigt
dies deutlich, dass die Lange der Peptidkette und die Valenz einen deutlichen Einfluss auf die Gelstarke

besitzt. Weitere Experimente mit reinen Leucinketten wurden aufgrund der Loslichkeitsdefizite nicht
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hergestellt. Stattdessen wurden Polypeptide durch die Kombination von Leucin mit einer polaren
Aminosaure, z.B. Lysin, synthetisiert. Durch den liberwiegend ungeordneten Teil der Polylysin-Kette,
konnten hier ebenfalls nur Viskositidten von G" = 100 Pa (bei 8 mM Konzentration) erreicht werden. 2"
Anders sieht es bei dem Dipeptid Fmoc-FF aus, welches ausgelost durch m-m-Wechselwirkungen
ebenfalls B-Faltblatt-Strukturen ausbildet. Bei einer Konzentration von 20 mM erzeugt dieses Material
Gele mit einer mechanischen Stirke von G = 10 kPal*® und ist damit mit den hier erzeugten

Konjugaten vergleichbar.

a) b) Konjugat Mischungen
gt M1:2+9 M2:2+10
B et
\ M3:3+9 M4:3+10

Messplatte
_

a = Aquimolares Mischverhiltnis

b = Aquivalent zu # der Pentaleucin-
Seitenketten

d)
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Abbildung 27: Bestimmung der Gelstdrken der PPMK-Gele. Die Speichermodule G* wurden am Rheometer in Abhdngigkeit
von der Frequenz bei 0.1 bis 100 Hz erzeugt. Dabei wurden die Konjugat-L6sungen in vorgefertigten Spritzenbehdltern zu
zylinderférmigen Gelen geliert und auf die Rheometer-Messplatte durch Herausdriicken aufgebracht (a). Es wurden Gele von
den reinen Konjugaten 2 und 3, sowie den Mischungen aus den beiden Konjugaten mit den linearen Pentaleucin-Konjugaten
9 und 10 im definierten Mischverhdltnis hergestellt (b). Bilder, der erzeugten PPMK-(Misch-)Gele (c). Kumulierter Graph aller
gemessenen Gele (d).

Angelehnt an den Studien bei dem die mechanischen Eigenschaften des Peptidgels bei Verwendung
eines Multikomponentensystems eingestellt werden?*>2%¢], wurden in diesen Studien zusatzlich
Mischgele aus zwei verschiedenen PPMK-Konjugaten untersucht. Hierfir wurden die multivalenten

Konjugate 2 und 3 mit den linearen Pentaleucin-Konjugaten 9 und 10 in definierten Verhaltnissen
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vermischt und wie oben beschrieben in DMSO geliert. Wie bei den Monokomponenten-Gelen, betrug
die finale Konzentration der Multikonjugat-Gelen 25 uM. Die Mischungen wurden so hergestellt, dass
immer die gleiche Anzahl an Pentaleucin-Ketten in der Losung vorhanden war, damit sie mit den
Ergebnissen der reinen Konjugate verglichen werden konnten (siehe Tabelle in Abb. 27b). Es wurden
zwei verschiedene Mischungsverhiltnisse untersucht. Zum einen das dquimolare Verhaltnis 1:1, bei
dem 50 % Konjugat und 50 % Pentaleucin-Kette in der Losung vorhanden sind (im Folgenden als
Konjugatmischung MXa deklariert). Zum anderen ein an der Anzahl der Leucinketten angepasstes
Verhaltnis, das bei Verwendung des Dimers ein Verhaltnis von 1:2 und bei Verwendung des Trimers
1:3 betragt (im Folgenden als Konjugatgemisch MXb deklariert). Die Bilder der Mischgele wurden
ebenfalls in Abb. 27c dargestellt.

Im Zuge der Vergleichbarkeit wurden von den reinen Unimer-Konjugaten 1, 9 und 10 ebenfalls Gel-
Ansatzlosungen hergestellt. Diese blieben aber auch nach einer Gelierzeit von 72 h noch flissig. Die
Erklarung firr dafiir liegt auf der Hand: Da pro Molekil nur eine Pentaleucin-Kette vorhanden ist, kann
es keine Vernetzung und damit kein stabiles dreidimensionales Gelgeriist aufgebaut werden. Zur
erfolgreichen Gelierung misste moglicherweise eine viel héhere Peptidkonzentration eingesetzt
werden, wie sie bei der Studie von Scelsi et al.?*®! Verwendung findet. Hier konnten Gele mit dem
Peptid SFFSF-NH; Gele bei Konzentrationen zwischen 113 —322 mM (0.7 — 2 Gewichts-%, w/v) erhalten
werden. Interessant ist, dass die Mischkonjugate M1b und M3b ebenfalls nicht geliert sind. Die
dquivalente Zugabe des Pentaleucins 9 zu der Anzahl der Peptid-Einheiten des jeweiligen Konjugats
fihrt demnach zu einem vollstandigen Bruch des Konjugat-Netzwerks. Erstaunlicherweise tritt diese
Folge bei der Zugabe des Polymer-Peptid-Konjugats 10 nicht auf. Die Tatsache, dass eine Gelierung bei
gleicher Menge PEG-Leus moglich ist, ist auf das erhohte Quellverhalten der PEG-Kette

zuriickzufiihren, die in solchen Féllen oft als Additiv zur Unterstiitzung der Gelierung zugesetzt wird.[?>!

Die starksten Mischkonjugat-Gele wurden aus dem Trimer und dem jeweiligen Oligoleucin-Konjugat
im Verhaltnis 1:1 erhalten (M4a und M3a). Diese haben dhnliche Speichermodule von G" =4 - 5 kPa
und sind damit 4-5-mal schwacher als die Gele aus dem reinen Trimer-Konjugat. Danach folgen die
Dimere im Verhéltnis 1:1, wobei M1a eine Starke von 1500 Pa (ca. 7-mal schwacher als das reine
Dimer-Gel) und M2a eine Starke von 500 Pa (20-mal schwacheres Gel im Vergleich zum reinen Dimer)
aufweist. Die schwéachsten messbaren Gele sind die Konjugate in Kombination mit dem PEG-Leus in

einem Verhaltnis von 1:2 bei M2b bzw. 1:3 bei M4b mit 200 Pa und 70 Pa.

Zusammengefasst bilden die Trimer-Mischkonjugat-Gele starkere Gelstrukturen aus als die

Mischkonjugat-Gele mit dem Dimer. Auch hier lasst sich der héhere Vernetzungsgrad durch die
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zusatzliche Leucin-Kette erkldaren. Insgesamt ist ein deutlicher Trend bei den Mischungen sichtbar
(siehe Abb. 28 am Beispiel des Trimers): Bei geringer Zugabe der kurzen Peptidketten wird das
Netzwerk teilweise aufgebrochen, was sogleich die Viskositdt des Gels erhoht. Ist die Anzahl der
Peptidketten dquivalent zu der Anzahl der konjugierten Leucin-Ketten so ist die Gelstruktur entweder
sehr schwach vernetzt (wie bei M4b, wobei hier nicht untersucht wurde, ob eine Gelierung durch
Peptid-Wechselwirkung zustande kommt oder durch die Gel-induzierten Eigenschaften des PEG-
Polymers) oder es kommt zu einem vollstandigen Bruch, sodass keine Gelierung erfolgen kann (siehe
M1b und M3b). Natdrlich ist der Verlust der Gelstarke auch darauf zuriickzufiihren, dass multivalente
Molekile durch Monovalente ersetzt werden. Folglich wird die Menge der Vernetzer-Molekiile in der
Mischung und somit auch die Vernetzungsdichte reduziert. Bei den Mischungen von 1:2 (beim Dimer)
und 1:3 (beim Trimer) sind folglich zu wenig multivalente Konjugate fiir eine stabile Vernetzung zur
Verfligung. Eine weitere Hypothese ist, dass die Pentaleucin-Ketten die konjugierten Peptidketten

blockieren und diese bei der Wechselwirkung zu anderen Peptid-Einheiten hindern.

Monokonjugat-Gel Multikonjugat-Gel 1:1 Multikonjugat-Gel 1:3
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Abbildung 28: Graphische Darstellung des Gel-Netzwerks am Beispiel des Trimers 3 allein oder als Multikonjugat-Gel mit dem
Pentaleucin 9 (in diesem Fall griin dargestellt) im dquimolaren Mischverhdltnis (1:1, M3a) und im dquivalenten Verhdltnis zu
der Anzahl der Leucin-Seitenketten (1:3, M3b).

Die Untersuchungen der Multikonjugat-Gele haben gezeigt, dass die Gelstdrke der Dimer- und Trimer-
Gele durch Zugabe der reinen Peptid-(Polymer-)Sequenz angepasst werden kann. Unter Verlust des
Vernetzungsgrades kénnen dadurch viskosere Gele von Speichermodulen zwischen G" = 0.7 und 5 kPa
erzeugt werden. Studien haben gezeigt, dass Gele mit einer Starke von <1kPa nicht stark genug sind,
um funktionelle Gewebestrukturen zu imitieren. Steifere Hydrogele mit einer Starke von >10 kPa aber
kénnen gute Kandidaten sein.’?*®! Die Konjugat-Mischungen sind demnach fiir den Einsatz der
Zellkultivierung wenig geeignet. Anders ist es bei den multivalenten Konjugaten. Mit Speichermodulen

von 10 und 20 kPa kdnnten sie zu diesem Zweck eingesetzt werden.
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3.1.3.1 Formulierung und Analyse von PPMK-Nanopartikel

Peptide haben zudem das das Potenzial, intelligente Drug-Delivery-Systeme zu konstruieren. Durch
intermolekulare Wechselwirkungen lagern sich die Peptide zu kolloidalen Partikeln zusammen und
gewahrleisten durch den Aufbau einer Kern-Schalen-Struktur den Einbau von Wirkstoffen im
Partikelinneren.!*?®! Angestrebt werden dabei PartikelgroRen im nanoskalierbaren Bereich von ca. 100
nm. Studien haben gezeigt, dass 100 nm groRe Nanopartikel eine 2.5-fach groRere Aufnahme im
Vergleich zu Partikeln mit einem Durchmesser von 1 um und eine 6-fach gréBere Aufnahme als 10 um
grolSe Partikel aufweisen. Denn zu groRer Partikel werden von 200 nm oder groRer neigen dazu das
lymphatische System zu aktivieren und werden daher schneller aus dem Kreislauf entfernt. Dagegen
scheinen zu kleine Partikel mit GréBen von unter 100 nm ebenfalls wegen dem ungiinstigen Volumen-
zu-Oberfliche Verhiltnis weniger geeignet zu sein.?*? Zudem kdnnen sie wegen der geringen GroRRe
nicht mit einer ausreichenden Menge an Medikamenten beladen werden.?>®! Somit stehen Peptid-
basierte Wirkstofftransportsysteme fir den finalen Einsatz in der Medizin vor gewissen
Herausforderungen. Diese sind: (i) die prazise Kontrolle der PartikelgroRe (wahrend der Herstellung);
(ii) ob sie konsistente Ergebnisse in vivo und in vitro erzielen kdnnen; (iii) ob sie im Vergleich zu freien
Medikamenten eine verlangerte Halbwertszeit im Blutkreislauf haben; und (iv) ob sie eine akute

Immunreaktion oder eine mégliche Toxizitit vermeiden kénnen. Y

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung, ob die Leucin-basierten PPMKs potenziell im Bereich
des Wirkstofftransports eingesetzt werden kénnen, wurde anhand der Kriterien (i) und (iv) beurteilt.
Experimente zur Herstellung der Organogele konnten die Ausbildung Gberdimensionaler Strukturen
bereits bestatigen. Die Frage, die sich folglich gestellt hat, war: Kdnnen durch Veranderungen der
Praparationsmethode oder anderer Parameter gezielt PPMK-Partikel im Nanobereich hergestellt
werden? Und kénnen sie durch die Verwendung von Mischkonjugat-Systemen, welche die strukturelle
und somit auch physikalische Beschaffenheit der Gele anderte, ebenfallt Verdanderungen in der GréRe

und/oder Form der Nanogele erzeugen? Diese Fragen wurden im Folgenden behandelt.

3.1.3.1.1 Bestimmung der PPMK-PartikelgréfSe mittels Dynamische Lichtstreuung

Die Herstellung der Nanopartikel erfolgte mittels einer schnellen Solvent-Switch-Methode.!**®! Dabei
wurden die Konjugate in einem geeigneten, wassermischbaren Losungsmittel vollstandig geldst und
anschlieRend in ein Anti-Losungsmittel Gberflhrt, welches zu der Ausféllung der Konjugate gefiihrt hat.
In diesem Fall wurden unterschiedliche Konzentrationen der Konjugate in DMSO gel6st und
anschlieRend in vorgefiltertes MQ-Wasser kontrolliert zugegeben. Eine schnelle Durchmischung der
beiden Losungen beglinstigt die Bildung kleinerer Partikel. Um das zu erreichen, wurde die

automatisierte  analytische  Hamilton-Spritze eVol® XR verwendet (siehe graphische

61



Ergebnisse und Diskussion

Versuchsdurchfihrung im Experimentellen Teil in Abb. 36). Sowohl der kleine Durchmesser der
Spritzennadel als auch die Fahigkeit, die Konjugat-DMSO-L6sung mit einer konstanten und schnellen
Rate (ca. 8.6 mls?) zu dispergieren, sind Voraussetzungen fiur eine addquate Ausfillung in kleine
Partikel. Um eine gute Durchmischung wahrend der Zugabe der Konjugat-Mischung zu gewahrleisten,
wurde die wéssrige Phase zudem kontinuierlich mit ca. 500 U/min rotiert. Nach der Zugabe wurde die

GroRe der gebildeten Partikel sofort mittels Dynamische Lichtstreuung (DLS) bestimmt.

DLS, auch bekannt als Photonenkorrelationsspektroskopie oder quasi-elastische Lichtstreuung, ist eine
gangige Methode zur Bestimmung der Grof3e von Makromolekiilen und Partikeln. In erster Linie wird
die Brownsche Molekularbewegung von Partikeln in Losung gemessen, die durch die Bestrahlung
monochromatischen Lichts auf Lésungsmittelmolekiilen entsteht. Die dadurch angeregte Diffusion der
Teilchen hangt von ihrer GroRe, Form, der Temperatur und der Viskositat des Losungsmittels ab. Die
Kenntnis der genauen Temperatur fiir DLS-Messungen ist unerldsslich, da die Viskositdat des
Losungsmittels von der Temperatur abhangt. Betrachtet man die Bewegung von Teilchen Uber einen
Zeitbereich, kbnnen Informationen iber die GréRe von Partikel gewonnen werden, da groRe Teilchen
langsam diffundieren, was zu dhnlichen Positionen zu verschiedenen Zeitpunkten fiihrt. Im Vergleich
dazu bewegen sich kleinen Teilchen schneller und nehmen daher keine bestimmte Position im Medium
ein. Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung, lassen sich iber den gemessenen Diffusionskoeffizient D

der hydrodynamische Radius R, der Partikel bestimmen. 2>

_ kpgT
"~ 6mnR,

wobei kg die Boltzmannkonstante (1.380 x 1072 kg m2 s72 K™), T die Temperatur und n die Viskositat

des Losungsmittels ist.

Die DLS-Messungen zeigten fiir Dimer 2 und Trimer 3 sowie fiir das Pentaleucin 9 eine starke Fahigkeit
zur Bildung von Aggregaten. Wie in Tabelle 3 und 4 zu sehen ist, wurde eine Abhangigkeit der
eingesetzten Konzentration und der resultierenden PartikelgroRe sowie der PartikelgroRenverteilung
(PDI) untersucht. Die Messungen zeigen mit der Verringerung der Konzentration eine stetige
Reduktion der PartikelgroRe. Gleichzeitig flhrte die Verringerung der Konzentration zu einer
Verringerung der PDI und damit zu einer Vereinheitlichung der PartikelgréRen. Zum Vergleich wurden
ebenfalls Messungen mit Konjugat 1 und 10 durchgefiihrt. Diese zeigten allerdings eine starke
Fluktuation in der zeitabhdngigen Korrelationsfunktion, dhnlich der des reinen Lésungsmittels. Daher

wurde von keiner Aggregatsbildung der monovalenten Konjugate ausgegangen.
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Tabelle 3: Uber DLS-Messungen ermittelter hydrodynamischer Durchmesser und PDI der Konjugate 2 und 3.

Nr. Konz.[uM] = Dn[nm] PDI Nr. Konz. [uM] Dh [nm] PDI

2 100 785+227 0.784+0.114 3 100 6182 + 2352 0.484 +0.267
50 314+29 0.515+0.043 50 3186 +£408  0.458 £0.143

30 103+8  0.155+0.014 30 1178 +119  0.454 £ 0.079

10 80+3 0.090 + 0.019 10 1492 +101 @ 0.508 +0.084

8 68 + 7 0.131 £ 0.016 8 2444 +268  0.398 £ 0.039

6 68+3 0.115 + 0.022 6 610+133  0.391+0.114

4 66 + 2 0.134 £ 0.013 4 2766 0.246 £ 0.018

2 5142 0.210 + 0.025 2 160+ 3 0.162 + 0.014

1 88+3 0.125 +0.013

Tabelle 4: Uber DLS-Messungen ermittelter hydrodynamischer Durchmesser und PDI des Pentaleucins 9 und der Konjugat-
Mischungen.

Nr. Konz. [uM] Di [nm] PDI Nr. Di [nm] PDI
9 500 407 0.318 + 0.081 Mia 29+1 0.214 £ 0.022
300 26+4 0.368 + 0.105 M1b 301 0.237 £ 0.012
100 449 + 123 0.696 + 0.153 M2a 8314 0.141 £ 0.010
80 202+72 0.535+0.171 M2b 66+ 2 0.175 + 0.051
50 187 + 23 0.127 + 0.009 M3a 29+2 0.117 £ 0.019
30 224 +17 0.156 + 0.062 M3b 25+0.4 0.155 +0.014
10 68 + 53 0.538 £ 0.144 Mda 1060 + 46 0.668 + 0.035

M4b 206 £ 19 0.514 +0.021
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Betrachtet man die DLS-Ergebnisse der Konjugate 2 und 3, so fallt ein deutlicher GroRenunterschied
der gebildeten Agglomerate der Nanopartikel auf. Bei der hdchsten gemessenen Konzentration von
100 uM bildeten sich groRe Agglomerate von 800 nm fiir 2 und weit Gber 6000 nm fiir 3, was ebenfalls
durch Tribung der Losung zu beobachten war. Dieser Trend setzt sich auch in den anderen
Messpunkten fort. Die Hinzufligung einer Pentaleucin-Kette erhdht nicht nur die Hydrophobie und
damit die Neigung zur Aggregation, sondern auch die intermolekulare Wechselwirkung zu anderen
Konjugatmolekiilen, was letztlich zu den groRen Aggregaten fiihren kann. In diesem Fall kann nicht von
einer Ausbildung einzelner grofler Partikel ausgegangen werden, sondern einer Ansammlung
unzahliger Aggregate, die durch den Zusammenschluss in der Losung kollabieren. Dariiber hinaus ist
davon auszugehen, dass die groRere Molekilstruktur von 3 einen Einfluss auf die Bildung groRRer
Partikel hat. Dieser Unterschied fiihrt auch dazu, dass das Trimer schon bei geringeren
Konzentrationen Nanopartikel bildet als das Dimer. Demnach konnte 2 bei einer Endkonzentration von
2 UM und einer GréRe von 51 nm Partikel mit einem PDI von 0.210 bilden. Das Trimer konnte bei 1 uM
Partikel mit einer Gr6Re von 88 nm und einem PDI von 0.125 erzeugen. Dies waren auch die kleinsten
nachgewiesenen PartikelgroRen fir beide Strukturen. Die DLS-Messungen mit niedrigeren
Konzentrationen ergaben ebenfalls aufgrund von straken Abweichungen in der zeitabhangigen
Korrelationsfunktion keine eindeutigen Daten. Interessanterweise steht das freie Pentaleucin nicht im
Einklang mit dem oben beschriebenen Trend. Aufgrund der einfachen Valenz wurden die Daten fir das
Pentaleucin mit der 3- bis 5-fache Konzentration - im Vergleich zu den PPMKs - aufgenommen. Wie in
Tabelle 4 zu sehen ist, konnten kleine Partikel, die eine GroRe von ca. 26 und 40 nm mit einem PDI von
0.368 bzw. 0.318 aufweisen, bei Konzentrationen von 300 und 500 uM detektiert werden. Durch die
Verwendung kleinerer Konzentrationen werden die Agglomerate und deren PDI gréRer. Eine mogliche
Erkldrung konnte den Tensid-dhnliche Eigenschaften des L-Leucin zugeschrieben wurden.!?*! In der
Literatur wird beschrieben, dass es sich bei Pentaleucin demnach auch um eine oberflachenaktive
Substanz handeln kénnte, bei der die kurzen Peptidketten in geringeren Konzentrationen an der
Wasser-Luft-Grenze angeordnet sind, wobei die hydrophoben Seitenketten des Leucins in die Luft und
das hydrophile Amid in die Wasseroberflache ragen. Die groRen "Partikel" (z. B. bei 100 uM: 449 nm
bei 0.696 PDI) kdnnten also durch die Verteilung der Molekiile in der Losung und an der Oberflache

erklart werden. Diese Hypothese wurde in dieser Arbeit allerdings nicht weiter untersucht.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Verwendung eines Multikomponenten-Systems auf die
PartikelgroBen untersucht. Die Experimente an den Organogelen haben gezeigt, dass die Zugabe der
linearen Pentaleucin-Konjugate 9 oder 10 die multivalenten Wechselwirkungen des Dimers und
Trimers unterbrochen haben, wobei dadurch schwachere (oder viskosere) Gele erzeugt wurden.

Motiviert die Kontrolle Gber die PartikelgroRen wahrend des Herstellungsprozesses zu erhalten, wurde
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ebenfalls die Bildung von Nanopartikeln durch Mischkonjugate untersucht. Es wurden die gleichen
Mischungen mit den selben Mischverhéltnissen erzeugt (siehe Kapitel 3.1.3.1. Abb. 27). Damit auch
hier die Vergleichbarkeit gewahrleisten ist, befinden sich in den Mischungen die gleiche Anzahl an
Pentaleucin-Ketten wie in den Monokonjugat-Losungen. Die Entstehung von Nanogelen von Konjugat-
Mischungen wurden bei einer Endkonzentration von 30 uM untersucht. Hierflir wurden zunachst von
jedem Konjugat Stammlésungen hergestellt, die fiir die Herstellung der Mischungen entsprechend
verdlinnt wurden. AnschlieBRend wurden Partikel nach dem oben beschriebenen Prinzip hergestellt
und direkt am DLS analysiert. Die Ergebnisse der Messungen werden in Tabelle 4 und in Abb. 28

graphisch dargestellt.
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Abbildung 29: DLS-Ergebnisse der Konjugat-Mischungen aus 2 und 3 mit den jeweiligen Pentaleucin-Konjugaten 9 und 10.

Eindeutig ist, dass die Zugabe von freien Pentaleucin-Ketten die GréRe der detektierten Mischpartikel
signifikant reduziert. Ein deutlicher Unterschied ergibt sich, wenn die Konjugate 2 und 3 mit freiem
Pentaleucin kombiniert werden (M1 und M3), da PartikelgréBen von ca. 30 nm erreicht werden
konnten. Uberraschenderweise hat der Anteil von Pentaleucin keinen Einfluss auf die PartikelgroRe,
da sowohl dquimolare (a) als auch Leus-dquivalente (b) Zugabe zu dhnlichen Durchmessern und PDI
fihren. Die Mischungen mit PEG-Pentaleucin 10 tragen ebenfalls zu einer Verringerung der
PartikelgroBe bei, allerdings wird in diesem Fall eine geringe GroRenreduktion erreicht. Die
PartikelgroBe bei den Gemischen aus dem Dimer mit dem PEG-Pentaleucin nimmt bei dquimolarer
Zugabe auf 83 nm (M2a) und nach Leus-dquivalenter Zugabe auf 66 nm (M2b) ab. Eine Kombination
von Trimer mit 10 flhrt bei M4a zu keiner relevanten Veranderung der Partikel (von 1178 nm des
reinen Konjugats auf 1060 nm des Konjugat-Gemisches). Eine Verdreifachung des freien
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Peptidkettenanteils (M4b) wiederum bewirkt eine Abnahme der Partikel auf einen Wert von ca. 200
nm. Offensichtlich ist die geringere Reduktion der PartikelgrofRe bei Zugabe des Polymer-Pentaleucin-
Konjugats auf die PEG-Kette zuriickzufiihren, die sich einerseits aufgrund ihrer Lange expansiv verhalt
und sich durch hydrophobe Wechselwirkung um die eigene Pentaleucin-Einheit anordnet und
gleichzeitig Wasserstoffbriicken mit den umgebenden Wassermolekiilen bildet.?>®! Dies bewirkt eine
sterische Abschirmung®” und verhindert die Wechselwirkung der Pentaleucin-Kette mit den
Konjugaten, sodass die Interaktionen zwischen den Konjugat-Molekiilen nicht aufgebrochen werden
(siehe M4a). Mit hoherer Zugabe des Polymer-Konjugats, wie es bei M4b der Fall ist, steigt allerdings
die Wahrscheinlichkeit der Peptid-Interaktionen, worauf die PartikelgroRe wieder reduziert werden
konnte. Andererseits konnte die hydrophile Ethylenglycol-Einheit des PEGs die Bildung einer
Hydrathulle begiinstigen. Diese wiirde das Mischkonjugat-Gebilde umschliefen und von der DLS als

Partikel mit hoheren hydrodynamischen Durchmessern detektiert werden.

Interessant dagegen ist, dass die resultierenden kleinen Nanopartikeln von ca. 30 nm bei der
Vermischung der Konjugate mit dem freien Pentaleucin vergleichbar ist mit dem Ergebnis der
Partikelgenerierung des reinen Pentaleucins 9 bei hoher Konzentration (siehe Tabelle 4 bei 300 und
500 uM). Wie bereits beschrieben kdnnte die oberflachenaktiven Eigenschaften des Pentaleucins, die
die Ausbildung von Mizellen begiinstigen, dabei eine Rolle spielen. Bei 30 uM konnte das freie Peptid
keine kleinen Partikel (ggf. Mizellen) erzeugen, da hier ein hoher Wert von ca. 224 nm detektiert wurde
(siehe Tabelle 4). Nur in Kombination mit den Konjugaten, unabhangig von der Konzentration und der
Valenz der Konjugate, werden die kleinen Partikel erzeugt. Moglicherweise fordert die Reduktion der
Oberflachenspannung die Bildung von (Misch-)Konjugat-Partikeln. Im Laufe dieser Arbeit konnte nicht
hinreichend untersucht werden, ob das Pentaleucin in die Partikel integriert wurde und so einen Bruch
der intermolekularen PPMKs-Wechselwirkungen hervorgerufen hat oder, ob es eine Umgebung
geschaffen hat, bei der die reinen PPMKs kleine Partikel generierten. Letzteres wiirde Ausbildung von
Misch-Partikeln ausschlieBen. Zur Verifizierung dieser Hypothesen ist die Durchfiihrung weiterer

Experimente notwendig.

Die Untersuchungen der Leucin-basierten PPMKs haben ergeben, dass mit Hilfe eines kontrollierten
Herstellungsverfahrens kleine Partikel fiir den Einsatz als Wirkstofftransport hergestellt werden
kénnen. Die Studien mit der DLS hat gezeigt, dass bereits das freie Dimer-Konjugat bei Konzentrationen
von 10 bis 30 uM geeignete Partikel mit einer aus medizinischen Sicht angestrebten GroRe von 100 nm
erzeugt werden konnten. Wegen seiner hoheren Valenz und die damit verstarke Tendenz sich zu
vernetzten, wurden diese PartikelgroRen beim Trimer nur bei Konzentrationen von 1 uM (88 nm)
erreicht. Flr ein optimales Drug-Delivery-System konnte diese Konzentration zu gering sein, um
Wirkstoffe in ausreichender Menge zu verabreichen. Bei hoheren Konzentrationen des Trimers finden
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sich Aggregate zu groRen Gebilden zusammen, sodass Durchmessern von tber 1000 nm erreicht
werden (ab 8 uM) (siehe Abb. 30a). Erstaunlicherweise zeigen Mischungen aus den Konjugaten mit
Pentaleucin (in der Abb. Griin dargestellt) eine Reduktion der PartikelgrofRe auf 25 —30 nm (Abb. 30b).
Dabei scheint der Anteil des freien Peptids in der Mischung, ob dquimolar zur Konjugat-Konzentration
oder dquivalent zu der Anzahl der Pentaleucin-Seitenketten, keinen Einfluss auf die resultierenden
PartikelgroBe zu haben. Stattdessen wurden Partikel mit nahezu monodisperser GréRenverteilung mit
niedrigen PDI von ca. 0.22 fiir die Dimer-Gemische und von ca. 0.13 fiir die Trimer-Gemische erhalten.
Mischungen mit den Peptid-Polymer-Konjugat PEG-Leus (Abb. 30c) zeigten dagegen eine geringe
GroRenreduktion. Grund dafiir kdnnte die Abschirmende Wirkung des PEGs sein, welches sich um die
Pentaleucin-Einheit wickelt und auf diese Weise eine Wechselwirkung zu den Konjugaten verhindert.
Stattdessen liegt es frei in der Losung vor. Dennoch scheinen einige PEG-Leus-Konjugate mit den
Trimer-Konjugaten in Wechselwirkung getreten zu sein, da es trotzdem zu einer GréRenreduktion
gekommen ist. Wahrscheinlich ist, dass sich die PEG-Einheiten an der Oberfliche des Partikels
anordnen und die Ausbildung einer Hydrathille bewirken, sodass die Nanopartikel von der DLS mit

groReren hydrodynamischen Durchmessern detektiert werden.

- ‘-4”'!}!:| [\ )
iltw?

1180 nm 25 nm

Abbildung 30: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus der Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers der PPMK-
(Misch-)Nanopartikel mittels DLS. Hier am Beispiel des Trimers 3 dargestellt. Es wurden Partikel aus dem reinen Trimer
Konjugat hergestellt (a), wobei sehr grofien Aggregate von 11180 nm erzeugt wurden. AufSerdem wurden Partikel aus
Konjugat-Mischungen erzeugt. Timer und das Pentaleucin 9 (b) zeigten die Bildung kleiner Nanopartikel von 25 nm. Die
Mischung aus Trimer und PEG-Leus 10 (c) fiihrte zur Bildung gréfserer Nanopartikel (ca. 200 nm). Die Probenkonzentration
betrug immer 30 uM.
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3.1.3.1.2 Bestimmung der PPMK-Partikel mittels Transmissionselektronenmikroskop
Mit Hilfe der DLS konnte die Herstellung von PPMK-Nanopartikeln nachgewiesen werden sowie ihr
hydrodynamischer Durchmesser ermittelt werden. Im Folgenden sollen die Ergebnisse unter

Verwendung eines Transmissionselektronenmikroskops (TEM) verifiziert werden.

TEM ist eine elektronenmikroskopische Technik, die haufig zur Charakterisierung von Nanomaterialien
eingesetzt wird, insbesondere zur Analyse der GréRe, Morphologie, kristallographischen Struktur und
chemischen Zusammensetzung der Nanomaterialien. Dieses Verfahren gehort damit zu den wenigen
Methoden, die eine raumliche Auflésung bietet, wobei sie zuverlassig den gesamten Nanometer-
GroBenbereich von 1 bis 100 nm abdeckt. Die Analyse mit dem TEM kann ohne weiteres direkte
hochauflésende 2D-Bilder der Nanomaterialien erzeugen. AuBerdem ermdoglicht TEM die Beurteilung
des Agglomerations- und/oder Aggregationszustandes eines Materials, sodass zu einem gewissen Grad
durch Agglomeration/Aggregation einzelne Partikel identifiziert werden kénnen.?*®! Die Methode
funktioniert dabei wie folgt: Ein einfallender hochenergetischer Elektronenstrahl wird durch eine
ultradiinne Probe geleitet. Wenn der Elektronenstrahl in die diinne Probe eintritt, werden die
einfallenden Elektronen durch Elektron-Elektronen-Wechselwirkungen zwischen dem Strahl und der
Probe in ungestreute, elastisch gestreute oder inelastisch gestreute Elektronen umgewandelt. Die
gestreuten oder ungestreuten Elektronen werden auf eine Reihe von elektromagnetischen Linsen
fokussiert und dann auf einen Bildschirm projiziert, um ein Elektronenbeugungsbild, ein
Amplitudenkontrastbild, ein Phasenkontrastbild oder ein Schattenbild mit variabler Dunkelheit
basierend auf der Dichte der ungestreuten Elektronen zu erzeugen. Hierbei ist ein Hochvakuum
erforderlich, um die Ablenkung oder Abschwachung des Elektronenstrahls durch Gasmolekiile in der

Luft zu vermeiden. %>

Auf diese Weise wurden TEM-Bilder von den PPMK- und den Gemisch-PPMK-Proben aufgenommen
(siehe Abb. 31). Die Aufnahmen wurden durchgefiihrt von M. Otten vom Lehrstuhl fir Kolloide und
Nanooptik der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf. Die Methode soll die Form, GréBe und
Aggregation der Konjugat-Nanopartikel bildlich veranschaulichen. Hierzu wurden frisch praparierten
Partikel-Lésungen nach dem in Kapitel 3.1.3.1.1 beschriebenen Verfahren hergestellt und auf einem
mit Kohlenstoff bedruckten Kupfergitter der Maschenweite von 200 aufgetragen. Um die Ergebnisse
der TEM-Analyse direkt mit den Ergebnissen der DLS-Studie zu vergleichen, lag die Konjugat-
Endkonzentration ebenfalls bei 30 uM. Nach einer ein-minitigen Absorption wurde die Probe mit
einem Tuch abgetragen, das Gitter mit MQ-Wasser gespult und die Partikel abschlieRend mit einer

3 %igen Uranylacetatldsung eingefarbt.
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PPMKs

Mit 9 Mit 10
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Misch-PPMKs von 2
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Abbildung 31: TEM-Bilder der PPMK- und Misch-PPMK-Partikellsungen. In der obersten Reihe befinden sich die Bilder der
reinen Konjugat-Partikel 2, 3, 9 und 10. Die mittlere und die untere Reihe zeigen die Abbildungen der Misch-Konjugat-Partikel
von 2und 9 (M1a, M1b), 2 und 10 (M2a, M2b), 3 und 9 (M3a, M3b) und 3 und 10 (M4a, M4b). Die Konjugat-Lésungen wurden
bei einer Konzentration von 30 uM hergestellt. Die Maf3stabsleiste betrédgt 200 nm, mit Ausnahme von Bild 5 und 11, bei denen
der Maf3stab 500 nm betrégt und Bild M1b betréigt der Maf3stab 100 nm.

Wie in Abb. 30 zu sehen, zeigen das Dimer-Konjugat 2 sowie das Pentaleucin 9 Uberwiegend
kugelférmige Aggregate mit einer GroRe von durchschnittlich 28 bzw. 80 nm. Diese sind um ein
Vielfaches kleiner als die in der DLS ermittelten PartikelgroRen. Grund dafiir konnte an der
Analysemethode liegen. Wahrend die Partikel in der DLS im wassrigen Milieu im gequollenen Zustand
mit zusatzlicher Hydrathille untersucht wurden, befinden sich die Partikel auf dem Kupfergitter fiir die
TEM-Untersuchungen in einem trockenen Zustand. Nach dem Wasserentzug schrumpft das Volumen
der Partikel und erklart damit die Reduktion der Partikelgroe bei den TEM-Aufnahme. Weiterhin ist
bei Konjugat 3 nur eine Bedeckung von Material ohne definierte Form auf der Gitteroberflache zu
sehen. Dies bestatigt die zuvor getroffene Annahme, dass sich die Partikel in Losung zu gréReren
Gebilden agglomerieren und deshalb keine definierte GroRe und Form annehmen. Das Polymer-
Peptid-Konjugat 10 zeigt dagegen Uberhaupt kein Material auf der Oberfliche. Auch diese
Beobachtung deckt sich mit den DLS-Analysen, bei denen keine Partikelformation detektiert werden
konnte. Bei der Analyse der Konjugat-Mischungen, in denen das Pentaleucin den Konjugaten 2 und 3
zugesetzt wurde (M1 und M3), sind fiir M1a und M3a ldangere, partikelartige Strukturen erkennbar. Im
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Vergleich zu dem reinen Dimer-Konjugat hat sich die Partikelstruktur von M1a also nicht wesentlich
verandert. Im Gegensatz dazu wurden bei der Mischung vom Trimer mit dem Leus (M3a) definierte
Strukturen von ca. 30 nm GroRe erreicht. Dies zeigt, dass das Pentaleucin einen Einfluss auf die
Partikelausbildung des Trimers hin zu kleineren Aggregaten hat. Bei dem hoheren Anteil an Pentaleucin
(M1b und M3b) andern sich die Bilder erneut. Bei M1b sind kaum noch Partikel zu sehen. Dies lasst
darauf schlieBen, dass die Aggregation des Dimers vollstindig aufgebrochen wurde oder das
GroRenlimit des Gerats erreicht wurde, da hier Partikel unter der GroRe von 20 nm erwartet wurden.
Bei M3b ist wiederum keine definierte Struktur zu sehen, sondern eine gleichmaBige Verteilung des
Materials an der Oberflache. Bei dieser Abbildung wird nicht klar, ob es sich um kleine Partikel handelt,
die bereits in Losung miteinander agglomeriert sind oder, ob sich die Partikel wahrend der Absorption
auf dem Kupfergitter aufgrund hydrophober Wechselwirkungen nebeneinander angeordnet haben. Im
Gegensatz dazu zeigen die TEM-Analysen der Konjugat-Mischungen mit dem PEG-Pentaleucin 10 (M2
und M4) keine Ausbildung von definierten Strukturen. Stattdessen sind bei allen vier Abbildungen
groRe Material-Zusammenschliisse — insbesondere bei M2a und M4a - zu erkennen, die aber bei
hoherer Zugabe von 10 (also in M2b und M4b) kleiner werden. Vermutlich ist ein Aufbrechen der
Struktur bei héherer Zugabe des PEG-Leus-Struktur anzunehmen. Dennoch zeigen diese Ergebnisse
eine Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der DLS, dass das PEG-Pentaleucin-Konjugat nicht zur

Reduktion der PartikelgrofRe gefiihrt hat.

Insgesamt stimmen die Ergebnisse der TEM-Versuche nur teilweise mit denen der DLS Uberein.
Zunéachst weisen die Abbildungen mit den klar definierten Partikeln, wie bei 2, 9 und M1a, kleinere
PartikelgroBen auf. Diese lasst sich allerdings auf die Praparationsmethode und dem dehydrierten
Zustand der Partikel zuriickfiihren. Zudem zeigte die DLS bei allen Konjugat-Mischungen mit
Pentaleucin 9 eine dhnliche PartikelgréRe auf (alle ca. 25-30 nm). Dies ist bei TEM nicht der Fall. Mit
héherer Zugabe des Peptids scheinen demnach kleinere Partikel ausgebildet worden zu sein, die bei
M1b nicht abgebildet werden konnten. Im Fall von M3b haben sich die Partikel vermutlich aufgrund
starker hydrophober Wechselwirkungen wahrend der Probenapplikation auf der Oberflache
nebeneinander angeordnet. Dadurch entsteht der Eindruck, dass sich grofRe, undefinierte Agglomerate
gebildet haben, deren GrofRe am TEM nicht ermittelt werden kann. Dieses Problem stellt einen grofRen
Nachteil bei der Verwendung des TEM dar. Bei zu hohen Proben-Konzentrationen kénnten sich die
Aggregate Ubereinander anordnen und kénnen demnach nicht als einzelne Partikel identifiziert
werden. Diese Limitierung besteht bei der DLS nicht, da die Partikel sich frei verteilt im wassrigen
Medium befinden. Bei den Gemischen mit dem PEG-Peptid-Konjugat 10, wie bspw. bei M2a, sind
grofRRe Strukturen von ca. 200 nm zu sehen. Diese Probe zeigte bei der DLS eine PartikelgréRe von 83

nm. Auch konnten bei den Proben M2b, M4a und M4b keine definierten Partikel ermittelt werden.
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Die PEG-Kette des Konjugats 10 scheint demnach fiir die Ausbildung von kleinen separaten Partikeln
hinderlich zu sein. Wie bereits beschrieben legt sich das an der Oberflache befindliche PEG aufgrund
seines Abschirmungseffekts entweder um die agglomerierten Partikel und unterbindet auf diese Weise
eine Interaktion mit weiteren Peptiden oder es hindert das an das PEG konjugierte Pentaleucin daran
Wechselwirkungen mit den PPMKs einzugehen. In beiden Fallen wiirde es die Ausbildung kleiner
Partikel verhindern. Zusammengefasst kann die PartikelgréRe und -form aufgrund der unklaren TEM-
Abbildungen der PPMKs und der Mischkonjugat-Systeme nicht aussagekraftig analysiert werden. Im
Zusammenhang mit den DLS-Daten lasst sich aber erahnen, dass mit zunehmender Zugabe des freien

Peptids 11 eine Verringerung der PartikelgroRen erreicht werden kann.

3.1.3.1.3 Toxizitdtsstudie

Die Aggregationsstudien haben gezeigt, dass die Leucin-basierten PPMKs das Potenzial zur Herstellung
von Nanopartikeln als auch von Makrogelen besitzen. Fir einen erfolgreichen Einsatz in der Medizin,
sind zusatzlich noch weitere Voraussetzungen notwendig. Wie bereits beschrieben besteht bei Peptid-
basierten System auRerdem die Herausforderung, eine Immunreaktion oder eine mogliche Toxizitat
zu verhindern.® Dies ist insbesondere fiir die Herstellung von Wirkstofftransportsystemen wichtig,
die zwar potenziell toxische Substanzen transportieren sollen (bspw. in der Krebstherapie), aber selber
keine Toxizitdt entwickeln. Sollte das Peptid potenziell toxisch auf bestimmte Zellen wirken, kann
dieses auch als Wirkstoff eingesetzt werden. Das Dipeptid L-Leucin-L-Leucin-OMe (Leu,-OMe) zeigte
genau diese Wirkung. Frihere Studien haben die selektiven Wirkungen von Leu,-OMe auf humane
oder murine lymphoide Zellen mit zytolytischem Potential beschrieben. Es verursacht die Apoptose
von Monozyten, polymorphkernigen Leukozyten und myeloischen Tumorzelllinien, wahrend Zelllinien,
die nicht aus dem Knochenmark stammen, véllig resistent gegen jegliche toxische Wirkung dieses
Mittels zu sein scheinen.[?®*261 Dje erhdéhte Empfindlichkeit dieser Zellen hingt mit ihrem hohen
Gehalt an Cathepsin C zusammen, einer Dipetidylpeptidase I. Nachdem das Leu,-OMe durch
rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und in die Lysosomen transportiert wird, wird das
Dipeptid mittels der Peptidase in das Tensid (Leuz),-OMe (n>3) umgewandelt. Dieses verursacht die

Fragmentierung der Lipiddoppelschicht, die letztlich zum Tod der Lysosomen fiihrt.[261

Aufgrund der strukturellen Ndhe der in dieser Arbeit hergestellten Pentaleucin-basierten Materialien
zu den von der Dipeptidylpeptidase erzeugten Oligoleucinen, lasst sich eine &dhnliche
lysosomotropische Wirkung der PPMKs vermuten. Diese wurde im Folgenden untersucht. Es sollte
ermittelt werden, ob die PPMKs zytotoxisch auf gesunde, aber auch kranke Zellen (z.B. Krebszellen)
wirken. Daher wurden Versuche an den Zelllinien MDA-MB-231 (Brustkrebszellen) und MCF-12A

(gesunde Brustzellen) durchgefiihrt. Die Experimente wurden an der Southern University of Denmark
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in Odense in Kooperation mit Dr. Morten F Ebbesen durchgefiihrt. Dabei wurden die
Konjugatmischungen mit einem Leus-dquivalenten Mischungsverhaltnis (M1b, M2b, M3b, M4b)
verwendet, unter der Annahme, dass die kleinen Partikel eine groRere Chance haben von den Zellen
aufgenommen zu werden. Hierzu wurden die zuvor abgewogenen Konjugatmischungen in DMSO in
verschiedenen Konzentrationen (30-0.3 mM) vorgel6st und anschlieRend im Verhaltnis 1:1000 in das
Zellmedium Uberfihrt. 100 pl der Konjugat-Losung wurde zu den Zellen gegeben und 72 Stunden bei
37 °Cund 5 % CO; inkubiert. AnschlieBend wurde die Lebensfahigkeit der Zellen mit Hilfe des Farbstoffs
Resazurin untersucht. Gesunde, lebensfahige Zellen kénnen Resazurin - einen blauen, nicht
fluoreszierenden Farbstoff - zu dem stark fluoreszierenden pinken Farbstoff Resorufin metabolisieren
(siehe Abb. 32), welcher mit einem Fluoreszenzspektrometer (Ex. 560 nm / Em. 590 nm) ermittelt
werden kann. [

Lebensfahige Zelle

Reduktion

HO. O o) HO O O
Na |T1+ Na N
_0
Resorufin
Resazurin Emittiert Fluoreszenz bei 590 nm

Abbildung 32: Darstellung der Reduktionsreaktion von Rasazurin zu Resorufin durch lebensfihige Zellen. (Darstellung
basierend an Abb. 1 des CellTiter-Blue® Instruktionsprotokolls von Promegal2631)

Als Referenz dienten unbehandelte Zellen. Die bei der Fluoreszenzmessung detektierten Werte aller
behandelten Zellen wurden auf die Resorufin-Intensitat der unbehandelten Zellen normiert. Wie an
der Abb. 32 zu erkennen, wurde weder bei den Brustkrebszellen noch bei den Brustzellen eine
Veranderung in der Viabilitat festgestellt werden. So lag sowohl bei der hochsten gemessenen Misch-
Konjugat-Konzentration (30 uM) als auch bei der kleinsten Konzentration (0.3 uM) die Lebensfahigkeit
bei ca. 100 %. Die Zellen waren demnach in der Lage genauso viel Farbstoff umzuwandeln, wie die
unbehandelten Zellen. Dies lasst darauf schliefen, dass die in dieser Arbeit synthetisierten PPMKs
keine toxische Wirkung auf die beiden Zelllinien haben. Diese Ergebnisse stiitzen die Studien, bei dem

keine Toxizitit an Zellen, die nicht aus dem Knochenmark stammen, nachgewiesen worden ist.[260-261]
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Abbildung 33: Toxizitdtsstudie ausgewdhlter Multikomponenten-PPMKs an MDA-MB-231 (a) und MCF-12A (b) Zellkulturen.
(Messung in Triplikaten, Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.)

3.2 Synthese von bioabbaubaren Lipid-Polymer-Konjugaten  mit

Oligo(amidoamin) als PEG-Alternative

Die Fusion von natirlichen und synthetischen Komponenten ist eine vielversprechende Strategie zur
Erzeugung neuartiger Materialien fiir medizinische oder biotechnologischen Anwendungen. Ahnlich
wie bei den Peptid-Polymer-Konjugaten werden Kombinationen aus Lipiden und Polymeren aufgrund
deren Eigenschaft zur Selbstassemblierung bevorzugt zur Herstellung von Nanopartikeln
eingesetzt.’°? Diese ordnen sich zu Liposomen an, die das Transportieren von Wirkstoffmolekiilen
ermdglichen.'®>1% Ein zu diesem Zweck oft verwendetes Polymer ist das PEG, das sich durch seine
besonderen Stealth-Eigenschaften auszeichnet.!?! Kiirzlich veréffentlichte Studien legen allerdings
potenzielle Gefahren von PEG auf. Demnach fiihrt ein hoher Konsum von PEG u.A. zur Ausbildung von
spezifischen und unspezifischen Immunreaktion bis hin zu einem anaphylaktischen Schock?°*, sowie
der Ausbildung von Anti-PEG-Antikérpern.l?! Eine regelmaRige Einnahme von PEG begiinstigt
zusatzlich die Akkumulation des Polymers im Gewebe, welches durch die Verwendung kurzkettiger
PEG-Einheiten verhindert werden kann. Diese bergen jedoch die Gefahr toxische Abbauprodukte zu
erzeugen.?%! Aufgrund dieser Nachteile liegt die Aufmerksamkeit zunehmend auf der Suche nach

alternativen Materialien.

Der von Hartmann et al. entwickelten hydrophile Baustein EDS? hat das Potenzial eine geeignete
Alternative fur PEG zu sein. Die Kupplung mehrerer EDS-Einheiten zu einem EDS-Oligo(amidoamin)

kénnte ein Ersatz fir PEG werden, das sich Gberdies aufgrund der Diglykol-Einheit des Bausteins
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strukturell dahnelt. Studien haben zudem bereits gezeigt, dass Oligo(amidoamine) nicht immunogen

und nicht toxisch sind.[®>%¢ 264 Sje eignen sich daher fiir Anwendungen im biomedizinischen Bereich.

Das Ziel dieser Arbeit ist Oligo-EDS-Lipid-Konjugate zu synthetisieren und ihr Potenzial als Drug-
Delivery-System zu untersuchen. Diese Studien wurden in Kooperation mit Dr. Stefan Bleher und Prof.
Dr. Regine Siiss vom Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie des Instituts fir
Pharmazeutische Wissenschaften der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg im Breisgau und Dr. Morten
F Ebbesen von der Southern University of Denmark, Odense, Danemark, durchgefiihrt. In dieser Arbeit
wird der Fokus auf die Synthese der Oligo(amidoamin)-Lipide gelegt. Die von Dr. Stefan Bleher
durchgefiihrte Herstellung der Liposome und deren Analysen werden anschlieBend kurz

zusammengefasst.

3.2.1 Synthese der biodegradierbaren Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiile

Das in dieser Arbeit synthetisierte Liposom besteht aus drei funktionalen Domanen. Die erste
Struktureinheit ist das hydrophile Hepta-EDS-Oligo(amidoamin), welches als potenzielle Alternative zu
PEG fungieren soll. Hierbei sollte das Oligo-EDS die gewtlinschten positiven (Stealth-)Eigenschaften von
PEG Gbernehmen, indem es das Lipid mit einer Schutzschicht umhillt und somit dem Liposom zu einer
hoheren Lebensdauer verhilft. Ein wesentliches Element der synthetisierten Oligo(amidoamin)-Lipo-
Makromolekiils ist die Peptidsequenz Glycin-Phenylalanin-Leucin-Glycin (GFLG), welche die Spaltung
des Oligomers von dem Lipid erméglicht und damit die Aufnahme in die Zelle erhéht. Die GFLG-
Sequenz kann durch die lysosomale Cysteinprotease Cathepsin B gespalten werden!*®>¢7] dje sich in
endozytaren Vesikeln sowie in hohen Konzentrationen in verschiedenen Tumorzellen befinden. Diese
Tumorzellen sind in der Lage das Cathepsin B in die extrazelluldre Matrix abzusondern.?®® Daher stellt
das Design von Drug-Delivery-Vesikeln, die sich die erhéhten Konzentrationen von Cathepsin B
innerhalb und auflerhalb von malignen Zellen gezielt zunutze machen, einen vielversprechenden
Ansatz dar. Fir die GFLG-Spaltung durch Cathepsin B kommen mehrere Moglichkeiten in Frage. Das
GFLG konnte durch das im extrazelluldren Raum befindliche Cathepsin B in der Ndhe von Tumorzellen
gespalten werden und so zur Ablosung der Oligo(amidoamin)-Schutzhiille und anschlieRenden
Aufnahme des Lipids flihren. Eine andere Moglichkeit ware die Aufnahme der Liposomen in die Zelle
und die anschliefende Spaltung der GFLG-Sequenz im Endosom. Die dritte Struktureinheit bildet das
Phospholipid 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-succinyl-Natrium-Salz (DOPES).

Zur Synthese des Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiils (siehe Schema 4a) wurde das Hepta-EDS-
GFLG-NH; zunichst mittels der von Hartmann et al.®? etablierten Festphasenpolymersynthese (siehe
Kapitel 1.1.2.2) durch Aneinanderreihung von sieben EDS-Bausteinen und anschlieBender Kupplung
der Aminosauren synthetisiert. Nach Abspaltung von der Festphase wurde das Oligo(amidoamin) mit
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Hilfe der praparativen RP-HPLC von moglichen Abbruchsequenzen getrennt, wodurch eine
Substanzreinheit von > 99 % erreicht werden konnte (bestimmt anhand der RP-HPLC, siehe Anhang).
AnschlieBend wurde das DOPES an das Oligo(amidoamin) unter der Verwendung der
Kupplungsreagenzien 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt) und Diisopropylethylamin (DIPEA) unter Stickstoff-Atmosphédre aneinander gekuppelt. Nach
einer Reaktionszeit von 24h wurde das Produkt in Diethylether gefallt und mehrmals gewaschen. Nach
der Entfernung des Losungsmittels konnte das Produkt 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-succinyl-Gly-Phe-Leu-Gly-Oligo(amidoamin)-Natrium-Salz (DOPES-Pep-Ol, 13)

mit einer Ausbeute von 31 % erhalten werden.
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Schema 4: Reaktionsgleichungen der synthetisierten Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiile. Das Oligo(amidoamin) (blau)
und das GFLG (griin) wurden farblich gekennzeichnet. (a) DOPES-Pep-0Ol, (b) DOPES-OI, (c) DOPES-Pep-PEG.

Weiterhin wurden zwei Kontrollstrukturen synthetisiert. DOPES-OI (15, 92 %, Schema 4b) wurde ohne

die spaltbare Peptideinheit hergestellt, damit eine ungespaltene Liposom-Aufnahme in Zellen
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untersucht werden kann. Bei der dritten Struktur (DOPES-Pep-PEG, 17, 92 %, Schema 4c) wurde das
Oligo(amidoamin) durch ein PEG mit einem Molekulargewicht von 3200 Da ersetzt. Hierbei sollen die
Eigenschaften des Oligomers im direkten Vergleich zu PEG untersucht werden. Zur Herstellung von 17
wurde das PEG-GFLG-NH; unter Verwendung des PAP-Harzes mit konjugierten PEG7, synthetisiert,
indem die Peptid-Einheit sequenziell an das Polymer gekuppelt wurde. Nach der Abspaltung vom Harz
wurde das Polymer-Peptid-Konjugat wie bereits beschrieben an das DOPES konjugiert. Die
Oligoamidoamin-Strukturen wurden anhand RP-HPLC und *H-NMR (siehe Anhang), die Lipid-Konjugate
wurden anhand MALDI-TOF-MS und 'H-NMR verifiziert (siehe Anhang). Abbildung 34 zeigt die 'H-

NMR-Spektren der drei Strukturen im direkten Vergleich.
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Abbildung 34: H-NMR-Spektren der Oligo(amidoamin)/PEG-Lipo-Makromolekiile DOPES-Pep-Ol (oben), DOPES-OI (mitte)
und DOPES-PEP-PEG (unten). Die obere und mittlere Struktur wurde in Dichlormethan:Methan 1:4 (v/v) und die untere Struktur
in Dichlormethan:Methan 1:1 (v/v) bei 600 MHz gemessen. Das DOPES-Pep-Ol wurde bei 300 MHz gemessen.

Die drei unterschiedlichen Doméadnen erzeugen charakteristische Signale, an denen der Erfolg der
Kupplung kontrolliert wurde. Einige von ihnen wurden farblich hervorgehoben. Die im Tieffeld bei ca.

7.22 ppm befindlichen Protonensignale kdnnen den Aryl-Protonen des Phenylalanins zugeordnet
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werden (griiner Kasten). Diese spalten sich in zwei Tripletts flir die zwei Meta-Protonen und dem Para-
Proton auf, sowie einem Duplett fiir die zwei an der Ortho-Position befindlichen Wasserstoff-Atome.
Da das DOPES-Ol-Lipo-Makromolekil keine Peptideinheit tragt, sind diese Signale in dem NMR nicht
detektiert worden. Der Beweis fiir die erfolgreiche Kupplung des Lipids wurde an dem im Hochfeld bei
1.28 ppm freistehenden Multiplett festgestellt (oranger Kasten). Diese werden den Methylen-
Protonen der Alkyl-Kette zugewiesen und sollen ein Integral von 40 Protonen ergeben. Die Methylen-
Protonen der Glykol-Einheiten, die sich sowohl bei dem EDS-Baustein als auch dem PEG befinden, sind
als Singulett bei einer chemischen Verschiebung von 3.60 ppm (blauer Kasten) detektiert worden. In
den 'H-NMRs der Produkte DOPES-Ol und DOPES-Pep-PEG wurden einige Verunreinigungen
festgestellt, die dem EDC-HCI-Salz zugeordnet werden kdénnen. Anhand des NMRs konnten eine
Kontamination des Produktes mit jeweils 2.6 gew-% und 3.7 gew-% des EDC-HCI-Salz festgestellt
werden. Dieses stellt fir die Generierung der Liposome kein Hindernis dar und kann durch zahlreiche

Reinigungsschritte im Herstellungsprozess entfernt werden.

3.2.2 Synthese und Analyse der Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiil-Liposome

Die Herstellung und die Analyse der Liposome wurden von Stefan Bleher durchgefiihrt (siehe
Dissertation, Bleher, S.: Evaluation of novel lipopolymers to impart stealth-like properties to

liposomes!26°])

Dabei untersuchte er zunachst die Biokompatibilitdt und damit die Toxizitat der Oligo(amidoamin)-
Lipid-Konjugate an Hela-Zellen. Diese wurden mit den Ergebnissen von DSPE-mPEG2k verglichen,
einer "Stealth"-Komponente, die bereits haufig in zugelassenen Drug-Delivery-Systemen verwendet
wird. Die Oligo(amidoamin)-Konjugate zeigten eine gute Biokompatibilitdit, da sie selbst in
Konzentrationen, die um ein Vielfaches héher waren als die in den reguldren Zell- und Zebrafisch-

Versuchen verwendeten Konzentrationen, keine Zytotoxizitat aufwiesen.

Die Herstellung der Liposome fand mittels der Post-Insertion-Technik (PIT) statt, bei dem die
Lipopolymere selektiv in die dullere Schicht der vorgeformten Liposomen integriert werden. Die
Charakterisierung der Liposomen ergab eine monodisperse GroRenverteilung mit Giberwiegend grofRen
unilamellaren Vesikeln mit hydrodynamischen Durchmessern von 114 nm (PDI 0.06) fiir die
Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiile und 125 nm (PDI 0.06) fiir das DOPES-Pep-PEG (siehe Cryo-
TEM-Bilder Abb. 35a). Des Weiteren wurde die Oberflachenladung der Liposome bestimmt und sie mit
dem Z-Potential des freien DOPES-Liposomes ohne konjugiertes Polymer verglichen. Letzteres zeigt
aufgrund der negativen Ladung der Phosphat-Gruppe ein negatives Potential von -41 mV an. Die

Konjugation der Oligo(amidoamine) und des PEGs bewirkt eine Reduktion der Oberflachenladung auf
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einen quasi neutralen Wert von -10 mV bzw. -4 mV. Dies zeigt, dass die Ladung des DOPES durch

Konjugation des Oligomers oder Polymers erfolgreich abgeschirmt wird.
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Abbildung 35: Ergebnisse aus Herstellung und Analyse der Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiil-Liposome. (a) Cryo-TEM-
Aufnahmen der mit DOPES-Pep-Ol (A), DOPES-OI (B) und DOPES-Pep-PEG (C) modifizierte Liposomen vor und nach der
Aufreinigung. Pfeile zeigen scheibenartige und wurstartige Vesikel und andere ungewdhnliche Strukturen an. (b)
Makrophagen-Aufnahme von Oligo(amidoamin)-modifizierten Liposomen in Zebrafischlarven. Konfokale Bilder der
Schwanzregion wurden nach 1 h und 24 h aufgenommen. Die Kolokalisation von griin fluoreszierenden Makrophagen und rot
fluoreszierenden Liposomen ergibt gelbe Flecken (durch weifle Pfeile gekennzeichnet). (c) Anderung des {-Potentials
verschiedener mit Papain behandelter liposomaler Formulierungen. Unmodifizierte Liposomen (roter Kreis), mit DOPES-Pep-
Ol maodifizierte Liposomen (griines Dreieck), mit DOPES-Pep-Ol modifizierte Liposomen (pinkes Dreieck) und mit DOPES-Pep-
PEG modifizierte Liposomen (lila Viereck). Entsprechende Linien fiir Kontrollliposomen wurden zur besseren Veranschaulichung
hinzugefiigt und stellen keine linearen Regressionskurven dar. (d) Aufnahme von Oligo(amidoamin)-modifizierten Liposomen
und Kontrollen in HelLa-Zellen vor (gefiillte Balken) und nach (gestrichelte Balken) Behandlung mit Papain. (Kollage erstellt
durch Ubernahme der Abbildung aus der Dissertation von S. Bleher [266])

Weiterhin wurde die Ausscheidung von DOPES-Pep-0l modifizierten Liposomen durch Makrophagen
wurde in vivo in transgenen Zebrafischen untersucht (siehe Abb. 35b). Dazu wurden mit dem Farbstoff
Dil markierte Liposomen in den Blutkreislauf von Zebrafischen injiziert. Das Zirkulationsverhalten der
drei Konjugate wurde im Vergleich zu unmodifizierten Liposomen und dem DSPE-mPEG2k nach 1 h
und 24 h untersucht. Nach 1 h konnte bereits eine Kolokalisation von Makrophagen und
unmodifizierten Liposomen nachgewiesen werden, was auf eine Ausscheidung durch Makrophagen
hinweist. Dagegen zeigten die oberflichenmodifizierte Liposomen zu diesem Zeitpunkt keine
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Kolokalisation, was auf ein gutes Zirkulationsverhalten hinweist. Die Unterschiede zwischen den
Formulierungen waren nach 24 h starker ausgepragt. Unmodifizierte Liposomen zeigten eine starke
Kolokalisierung mit Makrophagen, was auf schlechte Zirkulationseigenschaften hindeutet. Eine
signifikante Erhohung der Makrophagen-Aussscheidung wurde auch fiir die mit DOPES-Pep-Ol
modifizierten Liposomen beobachtet. Darliber hinaus gab es nur eine geringe Kolokalisation fir
DOPES-OIl und DOPES-Pep-PEG modifizierte Liposomen und Makrophagen. Im Vergleich dazu zeigten
die Kontroll-Liposomen mit DSPE-mPEG2k eine minimale Kolokalisation auf. Zusammengefasst konnte
nach der Modifikation mit DOPES-Pep-Ol oder der beiden anderen Lipo-Makromolekile keine
vergleichbaren Zirkulationseigenschaften wie mit DSPE-mPEG2k erreicht wurden. Insbesondere die
erhohte Makrophagen-Ausscheidung ist ein starker Indikator fir eine schlechtere Wirksamkeit.

Dennoch zeigen die Ergebnisse eine Verbesserung gegeniiber unmodifizierten Liposomen.

Neben dem Oligo(amidoamin) war das spaltbare GFLG-Peptid eine wichtige Doméane bei der
Herstellung der Lipo-Makromolekiile, welche nach der Spaltung fiir eine erhéhte Aufnahme der
Liposome in die Zellen gewahrleisten soll. Die Degradierung wurde mit einer kostenginstigeren
Alternative zu Cathepsin B durchgefiihrt, der Cysteinprotease Papain.?°”’ Der Abbau der Tetrapeptide
wurde mittels C-Potential-Analyse kontrolliert und mit den Werten von DOPES-Ol-modifizierte
Liposomen und DOPES-Liposomen verglichen (siehe Abb. 35c). Die Liposomen wurden mit
prainkubierter Papain-Losung inkubiert, wobei das T-Potential Uber einen Zeitraum von 24 h
Uberwacht wurde. Wie erwartet, blieb das {-Potential fir DOPES-OIl-modifizierte Liposomen tiber den
Zeitverlauf unveridndert bei etwa -10 mV. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir DOPES Kontroll-
Liposomen erhalten. Das {-Potential lag hier konstant bei etwa -41 mV. Beide Strukturen enthalten
keine spaltbare Peptideinheit. Eine Veranderung der Oberflachenladung wurden demnach nicht
erwartet. Das {-Potential von DOPES-Pep-Ol-modifizierten Liposomen lag zunachst bei etwa -10 mV.
AnschlieBend wurde nach 0.5 h wurde eine starke Abnahme auf -28 mV beobachtet und erreichte nach
3 h ein Gleichgewicht von ca. -36 mV. Analog dazu verhielt sich das Potential von DOPES-Pep-PEG-
modifizierten Liposomen. Die anfangliche -Spannung von -4 mV fiel nach 0.5 h stark auf etwa -18 mV
ab und letztlich auf -29 mV nach 3 h Inkubationszeit. Wie bei den DOPES-Pep-Ol-modifizierten
Liposomen wurde nach 3 h ein Gleichgewicht erreicht und die Spannung blieb unverandert. Die
Abnahme der {-Potentialwerte der beiden spaltbaren Lipo-Makromolekiile ist ein Beweis fir den

erfolgreichen Abbau der Tetrapeptidsequenz.

Der Einfluss der GFLG-Spaltung auf die Aufnahme von Oligo(amidoamin)-modifizierten Liposomen
wurde in Hela-Zellen untersucht. Hierflir wurde die Aufnahme der Liposome vor und nach der
Peptidspaltung geprift (siehe Abb. 35d). Die Zellen wurden fiir 3 h mit den Liposomen inkubiert.
Unmittelbar vor der Zugabe der Liposomen zu den Zellen wurde fiir 3 h eine GFLG-Spaltung
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durchgefiihrt. Zusatzlich wurden verschiedene Kontroll-Liposomen hergestellt, um den Einfluss von
Papain auf die Aufnahme zu ermitteln. Vor der Inkubation mit Papain war die Fluoreszenzintensitat bei
allen Liposomen, die mit Oligo(amidoamin)-Derivaten modifiziert wurden um das Zwei- bis Vierfache
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen erh6ht. Diese Aufnahme war signifikant geringer als bei den
beiden unmodifizierten Kontroll-Liposomen-Proben DSPC/Chol und DCPC/Chol/DOPES (sieben- und
zwanzig-fache Aufnahme) und eher in einem dhnlichen Bereich wie fiir PEGylierte Liposomen, welches
aufgrund der Stealth-Eigenschaften des PEGs nur eine etwa um 1.2-fach erhohte Aufnahme aufweisen
konnte. Komplementar zu diesen Beobachtungen wuchs die zellulare Aufnahme der Liposomen, die
mit DOPES-Pep-0l und DOPES-Pep-PEG modifiziert wurden, nach der Inkubation mit Papain stark an.
Die Aufnahme stieg auf das 85-fache bzw. 33-fache fiir DOPES-Pep-Ol- und DOPES-Pep-PEG-
modifizierte Liposomen. Wegen der fehlenden spaltbaren Peptideinheit blieb die Aufnahme der
DOPES-Ol-modifizierten Liposome auch nach der Behandlung mit Papain konstant. Unterschiede in der
Aufnahme, die beim Vergleich von DOPES-Pep-Ol und DOPES-Pep-PEG-modifizierten Liposomen vor
und nach der Papain-Behandlung beobachtet wurden, lassen sich durch die erfolgreiche Spaltung von
GFLG und damit einen Verlust des Oberflachenschutzes erklaren. Die nun frei-liegenden
Carboxylgruppen fiihren zu einer Zunahme der liposomalen Oberflachenladung, welche die
Zellaufnahme begiinstigt.?%”! Zusatzlich kénnten die nach der Spaltung auf der liposomalen Oberfliche

verbleibenden Aminosaurereste die Aufnahme weiter beeinflussen. 258!

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Post-Insertion-Technik erfolgreich zur Herstellung der
DOPES-Pep-0Ol-modifizierten Liposomen gefiihrt hat. Das Zirkulationsverhalten dieser Liposome in den
Zebrafischlarven verbesserte sich im Vergleich zu der unmodifizierten Liposomen. Allerdings konnten
diese Ergebnisse nicht mit den bereits verwendeten PEGylierten Liposomen mithalten. Weiterhin
konnte eine Spaltung des GFLG-Linkers in unmittelbarer Ndhe der liposomalen Oberflache
nachgewiesen werden. Ein durch Cathepsin B ausgeltstes Abspalten der Oligomer-Schutzschicht in
unmittelbarer Umgebung zum Tumor konnte eine Verbesserung der Aufnahme in die Zelle

ermoglichen.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese von Leucin-basierten Peptid-Prazisionsmakromolekiil-
Konjugaten (PPMK) zur Herstellung von Aggregaten fir zukiinftige Anwendungen im biomedizinischen
und biotechnologischen Bereich. Die Peptid-Konjugate besitzen die Fahigkeit durch
Selbstassemblierung dreidimensionale Gerliste auszubilden, die als Wirkstofftransport, in der
Wundheilung oder der Zellkultivierung eingesetzt werden kdénnen. In Anbetracht dessen sollte durch
gezielte Steuerung der Praparationsmethode sowohl PPMK-Nanopartikel als auch PPMK-Makrogele

erzeugt werden.

Im ersten Schritt wurde mittels der Festphasensynthese eine Reihe von PPMKs mit Oligoleucin als
Peptidmotiv synthetisiert, die sich in Architektur, Valenz und Peptid-Kettenldnge unterschieden. Uber
den ,grafting-to“-Syntheseweg wurden Pfropf-co-PPMKs hergestellt, die ein, zwei oder drei Leucin-
Seitenketten an dem Oligo(amidoamin)-Riickgrat trugen. Wegen den PEG-dhnlichen, hydrophilen
Eigenschaften wurde der von Hartmann et al.’ entwickelte EDS-Baustein zum Aufbau des Oligomer-
Riickgrats verwendet. Die synthetisierten Pfropf-co-PPMKs unterschieden sich nicht nur in der Anzahl
der Valenz, sondern auch in der Liange der Homoleucin-Kette. Auf diese Weise sollte festgestellt
werden, wie viele Leucin-Einheiten fiir eine erfolgreiche Aggregation der Konjugate notwendig sind
und ob das Riickgrat die Ausbildung einer Sekundarstruktur positiv beeinflusst. Demnach wurden
jeweils drei Pfropf-co-PPMKs mit Pentaleucin- und mit Dileucin-Seitenketten synthetisiert. Hier konnte
festgestellt werden, dass mit steigender Valenz und steigender Peptid-Kettenldnge, die Reinheit der
Produkte kontinuierlich sank. Auch konnte das trivalente Dileucin-Konjugat nicht als Hauptprodukt
isoliert werden, sondern eine Abbruchsequenz mit insgesamt vier Leucin-Einheiten. Dies zeigt, dass
mit Zunahme der Leucin-Einheiten gleichzeitig der hydrophobe Anteil der Strukturen erhéht wird,
welches die Konjugate an der Festphase kollabieren lasst. Um das Ausfallender Strukturen wahrend
der Synthese kiinftig zu vermeiden, kdnnten chaotrope Salze, wie das Guanidinhydrochlorid (GdnHCI)
der Reaktionslosung zugesetzt, oder die Reaktionstemperatur erhéht werden. Weiterhin ist die
Verwendung der Mikrowellen-Technologie!?® méglich, die haufig zur Herstellung von anspruchsvollen
Peptiden genutzt wird. Neben den verzweigten Konjugaten wurden vier lineare PPMKs synthetisiert.
Zwei der Block-co-PPMKs sind Diastereomere, die sich in der Anordnung der Leucin-Einheiten
unterscheiden. So wurden fiinf Leucin-Einheiten entweder verteilt oder sequenziell in das
Oligo(amidoamin)-Rlckgrat integriert. Des Weiteren wurde das freie Pentaleucin und ein PEG-

Pentaleucin-Konjugat synthetisiert.

Im weiteren Schritt wurde das Aggregationsverhalten der PPMKs in Abhangigkeit zu der Struktur

untersucht. Das Ziel war es zu ermitteln, ob die Konjugate Sekundarstrukturen ausbilden, die tber
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Selbstassemblierungsprozesse die Formierung zu lGberdimensionalen Gebilden ermdéglicht. Wahrend
die Analyse mit der FTIR-Spektroskopie allen PPMKs die Fahigkeit zur Ausbildung von B-Faltblattern
zugewiesen hat, konnte mittels CD-Spektroskopie eindeutig geklart werden, dass nur das divalente
und trivalente Pfropf-co-PPMK sich zu Faltblatt-Strukturen anordnet. Das lineare PPMK, bei dem die
Leucine in dem Riickgrat verteilt waren, konnte keine Sekundarstruktur ausbilden und ist somit nicht
geeignet fir die hier angestrebte Anwendung. Fir alle anderen PPMKs war keine eindeutige
strukturelle Zuordnung moglich, da die Strukturen eine Mischung aus ungeordneten und B-Faltblattern
ausbilden. Da das CD eine schwache Tendenz der Pfropf-co-PPMKs mit Dileucin-Seitenketten zur
Ausbildung einer Sekundarfaltung andeutete, konnte auch in diesem Fall die Formation zu stabilen

Aggregaten ausgeschlossen werden.

Die Erkenntnisse aus der CD-Spektroskopie wurden durch Loslichkeitsstudien mit GdnHCl in
Kombination mit dem an B-Faltblatt-Strukturen bindenden Farbstoff Thioflavin T (ThT) unterstiitzt. Mit
der Zugabe des Denaturierungsmittels GdnHCI, sollte die Starke der Sekundarfaltung untersucht
werden. Es konnte gezeigt werden, dass das monovalente, verzweigte PPMK sowie die linearen
Konjugate PEG-Pentaleucin und das Oligo(amidoamin)-Pentaleucin mit erhohter Gdn*-Konzentration
sich strukturell nicht veranderten. Diese Strukturen waren demnach nicht in der Lage stabile
Sekundarstrukturen auszubilden und sind folglich ebenfalls ungeeignet zur Herstellung von
Aggregaten. Uberraschenderweise brachte die Studie fiir das freie Pentaleucin und die beiden
multivalenten Pfropf-co-PPMKs unerwartete Ergebnisse. Erst mit Unterstlitzung des Farbstoffs ThT
konnte hinreichend geklart werden, dass eine geringe Konzentration an Gdn*-Kationen durch
Koordination an die Amid-Gruppen des Peptids, eine intermolekulare Wechselwirkung der
Pentaleucin-Ketten induzierte und zur Bildung B-Faltblatt-ahnlicher Strukturen fihrte. Das Dimer- und
Trimer-Konjugat zeigten im CD mit kontinuierlicher Zugabe des Salzes ebenfalls eine zunehmende
Ausbildung der Sekundérfaltung. Die Uberpriifung mit ThT offenbarte dagegen mit steigender Gdn*-
Konzentration eine stetige Denaturierung der Konjugate. Dies ldsst vermuten, dass mit Erhéhung der
Salz-Konzentration einzelne Konjugat-Molekile aus dem kollabierten Aggregat-Netzwerk durch
Brechen der intermolekularen Wechselwirkungen abgespalten wurden. Da die Strukturen folglich in
Losung vorlagen und trotzdem B-Faltblatter durch intramolekulare Interaktionen ausbilden konnten,
wurden sie mit einer steigenden Intensitat vom CD-Spektrometer detektiert. Die Kombination aus den
Ergebnissen der Gdn*- und den ThT-Studien zeigen, dass das Dimer nach einer Konzentration von 6 M
GdnHCI vollstdndig aufgebrochen wurden. Wegen der zusatzlichen Peptidkette des Trimers und der
damit erhohten Fahigkeit intramolekular miteinander zu interagieren, konnte selbst nach ab 6 M

GdnHCI keine vollstdndige Denaturierung festgestellt werden.
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Dass das Dimer und das Trimer bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen B-Faltblatt-Strukturen
ausbilden, konnten anhand der Studien zur kritischen Aggregationskonzentration (KAK) mit ThT
nachgewiesen werden. So bildeten die beiden multivalenten Konjugate bereits bei der niedrigsten
gemessenen Konzentration (bei ca. 40 ug mlt) héher geordnete Strukturen aus. Im Vergleich dazu
bildete das reine Pentaleucin selbst bei 1 mg ml* keine Sekundarstruktur aus. Dies verdeutlicht, dass
eine multivalente Dekorierung der Konjugate mit den Peptiden essenziell fir eine erfolgreiche
Aggregation ist. Interessanterweise zeigen die monovalenten Konjugate, das verzweigte Unimer und
das lineare Pendant, bei dem die Leucine nacheinander im Riickgrat integriert wurden, eine
konzentrationsabhingige Aggregation ab etwa 0.2 mg ml?. Die im Vergleich zum freien Peptid
verstarkte Aggregation kann durch den Einfluss der im Riickgrat befindlichen Amide interpretiert
werden. Dennoch, die unterschiedliche Architektur (Pfropf vs. Block) deutet nicht auf ein verdndertes
Verhalten in der Aggregation hin. Da ab einer Valenz von zwei Peptid-Einheiten eine eindeutige
Ausbildung von Sekundarstrukturen erreicht werden kann, missten zur Untersuchung dieser
Fragestellung ebenfalls multivalente Block-co-PPMKs synthetisiert werden, die zwei bzw. drei
Pentaleucin-Blocke besitzen. Obwohl das ThT ein geeignetes Werkzeug zur Ermittlung der Faltblatt-
Strukturen ist, hat es den Nachteil, dass es nicht signifikant mit kleinen Aggregationsintermediaten von
unter vier PB-Strangen zu interagieren scheint.?*® Somit sind die wahren kritischen
Aggregationskonzentrationen der PPMKs moglicherweise niedriger, als in dieser Arbeit ermittelt. In
der Literatur werden bereits alternative Farbstoffel?’%271! eingesetzt, die ebenfalls zur Bestimmung der

Leucin-basierten PPMKs verwendet werden kdnnten.

Da das divalente und trivalente Pfropf-co-PPMK bereits bei niedrigen Konzentrationen stabile
Sekundarstrukturen ausbilden, waren sie die geeigneten Kandidaten zur Herstellung von Aggregaten.
Durch eine gezielte Steuerung der Prdparationsparameter konnten makroskopische Gele oder
nanoskalierbare Gelpartikel erzeugt werden. Der Vernetzungsgrad der in DMSO gequollenen
Organogele wurde mittels des Rheometers bestimmt. Die Analysen ergaben hohe Gelstarken mit
Speichermodulen G von 10 bzw. 20 kPa fir das Dimer- bzw. Trimer-Organogel. Weiterhin wurden
Studien zu den mechanischen Eigenschaften von Organogelen unter Verwendung eines
Multikomponentensystems durchgefiihrt, indem Mischgele aus zwei verschiedenen PPMK-Konjugaten
hergestellt wurden. Hierfiir wurden die multivalenten Konjugate mit dem Pentaleucin oder dem PEG-
Pentaleucin-Konjugaten in definierten Verhéltnissen vermischt. Die Untersuchungen der
Multikonjugat-Gele haben gezeigt, dass die Gelstarken der Dimer- und Trimer-Gele durch Zugabe der
reinen Peptid-(Polymer-)Sequenz angepasst werden kann. Unter Verlust des Vernetzungsgrades

konnten viskosere Gele von Speichermodulen zwischen G" = 0.7 und 5 kPa erzeugt werden. Die
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Verwendung des Pentaleucins in dem Verhaltnis 1:2 bzw. 1:3 flihrte sogar zum vollstéandigen Bruch der

Gelstruktur.

Die Herstellung der Nanopartikel erfolgte mittels der Solvent-Switch-Methode. Die GroéRe der
gebildeten Partikel wurde anschlieRend sofort mittels DLS bestimmt. Diese verdeutlichten, dass die
Reduktion der Konjugat-Konzentration mit der Reduktion der PartikelgréRe einhergeht, wobei das
Trimer grundsatzlich groRBere Partikel erzeugte als das Dimer. Interessanterweise wurden bei dem
reinem Pentleucin definierte, kleine Partikel bei Verwendung von hohen Konjugat-Konzentrationen
erzeugt. Vermutlich deutet dies auf ein oberflachenaktives Verhalten des Peptids hin, das bei hohen
Konzentrationen zur Ausbildung Mizellen-artiger Partikel fihrt. Zur eindeutigen Aufklarung dieser
Hypothese sollte im weiteren Schritt die Oberflaichenspannung der Pentaleucin-Losung bei

unterschiedlichen Konzentrationen bestimmt werden.

Analog zu den Organogel-Studien, wurden Partikel aus Multikomponentensystemen erzeugt und die
PartikelgroBen ebenfalls mittels DLS untersucht. Erstaunlicherweise zeigen Mischungen aus den
Konjugaten mit Pentaleucin eine Reduktion der PartikelgréBe auf 25 — 30 nm. Dabei scheint der Anteil
des freien Peptids in der Mischung, ob dquimolar zur Konjugat-Konzentration oder dquivalent zu der
Anzahl der Pentaleucin-Seitenketten, keinen Einfluss auf die resultierenden PartikelgréRe zu haben.
Stattdessen wurden Partikel mit nahezu monodisperser GroRenverteilung mit niedrigen PDI erhalten.
Mischungen mit dem PEG-Pentaleucin-Konjugat zeigten dagegen eine geringe GroRenreduktion.
Grund dafiir kénnte die Abschirmende Wirkung des PEGs!?*”! sein, welches die Pentaleucin-Einheit
oder die bereits gebildeten Mischkonjugat-Partikel umhillt und auf diese Weise eine Wechselwirkung

zu weiteren Konjugaten verhindert.

Ahnliche Resultate wurden bei der Bestimmung der Nanopartikel-Aggregation mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) erhalten. Obwohl eine eindeutige Aufklarung der TEM-
Bilder schwierig war, konnte die gleiche Tendenz wie bei den DLS-Analysen festgestellt werden. Diese
zeigte, dass mit Zunahme des freien Pentaleucin-Anteils in der Mischkonjugat-Lésung eine
Verringerung der PartikelgroBen erreicht werden kann. Die Verwendung von TEM birgt einige
Nachteile, z.B. die Trocknung der Proben auf dem Kupfer-Raster und die damit resultierende
Veradnderung der PartikelgroRe und -form. Um dieses Problem zu umgehen, kénnten in weiteren
Schritten Kryo-TEM-Aufnahmen generiert werden. Das Einfrieren der Partikelldsungen erméglicht die
Bestimmung der Partikel-Morphologie in Lésung!?’? und gleichzeitig einen direkten Vergleich zu den

DLS-Daten.

Im letzten Schritt wurden Toxizitatsstudien ausgewahlter (Misch-)Konjugat-Partikel an gesunden

Brustzellen und krankhaften Brustkrebszellen durchgefiihrt. Bei beiden Zelllinien konnte keine
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Einschrankung der Zell-Viabilitdt bei Konzentrationen zwischen 0.3 und 30 uM festgestellt werden.
Dies konnte daran liegen, dass Oligoleucine sich bevorzugt toxisch bei myeloischen Zelllinien
verhielten.[?6%261 Op dies auch der Fall fir die Leucin-basierten PPMKs ist, kdnnte in Toxizitatsstudien
an Blutzellen nachgewiesen werden. Des Weiteren sollte festgestellt werden, ob die Partikel
Uberhaupt von den Zellen aufgenommen werden. Hierzu sollten die Partikel mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert werden und die Zellen nach der Exposition mit den Konjugaten unter
einem Fluoreszenzmikroskop untersucht werden. Dabei ware die Zugabe des hydrophoben Farbstoffs
wahrend der Partikel-Herstellung sinnvoll, sodass dieser in dem Partikelkern eingeschlossen werden
kann. Eine kovalente Konjugation des Farbstoffs an das PPMK-Molekiil sollte allerdings vermieden
werden, da die hohe Hydrophobie des Farbstoffs sich negativ auf die Loslichkeit des ohnehin schon

schwer-16slichen Konjugats auswirken kann.

Ein Nebenprojekt dieser Arbeit, war die Herstellung von Lipid-Makromolekiil-Konjugaten, bei dem das
Oligo(amidoamin) Hepta-EDS als PEG-Alternative zur Oberflichenmodifizierung von Liposomen
untersucht wurde. Hierzu wurde das Konjugat DOPES-Pep-0l synthetisiert, welches zusatzlich zu dem
Phospholipid DOPES und dem Oligo(amidoamin) die spaltbare Peptideinheit GFLG trug. Um einen
direkten Vergleich zu den mit PEG-modifizierten Lipiden zu erhalten, konnten auRerdem das Derivat
DOPES-Pep-PEG erfolgreich synthetisiert werden. Als weitere Kontrollstruktur wurde das DOPES-OI
ohne spaltbare GFLG-Einheit hergestellt. Die Herstellung und Analyse der Liposome wurde von S.
Bleher von der Albert-Ludwigs-Universitat, Freiburg im Breisgau, durchgefiihrt. Die Studien zeigten,
dass die Strukturen keine Zytotoxizitdt gegenliber Hela-Zellen entwickelten. Dennoch wiesen
Experimente an Zebrafischlarven eine schlechtere Leistung der Oligo(amidoamine)-Liposome im
Vergleich zu den bereits verwendeten PEGylierten Liposome auf. Nichtsdestotrotz konnte durch
Aufnahmestudien in Hela-Zellen festgestellt werden, dass die spaltbare GFLG-Sequenz eine
interessante Moglichkeit bietet, die Oligo(amidoamin)-Schutzschicht in unmittelbarer Zellndhe

abzuldsen und somit die Aufnahme zu verbessern.
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5.1 Material

Alle Reagenzien und Losungsmittel wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet. Diethylether (mit
BHT als Inhibitor, 299.8%), Triisopropylsilan (TIPS) (98%), Triethylsilan (99%), konz. Salzsadure (p.a.),
Oxalylchlorid (299%), 4-Pentinsdure (95%), Hydroxybenzotriazol (HOBt) (97%), Hydrocortison (=98%),
Choleratoxin (290%), menschlicher epidermaler Wachstumsfaktor (human epidermal growth factor,
EGF) und Insulin (299%) wurden von Sigma-Aldrich erworben. N,N-Diisopropylethylamine (DIPEA)
(299%) und Guanidinhydrochlorid (>98%) wurden von Carl Roth erworben. Fmoc-L-Leu-OH (>99%, Iris
Biotech). Fmoc-Lys(Boc)-OH (299%) und Thioflavin T (299%) wurden von Merck erworben. Ethyl
trifluoroacetate (99%, Alfa Aeser). Methanol (p.a.), Essigsaure (99.7%) und Fetales Kalberserum (>96%)
(fetal bovine serum, FBS) wurden von VWR BDH Prolabo Chemicals erworben. Dimethylformamid
(DMF) (99.8%, fir die Peptidsynthese), Piperidine (99%), Triphenylmethylchlorid (Trt-Cl) (98%),
Bernsteinsaureanhydrid (99%) und 1,4-Dioxane (99.5%) wurden von Acros Organics erworben. 1,2-
Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-bersteinsdure (299%, Avanti). (Dichloromethane (DCM)
(99.99%), Tetrahydrofuran (THF) (Analytische Qualitat), Ethylacetat (Analytische Qualitat),
Natriumhydrogencarbonat (Analytische Qualitdt) und Toluol (Analytische Qualitat) wurden von Fisher
Scientific erworben. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC, GE Healthcare Bio-
Sciences). Kaliumcarbonate (fur die Analyse), Zitronensdure (fiir die Analyse) und Triethylamin (pur)
wurden von AppliChem erworben. Trifluoroessigsdure (TFA) (99%) und (Benzotriazol-1-
yloxy)tripyrrolidino-phosphonium Hexafluorophosphat (PyBOP) wurden von Fluorochem erworben. 9-
Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (Fmoc-Cl) (98%, ChemPur). Natriumsulfat (wasserfrei, Caelo).
TentaGel® S RAM resin and TentaGel® PAP resin wurden von Rapp Polymers erworben. Dulbecco’s
modifiziertes Eagle Medium (DMEM) AQmediaTM, DMEM/F12 1/1 Medium, Penicillin und
Streptomycin wurden von Invitrogen erworben. Uranylacetat (298%, Thermo Fisher Sientific). CellTiter

Blue® (Promega).

Destilliertes Wasser wurde mit einem Milli-Q System (Millipore) mit einem finalen spezifischen

Widerstand von 18 MQcm aufgereinigt.

Alle nasschemischen Reaktionen wurden mittels Diinnschichtchromatographie (DC) mit MACHERY-
NAGEL Silicagel 60 F254 (0.20 mm Dicke) kontrolliert. Die TLC-Platten wurden mit UV-Licht und durch

Ninhydrin-Farbung visualisiert.
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5.2 Gerate

Festphasen-Peptid-Reaktoren und -Synthesizer

Die Festphasenreaktionen wurden manuell oder mittels automatisiertem Peptidsynthesizer
durchgefihrt. Fiir die manuelle Festphasensynthese wurden Polypropylen-Chromabond-Saulen von 5,
10 oder 20 mL mit einer Polypropylen-Fritte verwendet, die am Boden mit einem Luer-Stopfen von
Multisyntech verschlossen wurden. Die automatische Festphasensynthese wurde mit dem
Peptidsynthesizer Activo P-11 von Activotec in 10 oder 40 mL Einmalreaktoren durchgefiihrt. Alle

Reaktionen wurden unter N,-Strom (99,999%) durchgefihrt.

Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR)

'H-NMR-Spektroskopie wurde mit einem Bruker Avance Il 300 (300 MHz) und 600 (600 MHz) bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Daten sind wie folgt charakterisiert: (Frequenz in MHz,
deuteriertes Losungsmittel) chemische Verschiebungen in Einheiten von Teilen pro Million
(Multiplikation, Kopplungskonstante in Hertz, Integral, Zuordnung zum jeweiligen Proton). Chemische
Verschiebungen werden relativ zu den restlichen 'H-Peaks des verwendeten Lésungsmittels als interne
Standards referenziert (DMSO-ds: 2.50; CD,Cl,: 5.32; MeOD-d,: 3.31). Multiplizititen werden wie folgt
abgekdrzt: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett, dt = Dublett vom Triplett,

g = Quartett und m = Multiplett.

Gefriertrockner

Die Lyophilisation der fertigen Konjugate wurde auf einem Alpha 1-4 LD plus Gerat der Martin Christ
Freeze Dryers GmbH durchgefiihrt. Die Haupttrocknungsmethode wurde auf -54°C und 0.1 mbar

eingestellt.

Reversed Phase-Hochdruckfliissigkeitschromatographie - Massenspektrometrie (RP-HPLC-MS)

Die RP-HPLC-MS-Analyse wurde auf einem Agilent 1260 Infinity-Gerat durchgefiihrt, das mit einem
Detektor mit variabler Wellenlange (VWD) (eingestellt auf 214 nm) und einem Agilent 6120 Quadrupol
LC/MS mit einer Elektrospray-lonisationsquelle (ESI) gekoppelt war, die im positiven
lonisierungsmodus in einem m/z-Bereich von 200 bis 2000 arbeitete. Als HPLC-S4ule wurde eine
Poroshell 120 EC-C18 1.8 um (3.0x50 mm, 2.5 pm) RP-Sdule von Agilent verwendet. Die mobilen
Phasen A und B waren 95/5 H,O/MeCN, 0.1% Ameisensdure (A) und 5/95 H,O/MeCN, 0.1%
Ameisensdure (B). Die Proben wurden bei einer Flussrate von 0.4 mL/min unter Verwendung eines

linearen Gradienten von 100 % A bis 100 % B in einem Zeitbereich von 30 min bei 25 °C analysiert.
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Praparative Reversed Phase-Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (Prep-RP-HPLC)

Die Prep-RP-HPLC-Analyse wurde auf einem Agilent Technologies1260 Infinity-Gerat durchgefiihrt, das
mit einem Detektor mit variabler Wellenlange (VWD) (eingestellt auf 214 nm) gekoppelt war. Als HPLC-
Saule wurde eine CAPCELL PAK C18 (20 mml.D. x 250 mm, 5 uM) RP-Saule verwendet. Die mobilen
Phasen A und B waren H,0, 0.1 % Ameisensadure (A) und MeCN, 0.1 % Ameisensaure (B); die mobilen
Phasen Al und B1 waren H,0O (A1) und MeCN (B1). Die Konjugate 2, 3 und 9 wurden in Methanol (HPLC-
Qualitat) und ein paar Tropfen Ameisensdure gelost. Konjugat 8 wurde in H,O/MeCN (1/1, v/v) gel6st.
Die Proben wurden mit einer Flussrate von 10 mL/min bei 25 °C unter Verwendung eines linearen
Gradienten von 40 % bis 80 % B fiir 2, 50 % bis 100 % B fiir 3 und 30 % bis 70 % B fiir 4, 5, 6, 7 und 8 in
einem Zeitbereich von 10 min gereinigt. Oligo(amidoamin) 11 wurde in H,O gelést und mit einer
Flussrate von 20 mL/min bei 25 °C unter Verwendung eines linearen Gradienten von 20% auf 30% B

gereinigt.

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions-lonisations-Time of Flight-Massenspektrometrie (MALDI-

TOF-MS)

MALDI-Messungen wurden auf einem MALDI-TOF Ultraflex | (Bruker Daltonics) mit 2,5-
Dihydroxybenzoesaure (DHB) und a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHCA) als Matrix durchgefiihrt. Das

Verhaltnis von Verbindung zu Matrix war 10:1.

Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD)

CD-Spektren wurden bei 20 °C mit einem Jasco J-715-Spektropolarimeter unter Verwendung einer
Zelle von 0.1 cm Wegldnge und der Mittelung von zehn sich wiederholenden Scans zwischen 260 und
190 nm mit einem Datenabstand von 1 nm, einer Bandbreite von 2 nm, einer Scangeschwindigkeit von
50 nm/min und einer Reaktionszeit von 1 s erhalten. Die mittlere Rickstandselliptizitat ([©]) wurde mit
der Gleichung [0]=0/(10x cx d) berechnet, wobei d die Schichtdicke der Zelle (0.1 cm), © die

Elliptizitat, gemessen in Milli-Grad (Maschineneinheiten), und ¢ die konjugierte Konzentration ist.

Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR)

Die FTIR-Spektren wurden mit einem Nicolett 6700 Fourier-Transform gemessen, dass mit einem
Einzelpunkt-gedampften Diamant bei Raumtemperatur ausgestattet war und einer Auflésung von

1 cm™® aus 52 aufeinanderfolgenden Scans gemittelt wurde.
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Mikrotiterplatten-Spektrophotometer

Fluoreszenzmessungen mit Thioflavin T wurden an einem CLARIOstar® Mikrotiterplatten-Reader von
BMG LABTECH (Freiburg, Deutschland) bei 20 °C durchgefiihrt, indem eine Anregungswellenldange von
450 nm und 490 nm fir die Emission verwendet wurde. Die Auswertung der Messungen erfolgte mit
der BMG Mars Software. Fiir alle Messungen wurden die durchsichtigen Corning® 96-Well Polystyrol-

Mikrotiterplatten mit flachem Boden verwendet.

Rheologie

Die Messung wurde auf einem Haake Mars Il Rheometer durchgefiihrt und mit der Software Haake
RheoWin Data Manager ausgewertet. Die viskoelastischen Eigenschaften wurden mit einem 20-mm-
Kegel (2°-Winkel) in Abhéangigkeit von Frequenz-Sweeps zwischen 0.1 und 100 Hz bei konstanter

Dehnung (0.1 %) aufgezeichnet.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Messungen wurden auf einem Malvern NanoZS (Malvern Panalytical, Kassel, Deutschland)
durchgefiihrt, das mit einem 633 nm He/Ne-Laser in Riickstreuungskonfiguration (171°) ausgestattet
war. Nanogel-Proben in 1 cm Polystyrol-Klivetten wurden bei einer Temperatur von 20 °C analysiert.
Zur Auswertung der Autokorrelationsfunktionen wurden die Abklingkonstante und der erste Kumulant
durch exponentielle Fits bestimmt und die hydrodynamischen Radien durch die Stokes-Einstein-

Beziehung berechnet.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) (durchgefiihrt von M. Otten, Heinrich-Heine-Universitat)

Die Aufnahmen der Partikel wurden an einem JOEL JEM-2100Plus Elektronenmikroskop im Brightfield-
Modus bei 80 kV durchgefiihrt. Nanopartikelldsungen wurden auf ein kohlenstoffbeschichtetes

Kupfergitter der Gréf3e 200 Mesh von ScienceServices aufgetragen.

5.3 Methoden

CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie wurde fiir die Analyse der Sekundarstrukturen der Konjugate verwendet. Die
Proben wurden in 5 % MeCN in MQ-Wasser-Lésung in Konzentrationen von 0.25 mg ml fiir 1 und 4-10
und 1 mg ml fiir 2 und 3 gelést oder suspendiert. Diese Lésungen wurden liber Nacht geschiittelt und

am CD-Spektrometer analysiert.
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Denaturierungsexperimente mit Guanidinhydrochlorid (GdnHCI)

Die Proben wurden in 5 % MeCN in MQ-Wasserlosung, die 1, 2, 3,4, 5 und 6 M GdnHCl enthielt gelost
bzw. suspendiert. Die Konjugatkonzentrationen waren 0.25 mg ml? fir 1 und 4-10 und 1 mg ml™* fur 2
und 3. Diese Losungen wurden Uber Nacht geschittelt. Der Bruch der Sekundarstrukturen wurde

mittels CD-Spektroskopie analysiert.

Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FTIR)

Die Konjugate wurden in MQ-Wasser gelost oder suspendiert und am Gefriertrockner lyophilisiert. Das

resultierende getrocknete Material wurde fiir die Analyse verwendet.

Thioflavin T (ThT) Bindungsstudien

Die strukturabhangige Aggregation wurde anhand des B-Faltblattbinden Farbstoffs Thioflavin T
untersucht. Es wurden zwei verschiedene Experimente durchgefiihrt: 1) Brechen der B-
Faltblattstrukturen durch Erhéhung der GdnHCI-Konzentration. Hierfir wurden die gleichen Proben
genommen, die bereits fir die GdnHCI-Denaturierungsstudien der Konjugate 2, 3 und 9 verwendet
wurden. 2) Konzentrationsabhdngige Aggregation der Konjugate 1, 2, 3, 8 und 9. Sie wurden in MQ-
Wasser in Konzentrationen von 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.063, 0.0313, 0.0156, 0.0078 und 0.039 mg ml*

geldst bzw. suspendiert und Gber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt.

Beide Experimente wurden gleichermaRen durchgefiihrt. Eine 10 mM Thioflavin T (ThT) Stammldsung
wurde durch Lésen von 32 mg in 10 ml MQ-Wasser hergestellt und durch einen 0.2 um Spritzenfilter
filtriert.  Die  tatsachliche Konzentration der  Farbstofflésung  wurde  durch  UV-
Absorptionsspektroskopie mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von 36 000 Mt cm™bei 412 nm
bestimmt. Die Endkonzentration wurde auf 100 uM eingestellt. 72 pl der Konjugatlésung wurden in
durchsichtige Corning® 96-Well Polystyrol-Mikroplatten mit flachem Boden pipettiert, gefolgt von 7 pl
frisch hergestellter ThT-Losung, was eine ThT-Endkonzentration von 10 uM ergab. Die Mikroplatten
wurden mit Aluminiumfolie abgedeckt und fiir 24 h geschiittelt. Die spektroskopischen Daten wurden

mit einem Mikroplatten-Spektrophotometer aufgenommen.

Organogel-Herstellung

Gele von Konjugat und Konjugatmischungen wurden in Konzentrationen von 25 mM in DMSO
hergestellt. Zur Herstellung der Multikonjugat-Gele wurden die einzelnen Konjugate gravimetrisch an
der Waage abgewogen und in DMSO bis zur gewlinschten Konzentration geldst. Hierzu wurden die
Konjugate 2 und 3 mit 9 oder 10 gemischt, um entweder dquimolare Verhiltnisse (1:1) oder
Verhidltnisse zu erhalten, die der Anzahl der Leucin-Seitenketten entsprechen (1:2 bzw. 1:3). Zur
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vollstandigen Losung der Konjugat-DMSO-L6sung war eine Erwarmung auf 80 °C erforderlich. Die heif3e
Losung wurde in eine 10-ml-Spritze mit abgeschnittener Spitze Gberfihrt, um zylindrisch geformte
Gele zu erhalten. Um Verdunstung zu verhindern, wurde der Spritzenkopf mit drei Lagen Parafilm

abgedeckt. Das Organogel wurde fiir 24 h senkrecht zur Gelierung an einer Muffe befestigt.

Rheologie-Messung

Das zylindrisch geformte Organogel wurde direkt auf die Rheologie-Messplatte aufgebracht. Vor der
Messung und um Einfliisse durch eine Beschadigung des Gels nach dem Auftragen auf die Platte zu
reduzieren, wurde das Gel 1 h lang "nachgelieren". AnschlieBend wurden die Rheologie-Messungen

durchgefihrt.

Nanopartikel-Herstellung

Die Nanopartikel wurden nach der "Solvent-Switch"-Methode hergestellt. Dazu wurden Konjugate
oder Konjugatgemische in DMSO in einer vordefinierten Konzentration geldost und in MQ-Wasser
Uberfiuhrt, was zu einer Aggregation der PPMKs fiihrte. Um eine schnelle Ausfallung der Partikel mit
niedrigem PDI zu gewahrleisten, wurde die automatisierte analytische Spritze eVol® XR verwendet, die
die Losung mit der vorinstallierten Geschwindigkeit 10 (ca. 8.6 ml/s) direkt in das Wasser dosierte. Eine
homogene Verteilung der Partikel wurde durch konstantes Rotieren der Polysterol-Kiivette mit einer
Geschwindigkeit von 500 U/min ermoglicht, wahrend die konjugierte DMSO-L6sung in das Wasser

gegeben wurde.

Zugabe von 20 ul der
Konjugat-DMSO-L6sung

mit Hilfe einer eVol-
Hamilton-Spritze
Definierte Konzentrationen
von Konjugaten oder

N |
U DLS
580 H Messkiivette ~ @
Konjugat-Mischungengelost s

|

¥ <« Partikel

i ) MQWasser E—)
in DMSO ~a

AN i
Vortexer Geschwindigkeit: DLS Messgerat
Wj 500 U/min

Abbildung 36: Graphische Darstellung der Nanopartikel-Herstellung.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Das Verhiltnis der PartikelgroRe zur Konjugatkonzentration wurde mittels DLS aufgezeichnet. Dazu

wurden Stammldsungen von in DMSO geldsten Konjugaten in einer Konzentration von 10 mg ml™* von
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2 und 9 und 15 mg ml? von 3 hergestellt. Zur Analyse der konzentrationsabhdngigen
Nanopartikelbildung wurden die Konjugat-DMSO-L6ésungen auf 3, 1.5, 0.9, 0.3, 0.24, 0.12, 0.06 und
0.03 mM fir Konjugat 2 und 3 und 15, 9, 3, 1.5, 0.9 und 0.3 mM fiir 9 in DMSO verdiinnt. 20 pl der
Konjugatlésung wurden in einem eVol® XR mit einer 100-pl-Hamilton-Spritze aufgezogen und in
saubere DLS-Polystyrol-Gefdle mit 580 pl vorgefiltertem (0.45 um-Spritzenfilter) MQ-Wasser
dispensiert, was endglltige Partikelldsungen von 100, 50, 30, 10, 8, 6, 4, 2 und 1 uM fiir 2 und 3 und
500, 300, 100, 80, 50, 30 und 10 uM fiir 9 ergab. Die PartikelgrofRe der Konjugatmischungen wurde bei
30 uM (Endkonzentration) erfasst. Daher wurden 0.3 mM Mischlésungen in DMSO unter Verwendung
der gleichen Stammldsungen wie oben beschrieben hergestellt, indem die Konjugate 2 und 3 mit 9
oder 10 gemischt wurden, um entweder dquimolare Verhaltnisse (1:1) oder Verhéltnisse zu erhalten,
die der Anzahl der Leucin-Seitenketten entsprechen (1:2 bzw. 1:3). Die GroRe der gebildeten Partikel

wurde direkt mittels DLS gemessen.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Form und Aggregation der Mischungspartikel wurden unter dem Elektronenmikroskop beobachtet. 7
ul der Nanopartikelldsungen mit einer Endpartikelkonzentration von 30 uM wurden auf ein
kohlenstoffbeschichtetes Kupfergitter aufgetragen und fir 1 Minute zur Absorption stehen gelassen.
Die Uberschissige Lésung wurde mit Filterpapier abgetupft. Dann wurde das Gitter mit einem Tropfen
3 %iger Uranylacetatlosung bedeckt und sofort liber das Loschpapier entfernt. Erneut wurde ein
Tropfen 3 %ige Uranylacetatldsung auf das Gitter gegeben und 30 Sekunden lang absorbiert. Nach dem
Entfernen der Gberschiissigen Losung lieR man das Gitter 20 Minuten lang trocknen. Die Aufnahmen

der Partikel wurden am TEM durchgefiihrt.

Zellstudien

Potenzielle toxikologische Effekte von den PPMKs wurden an MDA-MB-231 (krebsartige menschliche
Brustzellen) und MCF-12A Zellen (gesunde menschliche Brustzellen) untersucht. MDA-MB-231 Zellen
wurden in Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) AQmediaTM mit 10 % fotalem
Rinderserum (FBS), 1 % Penicilin/Streptomycin und 10 pg ml? Insulin kultiviert. MCF-12A-Zellen
wurden in DMEM/F12 1/1 Medium mit 10 % fotalem Rinderserum (FBS), 1 % Penicilin/Streptomycin,
10 pg ml? Insulin, 0,5 ug ml? Hydrocortison, 20 pug mlt Choleratoxin und 20 pg ml? epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) kultiviert. Die Zellen wurden bis zu 90 % Konfluenz kultiviert und dann
subkultiviert. Fir Toxizitatsstudien wurden die Zellen fir 1 min trypsiniert, gezahlt und verdiinnt, um
ca. 25.000 Zellen pro 100 pl zu erhalten. 100 ul der Zellsuspension wurden in die Kammern einer 96-

Well-Polystyrol-Mikroplatte mit Deckel Gberfiihrt und fiir 24 h bei 37° Cund 5 % CO; inkubiert. PPMK-
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Nanopartikel der Mischungen M1b, M2b, M3b und M4b wurden wie in "Nanopartikel-Herstellung’
beschrieben hergestellt: Die Konjugatmischungen wurden in DMSO in Konzentrationen von 0.3, 1, 3,
10 und 30 mM aufgeldst. AnschlieBend wurden die Konjugate in einem zweistufigen Prozess in das
jeweilige Medium Uberflhrt. Zundchst wurden Nanopartikel gebildet, indem 5 pl der Konjugatlosung
in 145 pl MQ-Wasser gegeben wurden. Im weiteren Schritt wurden 30 pl der Nanopartikell6sung in
970 ul Zellmedien Gberfiihrt, wobei die FBS-Konzentration von 10 % auf 2 % reduziert wurde, um eine
mogliche Verklumpung der Konjugate in den Medien zu vermeiden. Die Endkonzentration der PPMKs
in den Medien betrug daher 0.3, 1, 3, 10 und 30 uM. Proben mit hoher Konjugatkonzentration (30 und
10 uM) mussten fiir 15 min bei Raumtemperatur in einem Ultraschallbad behandelt, da es nach dem
Transfer der Nanopartikel in Medien zu einer Ausfallung der Konjugate kam. Nach 24 h Zellinkubation
wurde das Zellmedium entfernt und durch 100 ul der Konjugat-Medium-L6sung ersetzt und fiir 72 h
inkubiert. Danach wurde die Lebensfahigkeit der Zellen durch Zugabe von 20 pl CellTiter Blue® in das
Zellmedium getestet und fiir 3 h inkubiert. Die Fluoreszenzspektroskopie wurde zur Detektion der
Farbveranderung des Farbstoffs verwendet, die Aufschluss lber die Lebensfahigkeit der Zellen gibt.
Die spektroskopischen Daten wurden mit einer Anregungswellenlange von 550 nm und einer

Emissionswellenlange von 590 nm aufgenommen.

5.4 Synthese

5.4.1 Baustein Synthese

Die Methode, die fiir die Synthese des Spacer-Bausteins EDS verwendet wurde, erfolgte entsprechend

den Berichten von Hartmann et al.l*?

1-(9H-fluoren-9-yl)-3,14-dioxo-2,7,10-trioxa-4,13-diazaheptadecan-17-oic acid, EDS

0O H 0O
H OJ\/\[C])/N \/\O/\/O\/\HJ\O .O
v
[470.21]

Die Gesamtausbeute der Synthese betrug 78 %.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 12.05 (br s, OH), 7.88 (d, 3H, 3/ = 7.25 Hz, NH, Ar-H), 7.69 (d,
2H, %) = 7.47 Hz, Ar-H), 7.21 (dt, 2H, 3/ = 7.19 Hz, Ar-H), 7.32 (dt, 3H, 3/ = 7.35 Hz, NH, Ar-H), 4.29 (d, 2H,
3)=6.97, -C(0)-0-CH2-CHRy-), 4.21 (t, 1H, 3/ = 7.25 Hz, -C(0)-O-CH2-CHRy-), 3.50 (s, 4H, -O-C;H4-0-), 3.38
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(m, 4H, -NH-CH,-CH,-0-, Uberlappung mit HDO), 3.16 (m, 4H, -NH-CH2-CH,-0-), 2.41 (dt, %/ = 6.83 Hz,
COOH-CH,-CH,-C(0)-), 2.31 (dt, *J = 6.83, COOH-CH,-CH»-C(0)-).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-50% Eluent B in 15 min bei 25 °C): t.= 12.2 min. Reinheit: 99%.

5.4.1 Synthese der Peptid-Prazisionsmakromolekiil-Konjugate

Die Festphasensynthese der PPMKs wurde nach dem Standard-Fmoc-Protokoll synthetisiert.[2% 38432731
Zur Herstellung der verzweigten PPMKs wurden der ,,grafting-from“-Syntheseweg verwendet, bei dem
zunachst das Oligo(amidoamin)-Riickgrat am Peptid-Synthesizer synthetisiert und terminal mit der
Acetyl-Gruppe geschiitzt wurde. Nach der manuellen Abspaltung der Boc-Schutzgruppe, wurden die
Leucin-Seitenketten ebenfalls am Peptid-Synthesizer aufgebaut und terminal geschiitzt. Die Synthese
der linearen PPMKs wurden vollstindig am Peptid-Synthesizer durchgefiihrt und (auBer bei

Pentaleucin 9) terminal geschiitzt. Das allgemeine Festphasenprotokoll wird im Folgenden erldutert.

Allgemeines Kupplungs- und Fmoc-Entschiizungs-Protokoll

Als Harz fir die Festphasensynthese wurde das handelsibliche, mit einem modifizierten Rink-Amid-
Linker funktionalisierte TentaGel® S RAM (Beladung 0.023 g/mol) und TentaGel® PAP Harz (Beladung
0.025 g/mol) verwendet. Nach zweimaligem Quellen von 0.05 mmol des Harzes in 4 mL DCM fiir 15
min wurde die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten. Zur Entschiitzung der Fmoc-Schutzgruppe wurden 4
mL 25%iges Piperidin in DMF flir 5 min zugegeben. Dann wurde die Entschiitzungslosung freigesetzt,
gefolgt von drei schnellen Waschungen von 30 sec mit 4 ml DMF. Dieser Entschiitzungsschritt wurde
15 min lang wiederholt, um eine vollstdndige Entschitzung der Fmoc-Gruppe zu erreichen. Um eine
vollstandige Freisetzung der Schutzgruppe zu erhalten, wurde die Entschiitzung mit einem installierten
UV-Spektrometer lberwacht, indem die freigesetzte Konzentration des Dibenzofulvene-Piperidin-
Addukts bei 301 nm gemessen wurde. War die freigesetzte Konzentration des Addukts héher als 10 %
im Vergleich zur Konzentration des freigesetzten Farbstoffs nach der ersten Entschiitzung, wurde
dieser Entschiitzungsvorgang bis zu sechsmal fiir jeweils 10 min wiederholt. Zwischen den
Entschitzungs- und Kopplungsschritten wurde das Harz sechsmal fiir 60 s mit 5 ml DMF gewaschen.
AnschlieRend erfolgte die initiale Kupplung durch Lésen von 0.25 mmol (5 Aqg.) Baustein oder
Aminosiure und 0.25 mmol (5 Ag.) PyBOP in DMF (2 mL), gefolgt von der Zugabe von 1.5 mL 1M DIPEA
in DMF-Lésung. Fiir verzweigte Konjugate mit Leucin in der Seitenkette wurden 0.5 mmol (10 Aq.)
Fmoc-L-Leucin-OH pro Anzahl der Seitenketten eingesetzt. Dementsprechend wurde die Menge der
1M DIPEA-LGsung mit der Anzahl der Seitenketten erhéht. Diese Mischung wurde fiir 3 Minuten mit
Stickstoff gespiilt. Dann wurde die Mischung zum Harz gegeben und 40 Minuten lang geschiittelt.

AnschlieBRend wurde das Harz von nicht umgesetztem Reagenz sechsmal fiir 60 Sekunden mit 5 mL
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DMF gewaschen. SchlieBlich wurde das Harz nach der Entschiitzung an der letzten Position 6-mal fir

60 s mit DMF und 2-mal flr 3 min mit DCM gewaschen.

Schiitzung des terminalen Amins

Nach erfolgreicher Kupplung der gewilinschten Anzahl an Bausteinen an der Festphase wurde das
terminale Amin mit einer Acetylgruppe geschiitzt. Dazu wurde das Harz mit 6 ml Essigsaureanhydrid
versetzt und sieben Minuten lang geschiittelt. Danach wurde das Harz sechsmal fiir 60 s mit 5 mL DMF

gewaschen.

Boc-Entschiitzung

Eine Losung aus 4 M HCl in kaltem 1,6-Dioxan wurde zweimal zu dem Harz gegeben und jeweils 15
Minuten lang geschiittelt. Dann wurde das Harz mit kalter 2 M DIPEA in DMF-L6sung neutralisiert.
AnschlieBend wurde das Harz 10-mal mit jeweils 5 mL DMF und DCM gewaschen. Dieser Ansatz wurde

wiederholt, bis die Entschiitzung vollstandig war, was durch den Kaiser-Test bestatigt wurde.

Abspaltung vom festen Trager

Die Spaltungsmischung fir PPMKs 1 - 9 war 95 % TFA/2.5 % TIPS/2.5 % DCM, und fiir 10 wurde ein
Cocktail aus 94 % TFA/ 1 % Trimethylsilyloromid/ 5 % Thioanisol zum Harz gegeben und 90 bzw. 60
Minuten lang geschittelt. Fir eine erfolgreiche Fallung des Konjugats in kaltem Et,O (45 mL) wurde
das Filtrat in ein 50 mL Falcon-Réhrchen gegeben, um den gréten Teil der TFA-Losung durch N»-Strom
zu verdampfen. Der resultierende Niederschlag wurde zentrifugiert und der Ether wurde dekantiert.
Das Produkt wurde zwei Mal mit Et,0 gewaschen. Das Rohprodukt wurde im N»-Strom getrocknet und
unter Vakuum getrocknet oder, falls wasserloslich, in 2 mL MQ-Wasser geldst und lyophilisiert. Je nach

Grad der Verunreinigung wurde das Produkt an der praparativen RP-HPLC aufgereinigt.
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Monovalentes Pentaleucin-Pfropf-co-PPMK, 1

[1715.07]
Die Gesamtausbeute von 1 betrug 71%.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8.02 (d, 1H, 3/ = 7.44 Hz, NH (Leu)), 7.99 (d, 1H, 3/ = 8.03 Hz, NH
(Leu)), 7.96 (d, 1H, 3/ = 8.03 Hz, NH (LySruckgrat)), 7.94 — 7.84 (m, 8H, NH (Riickgrat)), 7.81 (t, 2H, 3/ = 7.54
Hz, NH (Leu)), 7.71 (t, 1H, 3/ = 5.46 Hz, NH (LySseitenkette)), 7.64 (d, 1H, 3/ = 8.63 Hz, NH (Leu)), 7.26 (s, 1H,
NHH), 6.71 (s, 1H, NHH), 4.28 — 4.17 (m, 5H, C%c.H), 4.11 (m, 1H, C%sH), 3.49 (t, 16H, %/ = 5.32 Hz, -NH-
CH,-CH»-0-), 3.38 (m, 18H, -O-C,Hs-O-, Uberlappung mit HDO), 3.18 (m, 16H, -NH-CH,-CH,-0O-), 3.03
(m, 1H, C*ysHH), 2.94 (m, 1H, C%sHH), 2.40 — 2.24 (m, 16H, NH,-C(0)-C;H4-C(0O)-), 1.84 (s, 3H, -CHs (Leu-
Seitenkette), 1.79 (s, 3H, -CHs (Riickgrat), 1.66 — 1.50 (m, 6H, C'.euH, CP,sHH), 1.49 — 1.37 (m, 11H,
CPieuH2, CPysHH), 1.37 — 1.30 (m, 2H, C8sH,), 1.29 — 1.16 (m, 3H, CVyH2), 0.90 — 0.84 (m, 15H, -CH;
(Leu)), 0.84 —0.78 (m, 15H, -CHs (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 26.65 min. Reinheit: 98 %
ESI-MS: m/z kalk. for C7;H132N14022 [M+2H]2+ 858.54; gef 858.75.

FTIR: ¥ (cm™) 3263 (m), 3086 (w), 2956 (w), 2929 (w), 2870 (w), 1624 (s), 1543 (s), 1435 (m), 1281
(m), 1281 (m), 1092 (m).
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Divalentes Pentaleucin-Pfropf-co-PPMK, 2

(e}

O” °NH
(e} H o H (0] H O H
)L,H/\/O\/\O/\/NMN N\/\o/\/o\/\NJk/\[rl.sN,, N/\/O\/\O/\/NMNHZ
O H O H [e) H o}

[3140.98]
Die Gesamtausbeute von 2 betrug 39%.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-de): & (ppm) 8.03 (d, 2H, 3/ = 8.00 Hz, NH (Leu)), 8.00 (d, 2H, 3/ = 8.00 Hz, NH
(Leu)), 7.96 (d, 2H, 3J = 8.00 Hz, NH (LySrickgrat)), 7.95 — 7.85 (m, 14H, NH (Riickgrat)), 7.81 (t, 4H, 3/ =
7.30 Hz, NH (Leu)), 7.71 (t, 2H, 3/ = 5.67 Hz, NH (LySseitenkette)), 7.65 (d, 2H, 3/ = 8.34 Hz, NH (Leu)), 7.24
(s, 1H, -NHH), 6.71 (s, 1H, -NHH), 4.29 — 4.17 (m, 10H, C%..H), 4.12 (m, 2H, C%H), 3.49 (d, 28H, 3/ =
4.54 Hz, -NH-CH,-CH»-0-), 3.38 (m, 33H, -O-C;H;-0-, Uberlappung mit HDO), 3.55 — 3.14 (m, 28H, -NH-
CH,-CH,-0-), 3.03 (m, 2H, C&yHH), 2.94 (m, 2H, C%HH), 2.40 — 2.26 (m, 28H, NH,-C(0)-C,Hs-C(O)-),
1.84 (s, 6H, -CHs (Leu-Seitenkette), 1.79 (s, 3H, -CHs (Riickgrat), 1.63 — 1.50 (m, 12H, C"euH, CPsHH),
1.50 — 1.38 (m, 22H, CPleuHa, CPiysHH), 1.37 — 1.31 (m, 4H, C%:H2), 1.28 — 1.22 (m, 5H, C'iysH2), 0.88 —
0.84 (m, 30H, -CHj; (Leu)), 0.84 — 0.79 (m, 30H, -CHj; (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 17.79 min. Reinheit: 98%.
ESI-MS: m/z kalk. for CiasH269N29043 [M+3H]** 1047.99; gef. 1048.25.

FTIR: ¥ (cm™) 3263 (m), 2929 (w), 2870 (w), 1626 (s), 1541 (s), 1348 (m), 1095 (m), 710 (m).
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Trivalentes Pentaleucin-Pfropf-co-PPMK, 3

0T (T
\gO;\NH c’o;l‘*NH
0 0
HNI‘\( ml‘Y
0P NH O” NH
o) 0
HN;\ /¢NE\\(
07 NH 0P NH

[4566.88]
Die Gesamtausbeute von 3 betrug 14%.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8.14 — 8.03 (m, 6H, NH (Leu)), 7.99 — 7.96 (d, 3H, 3/ = 7.21 Hz,
NH (LySruckerat)), 7.96 — 7.84 (m, 20H, NH (Riickgrat)), 7.84 — 7.77 (m, 6H, NH (Leu)), 7.77 — 7.57 (m, 6H,
NH (Leu, Lysseitenkette)), 7.27 (s, 1H, -NHH), 6.71 (s, 1H, -NHH), 4.29 — 4.15 (m, 15H, C%..H), 4.10 (m, 3H,
C%ysH), 3.49 (d, 40H, 3J = 6.34 Hz, -NH-CH,-CH,-0-), 3.40 (m, 40H, -O-C,Hs-0-, Uberlappung mit HDO),
3.22 —3.15 (m, 40H, -NH-CH,-CH,-0-), 3.03 (m, 3H, C?,sHH), 2.96 (m, 3H, C°,sHH), 2.39 — 2.25 (m, 40H,
NH,-C(0O)-C;H4-C(0)-), 1.84 (2s, 9H, -CHs (Leu-Seitenkette), 1.78 (2s, 3H, -CHs (Riickgrat), 1.65 — 1.53
(m, 18H, CeiH, CPyysHH), 1.52 — 1.38 (m, 33H, CPleHa, CPysHH), 1.37 — 1.31 (m, 6H, C%sH,), 1.28 — 1.19
(m, 6H, CVysH2), 0.94 —0.84 (m, 45H, -CHs (Leu)), 0.84 — 0.75 (m, 45H, -CHs (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 11.41 min. Reinheit: 99%.
ESI-MS: m/z kalk. for C216H392N42062 [M+4H]* 1142.73; gef. 1143.35.

FTIR: ¥ (cm™) 3265 (m), 3084 (w), 2955 (w), 2929 (w), 2870 (w), 1626 (s), 1539 (s), 1441 (m), 1259
(m), 1093 (m), 713 (m).
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Monovalentes Dileucin-Pfropf-co-PPMK, 4

OJ\N H
O
N

1Y

0" 'NH
Q H o H 0
)L}N/\/O\/\O/\/NM%:I' N\/\O/\/OV\NJ\/\H'I'SI H,
H O O H O
[1375.82]

Die Gesamtausbeute von 4 betrug 85 %.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8.01 (d, 1H, 3/ = 7.81 Hz, NH (Leu)), 7.98 (d, 1H, 3/ = 8.13 Hz, NH
(LySrickerat)), 7.94 (t, 1H, 3/ = 5.42 Hz, NH (Rlckgrat)), 7.92 — 7.85 (m, 7H, NH (Ruickgrat)), 7.83 (d, 1H, %/
= 8.57 Hz, NH (Leu)), 7.75 (t, 1H, 3/ = 5.43 Hz, NH (LySseitenkette)), 7.27 (s, 1H, NHH), 6.71 (s, 1H, NHH),
4.25 — 4.18 (m, 2H, C%,H), 4.11 (m, 1H, C%H), 3.49 (t, 16H, 3/ = 5.32 Hz, -NH-CH,-CH,-0-), 3.38 (m,
18H, -0-C;H4-0-, Uberlappung mit HDO), 3.18 (m, 16H, -NH-CHz-CH-0-), 3.06 - 2.99 (m, 1H, Ct,sHH),
2.99 — 2.91 (m, 1H, C&HH), 2.39 — 2.25 (m, 16H, NH-C(O)-C:Ha-C(O)-), 1.84 (s, 3H, -CHs (Leu-
Seitenkette), 1.79 (s, 3H, -CHs (Riickgrat), 1.66 —1.49 (m, 3H, C¥.euH, CP,sHH), 1.49—1.38 (m, 5H, CPieuH,,
CPysHH), 1.37 — 1.30 (m, 2H, C8:Ha2), 1.30 — 1.15 (m, 2H, C'ysH2), 0.87 (dd, 6H, J = 6.7, 2.6 Hz, -CHs
(Leu)), 0.82 (t, 6H, 3J = 5.58 Hz, -CHs (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 16.81 min. Reinheit: 96 %

ESI-MS: m/z kalk. for Cs;H113N13021 [M+H]* 1376.82; gef. 1376.65.

FTIR: ¥ (cm™) 3288 (m), 3205 (w), 3089 (w), 2943 (w), 2862 (w), 1633 (s), 1547 (s), 1475 (w), 1427 (w),
1373 (m), 1346 (m), 1306 (m), 1213 (m), 1128 (m), 1107 (m), 1034 (w), 958 (w), 687 (m), 604 (m).
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Divalentes Dileucin-Pfropf-co-PPMK, 5
OJ\N H

N

1T

o)

O” 'NH
)OL] o) H O\S\AH i ' N 2
H/\/ ~ o0 E)I/\)l} 1 \/\o/\/o\/\HJ\/\[or}L\lu H/\/O\/\o/\/NMzNHg
O

HN_O
)\INHY

o
HN\rO
[2462.47]

Die Gesamtausbeute von 5 betrug 78%.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 7.98 (dd, 4H, %/ = 8.20, 8.02 Hz, NH (Leu), (LySrackgrat)), 7.93 (t,
2H, 3/ =5.52 Hz, NH (Riickgrat)), 7.91 - 7.84 (m, 12H, NH (Riickgrat)), 7.80 (d, 2H, 3/ = 8.57 Hz, NH (Leu)),
7.74 (t, 2H, 3J = 5.65 Hz, NH (LySseitenkette)), 7.26 (s, 1H, -NHH), 6.71 (s, 1H, -NHH), 4.25 — 4.18 (m, 4H,
C%eH), 4.11 (m, 2H, C%y:H), 3.49 (d, 28H, 3/ = 4.54 Hz, -NH-CH,-CH,-0-), 3.38 (m, 33H, -0-C,H4-O-,
Uberlappung mit HDO), 3.18 (m, 28H, -NH-CH,-CH,-0-), 3.07 — 3.00 (m, 2H, C%yHH), 3.00 — 2.91 (m,
2H, C®sHH), 2.39 - 2.26 (m, 28H, NH,-C(0)-C,H4-C(0)-), 1.84 (s, 6H, -CHs (Leu-Seitenkette), 1.79 (s, 3H,
-CH3 (Riickgrat), 1.66 — 1.49 (m, 6H, C'eyH, CPLysHH), 1.48 — 1.38 (m, 10H, CPo H,, CPysHH), 1.38 — 1.30
(m, 4H, C8sH,), 1.29 — 1.15 (m, 5H, C"sH2), 0.87 (dd, 12H, J = 6.38, 2.15 Hz, -CH3 (Leu)), 0.82 (t, 12H, 3/
= 5.38 Hz, -CHs (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t,= 20.42 min. Reinheit: 99 %.
ESI-MS: m/z kalk. for C112H203N23037 |:|\/|+2H]2+ 1232.24; gEf. 1232.50.

FTIR: ¥ (cm™) 3284 (m), 3082 (w), 2933 (w), 2870 (w), 1632 (s), 1541 (s), 1431 (m), 1367 (m), 1340 (m),
1215 (m), 1097 (m), 930 (w), 881 (w), 704 (m), 602 (m).

100



Experimenteller Teil

Trivalentes Dileucin-Pfropf-co-PPMK, 6

oJ\NH OJ\NH

0 0

N N

1T T

0" NH O”°NH
0 H 0o H o} H O H o H o
)LlN/\’OV\O/\’NM K NV\O/\/OV\NJJ\/\[]’IN" N/\/O\/\O/\’NN@ NV\O/\/OV\NJ\/\[{NHZ

H LS | H o’ (UH o o H o)
NH
\r
[3318.99]

Die Gesamtausbeute von 6 betrug 53%.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 8.01 (d, 3H, 3/ = 7.97 Hz, NH (Leu)), 7.98 (d, 3H, ?/ =7.97 Hz, NH
(LySrickerat)), 7.94 (t, 3H, 3/ = 5,43 Hz, NH (Rickgrat)), 7.92 — 7.86 (m, 15H, NH (Riickgrat)), 7.82 (d, 3H,
3) = 8.08 Hz, NH (Leu)), 7.75 (t, 3H, 3/ = 5.19 Hz, NH (Leu, Lysseitenkette)), 7.29 (s, 1H, -NHH), 6.71 (s, 1H, -
NHH), 4.24 —4.17 (m, 6H, C% H), 4.11 (m, 3H, C%y:H), 3.49 (d, 38H, °J = 6.34 Hz, -NH-CH,-CH»-0-), 3.40
—3.36 (m, 38H, -0-C,H4-0-, Uberlappung mit HDO), 3.21 — 3.14 (m, 38H, -NH-CH,-CH,-0-), 3.05 — 2.99
(m, 3H, C%sHH), 2.98 — 2.91 (m, 3H, C%HH), 2.41 — 2.25 (m, 38H, NH,-C(0)-C,H4-C(0)-), 1.83 (s, 9H, -
CH3 (Leu-Seitenkette), 1.79 (2s, 3H, -CH3 (Riickgrat), 1.65 — 1.50 (m, 9H, C'euH, CPysHH), 1.48 = 1.38 (m,
15H, CPieuHa, CPysHH), 1.37 — 1.30 (m, 6H, C%ysH,), 1.28 — 1.15 (m, 6H, C'sH,), 0.87 (dd, 18H, J = 6.68,
2.75 Hz, -CH; (Leu)), 0.82 (t, 18H, 3J = 5.93 Hz, -CH3 (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t,= 20.80 min. Reinheit: 97 %.
ESI-MS: m/z kalk. for Cis;H275N31049 [M+2H]?* 1660.50; gef. 1660.35.
FTIR: ¥ (cm™) 3284 (m), 3088 (w), 2933 (w), 2870 (w), 1630 (s), 1541 (s), 1433 (m), 1352 (m), 1261 (m),

1093 (m), 924 (w), 881 (w), 702 (m), 604 (m).

Block-co-PPMK, 7

o H o H o H O H 0] H 0]
)LN/\/O\/\O/\/NNN\\ N\/\O/\/O\/\NJ\/\IAN" N/\/O\/\O/\/NNN“ N\/\o/\/o\/\NJ\/\n/NHZ
H 0 H o H e} SH e} H o H

(o}

[1544.96]

Die Gesamtausbeute von 7 betrug 69 %.

101



Experimenteller Teil

'H-NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 (ppm) 8.30 (d, 1H, 3/ = 6.43, NH), 8.11 (t, 1H, ?/ = 5.72 Hz, NH), 8.05 (d,
1H, 3/ = 8.01, NH), 7.94 — 7.90 (m, 4H, NH), 7.90 — 7.84 (m, 2H, NH), 7.56 (t, 1H, ®J = 5.72 Hz, NH), 7.42
(d, 1H, °J = 8.47 Hz, NH), 7.26 (s, 1H, -NHH), 6.71 (s, 1H, -NHH), 4.24 — 4.12 (m, 4H, C%<.H), 4.09 (q, 1H,
3J = 7.2 Hz, C%eH), 3.50 — 3.47 (m, 16H, -NH-CH,-CH,-0-), 3.44 — 3.40 (m, 16H, Uberlappung mit
HDO, -O-C;Hs-0-), 3.21 — 3.14 (m, 16H, -NH-CH»-CH,-0-), 2.44 — 2.25 (m, 16H, NH»-C(0O)-C;Ha-C(0O)-),
1.79 (s, 3H, -CHs (Riickgrat)), 1.70 — 1.52 (m, 5H, C¥ieH2), 1.51 — 1.37 (m, 10H, CPuH2), 0.90 — 0.77 (m,
30H, -CH;s (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 13.05 min. Reinheit: 98%.
ESI-MS: m/z kalk. for C75H132N1402; [M+H]* 1545.97; gef. 1545.40.

FTIR: ¥ (cm™) 3290 (m), 3082 (w), 2955 (w), 2870 (w), 1632 (s), 1541 (s), 1427 (m), 1340 (m), 1213
(m), 1124 (m), 698 (m).

Block-co-PPMK, 8

H o H Q H o
\[HN\/\O/\/O\/\NJ\/\HMN N/\/O\/\O/\/NMZNHZ
o) H o UK o)

[1544.96]
Die Gesamtausbeute von 8 betrug 63%.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8.46 (d, 1H, 3/ = 6.01, NH), 8.20 (t, 1H, 3 = 5.72 Hz, NH), 8.08 (d,
1H, 3/ = 7.39, NH), 7.91 — 7.83 (m, 6H, NH), 7.61 (t, 1H, 3/ = 5.72 Hz, NH), 7.47 (t, 3H, 3/ = 7.87 Hz, NH),
7.27 (s, 1H, -NHH), 6.71 (s, 1H, -NHH), 4.23 — 4.06 (m, 4H, C%.,H), 4.03 (dt, 1H, J = 10.5, 5.5 Hz, C%euH),
3.49 (m, 16H, -NH-CH,-CH,-0-), 3.40 — 3.37 (m, 16H, Uberlappung mit HDO, -0-C,Hs-0-), 3.20 — 3.15
(m, 16H, -NH-CH2-CH,-0-), 2.46 — 2.26 (m, 3H, NH-C(0)-C;H4-C(O)-), 2.30 — 2.24 (m, 13H, NH»-C(O)-
C2H4-C(0)-), 1.79 (s, 3H, -CHs (Riickgrat)), 1.73 — 1.56 (m, 5H, CYieyHa), 1.56 — 1.39 (m, 10H, CeuH2), 0.91
—0.85 (m, 15H, -CHs (Leu)), 0.84 — 0.78 (m, 15H, -CHs (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 14.96 min. Reinheit: 99%.
ESI-MS: m/z kalk. for C7,H132N1402, [M+H]* 1545.97; gef. 1545.50.

FTIR: ¥ (cm™) 3263 (m), 3087 (w), 2953 (w), 2927 (w), 2870 (w), 1628 (s), 1541 (s), 1439 (m), 1348
(m), 1277 (m), 1095 (s), 712 (m), 594 (m), 561 (m).
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Block-co-PPMK, 9

0 L O e

HZN\:)'\N/¢N\:)J\N/¢N\:)LNH2
i H E :

DR

[582.45]

Die Gesamtausbeute von 9 betrug 76%. Die Verunreinigungen bei & 3.50 ppm im *H-NMR und bei t, =
16.52 min im RP-HPLC kénnen PEG zugewiesen werden, welches wahrend der Abspaltung vom Hart

ebenfalls abgespalten wurde.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 8.57 (d, 1H, 3/ = 8.4 Hz, NH), 8.20 (d, 1H, 3/ = 8.3 Hz, NH), 8.15
—8.08 (s, 2H, -NH,), 7.93 (d, 1H,%J = 8.2 Hz, NH), 7.71 (d, 1H, 3/ = 8.5 Hz, NH), 7.25 (s, 1H, %/ = 2.1
Hz, -NHH), 6.96 (s, 1H, 3/ = 2.2 Hz, -NHH), 4.42 (td, 1H, J = 7.8, 7.3, 5.6 Hz, C®.c,H), 4.35 — 4.25 (m, 2H,
CeuH), 4.21 (td, 1H, J = 8.6, 6.1 Hz, C%euH), 3.77 (s, 1H, C%euH), 1.66 — 1.37 (m, 15H, CPeuH2, CVieuHa),
0.92 - 0.79 (m, 30H, -CHs (Leu)).

RP-HPLC (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 12.33 min. Reinheit: 92%.
ESI-MS: m/z kalk. for C3oHsgNeOs [M+H]* 583.45; gef. 583.20.

FTIR: ¥ (cm™) 3269 (m), 3084 (w), 2955 (m), 2929 (w), 2875 (w), 1664 (m), 1630 (s), 1545 (m), 1470
(w), 1388 (w), 1201 (m), 1138 (m), 837 (w), 798 (w), 719 (m), 594 (w).

Block-co-PPMK, 10

H)\ 0 H/\ O H )\
HO/\’{OV\}QNN\'{\H\);I/N\'O(\H N

pd

N ONH
o)

)

[4234.61]
Die Gesamtausbeute von 10 betrug 82%.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 8.00 (t, 2H, 3/ = 7.8 Hz, NH), 7.81 (t, 2H, 3/ = 7.6 Hz, NH), 7.67
(d, 1H, 3 = 8.4 Hz, NH), 4.57 (t, 1H, 3/ = 5.4 Hz, -OH), 4.30 — 4.20 (m, 5H, C%,H), 3.77 —3.70 (m, 4H, -O-
CH,-CH,-OH, -O-CH,-CH,-NH-), 3.51 (s, 326H, PEG Riickgrat -O-CHa-0-), 3.30 — 3.24 (m, 2H, -O-CH,-CH,-
OH), 3.23 —3.10 (m, 2H, -O-CH,-CH,-NH-), 1.83 (s, 3H, -CHs), 1.65 — 1.34 (m, 15H, CPLo,H,, CYieuH2), 0.93
—0.72 (m, 30H, -CHs (Leu)).

MALDI-TOF-MS: m/z kalk. for CissH37:NsOsa [M(PEG7,)+H]* 4059.51; gef. 4059.87.
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FTIR: ¥ (cm™) 3267 (w), 2879 (m), 1691 (w), 1624 (m), 1554 (w), 1468 (m), 1342 (m), 1279 (m), 1240
(m), 1099 (s), 1061 (m), 962 (m), 841 (m), 715 (w), 530 (w).

5.4.1 Synthese der Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiile

Zur Herstellung der Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiile wurde das Oligo(amidoamin) zunachst
gemall des Fmoc-basierten Festphasenprotokolls am Peptid-Synthesizer hergestellt und vom Harz

abgespalten. AnschlieBend fand die Kupplung des Phospholipids DOPES in Lésung statt.

EDS;-GFLG-NH,, 11

11
10 12
o ° o] H o] H o]
\)k , H 4 I 6 7 5 8 ’\\l 6 7 o 5 8 NH
HoN N N3 NWN\/\O/\/O\/\NW ~ o Oy 2
1 5 7 6 8 5 7 6 8 6
H (0] H (0] H O H (0]

1

ERNG T

16
[2002.11]

Oligo(amidoamin) 11 wurde nach dem allgemeinen Kupplungs- und Entschiitzungsprotokoll
synthetisiert. Nach der endgiiltigen Abspaltung vom festen Trager wurde das Rohprodukt in der
praparativen RP-HPLC aufgereinigt. Das gewlinschte Produkt konnte mit einer Ausbeute von 31 %

erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, CD,Cl,:MeOD-d4 (1:1, v/v)): 6 (ppm) 7.77 (m, NH), 7.27 (m, 5H, H10, H11, H12), 4.61
(m, Uberlappung mit HDO, H2), 4.34 (m, 1H, H3), 3.96 (m, 2H, H4), 3.73 (m, 2H, H1), 3.62 (s, 28 H, H7),
3.55(t, 3/ =5.77 Hz, 28H, H6), 3.38 (t, ) = 5.37 Hz, 28 H, H5), 3.18 (m,1H, H9), 2.98 (m, 1H, H9), 2.50 (s,
28H, H8), 1.62 (m, 3H, H13, H14), 0.94 (d, *Ju-4 = 6.13 Hz, 3H, H15), 0.99 (d, 3/ = 6.13 Hz, 3H, H16).

LC-MS: (Linearer Gradient 0-50% Eluent B in 30 min, 25 °C): t= 13.457 min. Reinheit: 99%.

MALDI-TOF-MS: m/z kalk. for CgoH155N15032 [M+Na]* 2025.2; gef. 2025.1.

DOPES-Pep-0l, 13

11
10 12
\/\/\/\/Wi 2R 9 17 2 8 H o ° H Q 4 'T' 6 7 5 1 8
— _P- 2
O ‘ o (0] N N3 N O NH
27 24 24 24 26 26 24 24 23 21 + H 0 O 1\~1s O 0

le) H
16

[2826.65]
220.0 mg (0.11 mmol) des Oligo(amidoamins) 11, 46.5 mg (0.24 mmol) 1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 37.6 mg (0.24 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)
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wurden in ein Schlenck-Réhrchen eingewogen, in Wasser geldst und anschliefend zum Entfernen von
Restwasser gefriergetrocknet. Dann wurde das Gemisch zur Entfernung des gesamten Sauerstoffs
abwechselnd evakuiert und dreimal mit Stickstoff gespuilt. AnschlieRend wurde die Mischung in 5 ml
Dichlormethan (DCM) + 5 % Trifluorethanol (TFE) und 3 ml Methanol (MeOH) gel6st und 150.0 mg
(1.74 mmol) des in 3 ml DCM + 5 % TFE-LOosung geldsten Lipids 12 zugegeben. SchlieRlich wurde die
Reaktion durch Zugabe von 142 mg (1.1 mmol, 0.2 ml) Diisopropylethylamin (DIPEA) gestartet. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wurde das Gemisch in
eiskaltem Ether ausgefdllt. Der entstandene Niederschlag wurde zentrifugiert und der Ether
dekantiert. Das Produkt wurde dreimal mit Et,O gewaschen und unter Stickstoffstrom getrocknet.
Nach einer Sdulenchromatographie mit Methanol:Ethylacetat 5:1 (v/v) als mobiler Phase konnten

96.58 mg (0.034 mmol, 31 %) des Produkts erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, CD,Cl:MeOD-ds (1:1, v/v)): & (ppm) 0.92 (m, 12H, H15, H16, H27), 1.30 (m, 40H,
H24), 1.64 (m, 7H, H13, H14, H23), 2.02 (m, 8H, H25), 2.31 (m, 4H, H22), 2.54 (m, 2H, H9), 3.38 (t, 3/ =
5.39 Hz, 32H, H5, H17), 3.55 (t, 3/ = 5.39 Hz, 28H, H6), 3.62 (s, 28H, H7), 3.83 (m, 4H, H1, H4), 3.97 (m,
3H, H18, H3), 4.18 (m, 2H, H19, H20), 4.38 (m, 2H, H19, H20), 4.55 (1H, H2, Uberlagerung mit H,0),
5.22 (m, 1H, H21), 5.35 (m, 4H, H26), 7.28 (m, 5H, H10, H11, H12), 7.73 (m, NH).

MALDI-TOF-MS: m/z kalk. for CgoH155N1903, [M-H] 2826.6 ; gef. 2826.4.

ESI-MS: m/z kalk. For CaggH15s5sN19032 [M+H]?* 1415.8, [M+H]3* 944.5; gef. [M+H]* 1415.8, [M+H]**
944.5.

EDS;- NH,, 14

O H 0
1 2 4 3
HZNWLN/\/O\/\O/\/NWN/\/O\/\Q/\/NHZ
1T N 3 4 2 g N s
o 0
[1627.91]

Die Gesamtausbeute von 14 betrug 73 %.

"H-NMR (300 MHz, CD,Cl,:MeOD-ds, (1:1, v/v)): 6 (ppm) 2.46 (s, 28H, H1), 3.12 (t, 3/ = 5.05 Hz, 2H, H5),
3.35 (t, *J = 5.40 Hz, 26H, H2), 3.52 (t, 3/ = 5.35 Hz, 28H, H3), 3.58 (s, 28H, H4), 7.58 (br-s, 1H, NH).

LC-MS: (Linearer Gradient 0-50% Eluent B in 30 min, 25 °C): t.= 9.57 min. Reinheit: 97%.

ESI-MS: m/z kalk. For CsoH129N15028 [M+H]** 814.96, [M+H]** 543.64; gef. [M+H]** 815.00, [M+H]**
543.60
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DOPES-0OI, 15

MNwowow M“wo IS S ST
o AR AT
\[OM/VW\
[2452.46]
159.0 mg (0.097 mmol) des Olig(amidoamins) 14, 87.32 mg (0.46 mmol) EDC und 67.06 mg (0.44 mmol)
HOBt wurden in ein Schlenck-Réhrchen eingewogen, in Wasser gelost und anschlieBend zur
Entfernung von Restwasser gefriergetrocknet. Dann wurde das Gemisch zur Entfernung des gesamten
Sauerstoffs abwechselnd evakuiert und dreimal mit Stickstoff gespilt. AnschlieBend wurde das
Gemisch in 2 ml Dichlormethan (DCM) + 5 % Trifluorethanol (TFE) und 5 ml Methanol (MeOH) gelost,
gefolgt von der Zugabe von 211.00 mg (2.44 mmol) des Lipids 12, geldst in 4.3 ml DCM + 5 % TFE-
Losung. AbschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 126 mg (0.97 mmol, 0.17 ml) DIPEA
gestartet. Die Reaktionsmischung wurde 72 h lang bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde
das Gemisch in eiskalten Ether gegeben. Der entstandene Niederschlag wurde zentrifugiert und der
Et,O dekantiert. Das Produkt wurde dreimal mit Et,0 gewaschen und unter Stickstoffstrom getrocknet.
219 mg (0.089 mmol, 92 %) des Produkts konnten als weiRer Feststoff erhalten werden. Das Produkt
ist mit 2.6 Gew.-% EDC-HCI-Salz verunreinigt, das bei der Reaktion als Kupplungsreagenz verwendet

wurde.

H-NMR (600 MHz, CD,Cl:MeOD-ds (1:4, v/v), 25 °C): & (ppm) 0.87 (m, 6H, H16), 1.28 (m, 40H, H13),
1.59 (m, 4H, H12), 2.00 (m, 8H, H14), 2.31 (m, 4H, H11), 2.47 (m, 32H, H1 + H5), 3.34 (m, 28H, H2), 3.52
(t, %) = 5.51 Hz, 28H, H3), 3.60 (m, 30H, H4 + H6), 3.87 (m, 2H, H8 or H8" + H10 or H10), 3.96 (t, */ =
5.51 Hz, 2H, H7), 4.16 (dd, 3/ = 6.80 Hz, 1H, H8 or H8"), 4.40 (dd, 3/ = 3.30 Hz, 1H, H10 or H10), 5.20 (m,
1H, H9), 5.32 (m, 4H, H15), 7.90 (m, 1H, NH), 8.03 (m, 0.2H, NH).

Im *H-NMR wurden Verunreinigungen gefunden, die dem EDC-HCI-Salz zugeordnet werden kénnen: &

(ppm) 1.07 (t), 2.79-2.89 (m), 3.07-3.24 (m).

MALDI-TOF-MS: m/z kalk. fiir C115H200N1603sP[M+2xNa]* 2498.48 ; gef. 2498.5.
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PEG-GFLG-NH,, 16

[3649.16]

Fir die Synthese des 16 wurde das kommerziell erhaltliche Harz TentaGel® PAP mit konjugiertem
PEG(3200)-NH; verwendet und nach dem Standard-Fmoc-Protokoll sequentiell mit den Aminos&uren
konjugiert. Nach der Synthese wurde das Produkt unter Verwendung einer Spaltlésung mit 94 % TFA/1
% Trimethylsilylbromid/5 % Thioanisol fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur vom Harz abgespalten. Die

Gesamtausbeute von 14 betrug 86 %.

'H-NMR (300 MHz, CD,Cl,:MeOD-ds (1:4, v/V)): 6 (ppm) 0.88 (d, *Ju.n = 5.04 Hz, 3H, H9), 0.93 (d, ¥/ =
5.81 Hz, 3H, H10), 1.27 (b-s, 1H, H8), 1.65 (m, 9H, H7, Uberlappung mit HDO), 3.00 (dd, %/ = 14.0 Hz, 3/
=10.6 Hz, 1H, H12"), 3.23 (dd, %) = 14.1 Hz, 3J = 4.5 Hz, 1H, H12), 3.37 (m, 2H, H4), 3.60 (m, 288H, H2,
H16), 3.87 (m, 6H, H1, H3, H5), 4.38 (m, 1H, H6), 4.50 (m, 1H, H11), 7.02 (m, 1H, NHc), 7.22 (m, 1H,
H15), 7.31 (m, 4H, H13, H14), 7.40 (t, 3/ = 5.76 Hz, 1H, NHd), 8.65 (d, 3/ = 5.04 Hz, 1H, NHa), 9.57 (b-s,
1H, NHb).

MALDI-TOF-MS: m/z kalk. fur C151H313N5075 [M-PEGGQ+NB]+ 3542.07 ; gef 3543.9.

DOPES-Pep-PEG, 17

14

15 13
1 2 3 H 5 Q H 12/12‘0 H 16 Q 17 0 (e}
O N 6_N N Ol 7~ 19/19° 21/21° 23 24 24 26 26 24 24 24
L "t o OO Y Py o = i
O o ;7 O 0 o} HY 22 24 24 25 25 24 24 24
8 H 2 O\H/\/\/\/E/\/\/\/\
10 o]
[4473.71]

291.0 mg (0.083 mmol) des Polymers 16, 51.38 mg (0.27 mmol) EDC und 41.87 mg (0.27 mmol) HOBt
wurden in ein Schlenck-Réhrchen eingewogen, in Wasser geldst und anschlieRend gefriergetrocknet.
Dann wurde das Gemisch zur Entfernung des gesamten Sauerstoffs abwechselnd evakuiert und
dreimal mit Stickstoff gesplilt. AnschlieRend wurde das Gemisch in 5 ml Dichlormethan (DCM) + 5 %
Trifluorethanol (TFE) und 2 ml Methanol (MeOH) gel6st, gefolgt von der Zugabe von 142.47 mg (0.165
mmol) des in 2.85 mI DCM + 5 % TFE-Losung geldsten Lipids. Abschliefend wurde die Reaktion durch
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Zugabe von 106.4 mg (0.83 mmol, 0.14 ml) DIPEA gestartet. Die Reaktionsmischung wurde 72 h lang
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Gemisch in eiskalten Et,O gegeben. Der
entstandene Niederschlag wurde zentrifugiert und der Et,O dekantiert. Das Produkt wurde dreimal
mit Et,0 gewaschen und unter Stickstoffstrom getrocknet. 338 mg (0.076 mmol, 92 %) des Produkts
konnten als weilRer Feststoff erhalten werden. Das Produkt ist mit 3.7 Gew.-% EDC-HCI-Salz

verunreinigt, das bei der Reaktion als Kupplungsreagenz verwendet wurde.

H-NMR (600 MHz, CD,Cl,:MeOD-di (1:1, v/v), 25 °C): & (ppm) 0.88 (m, 9H, H9 + H27), 0.95 (d, 3/ = 6.36
Hz, 3H, H10), 1.28 (m, 44H, H24), 1.57 (m, 3H, H23), 1.68 (m, 3H, H7 + H8), 2.01 (q, 3/ = 6.02, %/ = 6.79
Hz, 8H, H23), 2.29 (m, 4H, H22), 2.83 (s, 4H, H16), 3.35 (m, 1H, H12 oder H12'), 3.42 (m, 1H, H12 oder
H12'), 3.49-3.57 (m, 4H, H4 + H17), 3.59-3.68 (m, 310H, H1+ H2+ H3), 3.73-3.88 (m, 7H, H5+H18+H19
or H19'), 3.97 (m, 3H, H6+H19 or H19+H21 or H21'), 4.16 (dd, ¥Ji.x = 6.65 Hz, 1H, H21 or H21'), 4.46
(m, 1H, H11), 5.20 (m, 1H, H20), 5.33 (m, 4H, H26), 7.21 (t, 3/ = 7.27 Hz, 1H, H15), 7.28 (t, 3/ = 7.57 Hz,
2H, H14), 7.32 (d, 3/ = 7.21 Hz, 2H, H13), 7.80 (d, 3/ = 7.52 Hz, 1H, NH), 8.31 (d, 3/ = 7.52 Hz, 0.5H, NH).

Im H-NMR wurden Verunreinigungen gefunden, die dem EDC-HCI-Salz zugeordnet werden kénnen: §

(ppm) 1.09 (M), 1.90 (m), 2.39 (m), 2.53-2.68 (m), 3.06-3.25 (m).

MALDI-TOF-MS: m/z kalk. fiir PEGes-GFLG-Lipid Ci9sH377N6Os1P[M+2xNa]* 4212.5; gef. 4213.5
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6.1 Abkirzungsverzeichnis

Abklirzung Definition

etal. und andere (et alii)

2D zweidimensional

3D dreidimensional

Abb. Abbildung

Aq. Aquivalente

gef. gefunden

kalk. kalkuliert

S.g. so genannte(n)

u.A. unter Anderem

uv Ultraviolett

z.B. zum Beispiel

Chemikalien Trivialname und IUPAC

AgSD Silbersulfadiazin

Alloc Allyloxycarbonyl

ABao Alzheimer-Amyolid-Polypeptide

Boc tert-Butoxycarbonyl

BOP Benzotriazol-1-yloxytris(dimethyl-
amino)phosphoniumhexafluorophosphat

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

CD,Cl, deuteriertes Dichlormethan

CO; Kohlendioxid

Cul Kupferiodid
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DCC N, N -Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DIC N, N -Diisopropylcarbodiimid

DIPEA Diisopropylethylamin

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DMSO-ds Deuteriertes Dimethylsulfoxid

DOPES 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-succinyl-

Natrium-Salz

DOPES-Pep-Ol 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-succinyl-
Gly-Phe-Leu-Gly-Oligo(amidoamin)-Natrium-Salz

DOPES-Pep-PEG 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-succinyl-
Gly-Phe-Leu-Gly-Polyethylenglykol-Natrium-Salz

DOX Doxorubicin
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
EDS 1-(9H-fluoren-9-yl)-3,14-dioxo-2,7,10-trioxa-4,13-

diazaheptadecan-17-Saure

Et,O Ether

FF Diphenylalanin

Fmoc 9-Fuorenylmethyloxycarbonyl
Fmoc-LL 9-Fuorenylmethyloxycarbonyl-Dileucin
Fmoc-PP 9-Fuorenylmethyloxycarbonyl-Diphenylalanin
Gdn* Guanidin-Kation

GdnHCI Guanidinhydrochlorid

GFLG Glycin-Phenylalanin-Leucin-Glycin
H.O Wasser

HCI Salzsaure

HMPA Hexamethylphosphorsauretriamin
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol
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HPMA

Leus

LMWG
MeCN
MeOD-d,
MQ-Wasser
N2

Pd

PEG
PEG-GFLG-NH;
PLL

PNIPAM
PPMK

PyBOP

TDS

TFA
ThT

TIPS

Methoden

CuAAC

CD
DLS
ESI-MS

FTIR
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N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide

Pentaleucin

low-molecular-weight gelators, Niedermolekularen Gelierer
Acetonitril

deuteriertes Methanol

Milli-Q-Wasser

Stickstoff

Palladium

Polyethylenglykol
Polyethylenglykol-Glyci-Phenylalanin-Leucin-Glycin-Amin
Poly(L-Leucin)

Poly(N-isopropylacryl-amid)
Peptid-Prazisionsmakromolekiil-Konjugat

Benzotriazol-1-yloxytri(pyrrolidino)-
phosphoniumhexafluorophosphat

1-(Fluorenyl)-3,11-dioxo-7-(pent-4-ynoyl)-2-oxa-4,7,10-
triazatetradecan-14-Saure

Trifluoressigsdure
Thioflavin T

Triisopropysilan

Definition

Cu-mediated alkyne azide conjugation, Kupfer-katalysierte
Alkin-Azid-Zyklokonjugations-Reaktion

Circular Dicroism
Dynamische Lichtstreuung
Elektrosprayionisation- Massenspektroskopie

Fourier-Transform-Infrarot-Spektrometrie
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MALDI-TOF-MS

NMR
PIT

RP-HPLC

TEM

Einheiten und Symbole
%

v

(6]

\Y

uM
pm

Ala, A

CHs-
cm

COOH-

Anhang

Kritische Aggregationskonzentration

Matrix—Assistierte Laser—Desorption—lonisierung — time of
flight - Massenspektroskopie

nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz
Post-Insertion-Technik

Reversed phase - high performance liquid chromatography,
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Transmissionselektronenmikroskop

Definition
Prozent
Wellenzahl
molare Elliptizitat
kleiner als

grofer als

groRRer gleich
Grad Celsius
Mikromol
Mikrometer
Alanin
Kohlenstoff-Atom
Konzentration
Methyl-Gruppen
Zentimeter
Carboxy-Gruppe
rechts-drehend
Schichtdicke

Diffusionskoeffizient
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Da Dalton

Dn hydrodynamischer Durchmesser
E linksdrehender Vektor
Em Emission

Er rechtsdrehender Vektor
Ex Extinktion

g Gramm

g/mol Gramm pro Mol

G’ Speichermodul

G” Verlustmodul

Glu, E Glutaminsaure

Gly, G Glycin

h Stunde

Hz Hertz

J Kupplungskonstante

ks Boltzmannkonstante
kPa Kilopascal

L- links-drehend

I, L Liter

Leu, L Leucin

Lys, K Lysin

M Molar (Mol pro Liter)
MHz Megahertz

min Minuten

ml, mL Milliliter

mM Millimolar (Millimol pro Liter)
mmol Millimol
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mV

NH,-
nm

Pa

PDI
pH
Phe, F
ppm
Pro, P

Rn

Ser, S

t
U/min
v/v

Val, vV

Millivolt

Stickstoff-Atom
Amino-Gruppe
nanometer

Pascal
PartikelgroRenverteilung
potentia hydrogenii
Phenylalanin

part per million

Prolin
Hydrodynamischer Radius
Sekunde

Serin

Temperatur
Retentionszeit
Umdrehungen pro Minute
Volumenanteile

Valin

Alpha

beta

Chemische Verschiebung
Zeta, Oberflachenladung
Viskositat

Theta, Elliptizitat
Lambda, Wellenlange

Pi
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6.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Ubersicht zur vorliegenden Arbeit zur Synthese und Charakterisierung von Peptid-
Prazisionsmakromolekil-Konjugaten (PPMK)........cuee e it evte et X

Abbildung 2: Molekulargewichtsverteilung der eingesetzten Wirkstoffmolekile. Die bis zur Mitte des
20ten Jahrhunderts eingesetzten Wirkstoffmolekile wurden in zwei Klassen unterteilt. Zum einen in
sehr kleine, synthetisch hergestellte organische Wirkstoffe <500 Da (hier im Beispiel das Penicillin zur
Bakterienbekampfung) oder in sehr groRe biologische Molekiile >5000 Da (z.B. das Insulin;
Proteinstruktur PDB ID (engl. Protein Data Bank identification code): 1054[2%). Peptide
vervollstandigen dieses Spektrum, indem sie mit ihrer durchschnittlichen GréfRe von 500 — 5000 Da
die Lucke besetzten und indem sie die Vorteile beider Klassen in sich vereinen. .......ccccocceeveeeevveernennn 2

Abbildung 3: Darstellung gebrauchlicher Festphasenpeptid-Harze und Linker zum Einsatz in der
Festphasenpeptidsynthese. (a) Das Merrifield-Harz aus Polystyrol mit 1-2 % m-Divinylbenzol und das
TentaGel™-Harz bestehend aus dem vernetzten Polystyrol mit 50-70 % Poly(ethylenglycol). (b)
Auswahl an spaltbaren Linkern. Die Abspaltung der Peptidketten von Wang- und Chlorotrityl-Linker
ergeben eine terminale Saure-Gruppe, wahrend die Spaltung vom Rink Amid-Linker in einem
terminalen AMId rESUIIEIT. ....eii e e e e e e s bt e e s sbre e e s seataeessnraeaeeanes 6

Abbildung 4: Drei Beispiele der gangigsten Amino-Schutzgruppen. Diese kdnnen sowohl am Terminus
oder an den Seitenketten angebracht Werden. ........ccovi i e 7

Abbildung 5: Mogliche Selbstassemblierung von Peptiden. Peptide kdnnen sich durch nicht-
kovalente, intra- und intermolekulare Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen,
hydrophobe, elektrostatische und n-n-Wechselwirkungen, zu Sekundarstrukturen (a-Helix und B-
Faltblatt) zusammensetzen, die weiter zu groBeren Strukturen aggregieren. .......ccccceceeevveevieescnneenns 11

Abbildung 6: Selbstassemblierung von Fmoc-FF. (a) Chemische Struktur von Fmoc-FF (links). Das
umgedrehte Glasgefal} (rechts) zeigt das durch Selbstassemblierungsprozesse erhaltene transparente
Hydrogel. (b) Cryo-SEM-Bilder von der Hydrogel Struktur. Sie zeigen die Entwicklung von Nanofasern
(MaRstabsbalken = 500 nm). (c) Strukturmodell von Fmoc-FF zeigt die Anordnung von Fmoc-FF-
Peptide in einem antiparallelen B-Faltblattmuster. In dieser Darstellung sind die Fmoc-Gruppen in
orange und die Phenylalanin-Seitenketten in violett dargestellt. (Abbildung arrangiert aus Graphiken
EYUT 2 (=] L OO 14

Abbildung 7: Beispiele fiir peptidbasierte Strukturen zur Anwendung im Wirkstofftransport. (a)
Chemische Struktur des Peptids MAX8, das sich liber Selbstorganisation zu einem Makrogel
anordnet.[*?? (b) Beispiel fiir ein Nanogel: Chemische Struktur des kombinatorischen Peptid-
Wirkstoff-Praparats Fmoc-GFLGG-Dox, das zur Bekdmpfung von Krebs eingesetzt werden kann.*?3! 16

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Anwendung enzymatisch spaltbarer Einheiten zur
Medikamentenverabreichung. Denkbar sind zwei Vorgehensweisen: (a) Beispielhafte Darstellung
eines kovalent liber einen enzymatisch-spaltbaren Linker gebundenen Wirkstoff an ein Polymer.
Nach dem enzymatischen Abbau des Linkers erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffs. Darstellung (b)
beschreibt die nicht-kovalente Einkapselung des Wirkstoffs in einem Hydrogel-Netzwerk. Die
Wirkstofffreisetzung erfolgt nach enzymatischer Spaltung der Polymerketten, welches die Auflésung
ES GeIS NEIVOITUTL. ...ttt s e st e st e e s bt e e s ate e sabteesabaessbaeesaseesabaeenans 20

Abbildung 9: Positiver synergetischer Effekt von Peptid-Polymer-Hybrid-Konjugaten. Durch die
kovalente Verknlpfung beider Strukturen, erhalt man neuartige Materialien, die die Vorteile beider
KOmMpPonenten in SICh VEIMEIN.......oii ittt e e e e e et re e e e e e s e s aeee e e e e e sesansraaeeeeeeeenns 23

Abbildung 10: Die drei primaren Methoden zur Synthese von Peptid-Polymer-Konjugaten. ............. 24
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Abbildung 11: Schamtische Darstellung eines selbstassemblierten Liposoms durch Phospholipide und
Phospholipid-Polymer-HyBriden. ...ttt e e e re e e e anaeas 25

Abbildung 12: Uberblick iber das Design der geplanten Peptid-Prizisionsmakromolekiil-Konjugaten
(PPMK). Dabei soll die Struktur der Konjugate in ihrer Architektur (links) der Valenz (mitte) und
Peptid-Kettenlange (rechnts) Varii@ren. ........ueeiiccieiie ettt et e e e e e e e e 30

Abbildung 13: Darstellung der zwei Syntheserouten (a) ,,grafting-to” und (b) ,,grafting-from* zur
HEISTEIIUNG AEF PPIVIKS. ...viiiiiiiee ettt e et e e et e e e e st te e e s e aaeae e e e astaeeeeanbaeeeenbaeesennseneeennsenas 32

Abbildung 14: Graphische Darstellung und die RP-HPLC-Spektren der tber die zwei Syntheserouten
hergestellten PPMKs. Sowohl tGber den ,grafting-to” (links) als auch Gber den ,grafting-from*“-
Syntheseweg (rechts) konnten jeweils ein monovalentes und ein divalentes Konjugat mit einem oder
zwei Pentaleucin-Seitenketten synthetisiert werden. Bedingungen der RP-HPLC-Analyse von den
beiden monovalenten Konjugaten: 95/5 H,O/MeCN mit 0.1 % Ameisensaure (A) und 5/95 H,0/MeCN
mit 0.1 % Ameisensdure (B), 100 % A bis 50 % A in 15 min, 2 min 100 % MeCN mit 0.1 %
Ameisensadure, bestimmt bei 214 nm. Bedingungen der RP-HPLC-Analyse von den divalenten
Konjugaten: 95/5 H,O/MeCN mit 0.1 % Ameisensaure (A) und 5/95 H,0/MeCN mit 0.1 %
Ameisensaure (B), 100 % A bis 100 % B in 15 min, 2 min 100 % MeCN mit 0.1 % Ameisensaure,
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Synthese von Leucin-basierten Propf-co-PPMKs mittels
Festphasensynthese am Beispiel des Dimers. (A) Kupplungsreaktion unter Verwendung von 5 Aq. des
Bausteins, 5 Aq. PyBOB und 10 Aq. DIPEA. Beim Aufbau der Peptidseitenkette vervielfacht sich die
Verwendung von Fmoc-L-Leucin und den Kupplungsreagenzien mit der Anzahl der Valenz (B) Fmoc-
Entschltzung mit 25 %iger Piperidin in DMF-Losung. (C) Acetylierung mit Ac;0. (D) Boc-Entschiitzung
mit 4M HCl in 1,6-Dioxan. (E) Abspaltung vom festen Trager mit 95 % TFA/2.5 % TIPS/2.5 % DCM. .. 34

Abbildung 16: Darstellung der iber die Festphasensynthese hergestellten PPMKs (Ausbeute der
Produkte ist in Klammern angegeben). Diese lassen sich in drei Kategorien unterteilen: Die Pfropf-co-
PPMKs mit Pentaleucin- (oben) und mit Dileucin-Ketten (mitte) als Seitenkette und die linearen
Block-co-PPMKs mit in der Hauptkette integriertem Leucin (UNten). ......cccoecvieeeeiiiee e, 36

Abbildung 17: *H-NMR von dem PPMK 1 (600 MHz, DMSO-ds, 25° C). .ccvvvvrveeeriiireeresteceeeereereeees v 37

Abbildung 18: RP-HPLC-Chromatogramme der synthetisierten PPMKs und die ermittelten
Retentionszeiten. Bedingungen der RP-HPLC-Analyse: 95/5 H,O/MeCN mit 0.1 % Ameisensaure (A)
und 5/95 H,0/MeCN mit 0.1 % Ameisensaure (B), 100 % A bis 100 % B in 30 min, 25° C, bestimmt bei

Abbildung 19: FTIR-Spektren der PPMKs. Das Spektrum wird in dem Bereich von 1450 bis 1750 cm?
dargestellt, sodass der Fokus auf der Amid I-Bande der Konjugate liegt. ........coceevveiieeiiiiieeccciiieecens 41

Abbildung 20: CD-Spektren der PPMKs. Zur besseren Ubersicht wurden die Spektren kategorisch
zusammengefasst in (a) Pentaleucin-Propf-co-PPMKs, (b) Dileucin-Propf-co-PPMKs und (c) die Block-
COPPKIMS. ...ttt ettt e e e e e e ettt e e s e e s e e et e e s s e e e e e e s e s areeeeee s 44

Abbildung 21: Untersuchung der Konjugat-Stabilitdt durch Degradierung der Konjugat-Aggregate
mittels GdnHCI. Dabei wurden die Konjugate 1-3 und 8-10 in Abhangigkeit von der Salzkonzentration
(1-6 M) an dem CD-Spektrometer gemessen. Die Datenpunkte bei 222 nm der jeweiligen Spektren
wurden verwendet und gegen die Salzkonzentration aufgetragen.........ccccoeeeeeiiiiieciiiee e, 47

Abbildung 22: Schematische Darstellung der durch GdnHCl induzierten Aggregation des Pentaleucin-
Konjugats 9. Vermutlich fiihrt eine geringe Konzentration des Salzes zu einer Vernetzung der Peptid-
Ketten (b), die bei der raumlichen Anndherung Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden und
anschlieRend aggregieren. Ab einer Konzentration von 4 M Salz wird diese Aggregation wiederum
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aufgebrochen (c), indem ein Uberschuss an Gdn*-Kation an die Peptide konjugieren und so
intermolekulare Wechselwirkungen verhindern. ..........cceeoiiiri et 49

Abbildung 23: ThT-Bindungsstudien zur Bestimmung der B-Faltblatt-Ausbildung wahrend der
Degradierung durch GdnHCI. Untersucht werden die multivalenten Konjugate 2, 3 und das freie
Pentaleucin 9. Zur besseren Ubersicht iiber die Ergebnisse des Dimer- und des Pentaleucin-
Konjugats, wurde der Ausschnitt zwischen 0 und 3 M GdnHCl zusatzlich vergroRert dargestellt.
(Messung in Triplikaten, Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.) ........ccccoceeieiieeennnnen. 50

Abbildung 24: Schematische Darstellung der durch GdnHCl aufgebrochenen Aggregation des Dimer-
Konjugats 2. Ohne Zugabe des Salzes befindet sich nahezu das gesamte Material in einem
kollabierten aggregierten Zustand (Ausbildung von inter- und intramolekularen Wechselwirkungen)
(a). Nach Salz-Zugabe (1 M) wird die Aggregation nach und nach aufgebrochen, indem einzelne
Konjugat-Molekile abgespalten werden. Diese sind in der Lage intramolekulare Wechselwirkungen
auszubilden (b). Bei Erhohung der Gdn*-Konzentration befinden sich die Konjugate ausschlieRlich in
Losung, wobei ein Teil weiterhin B-Faltblatt-Strukturen ausbilden kénnen und der andere Teil durch
das Kation komplexiert keine Sekundarstruktur mehr aufweist (c). Letzteres Stadium wird ab 6 M Salz
erreicht. Der Uberschuss an Kation fiihrt zu einer vollstindigen Spaltung der inter- und
intramolekularen AgEregate (d). ...c.uiu ittt e e e e et e b e e re e eareeearae s 51

Abbildung 25: Bestimmung der Kritischen Aggregationskonzentration der verzweigten PPMKs 1, 2,
und 3 und den linearen PPMKs 8 und 9 mittels Bindungsstudien mit Thioflavin T. Der Ausschnitt
zwischen der Fluoreszenzintensitat O und 0.5 wurde zuséatzlich vergroRert dargestellt. (Messung in
Triplikaten, Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.).......cccccoeiiiiiciiiii e, 53

Abbildung 26: Darstellung der drei moéglichen Aggregatsbildungen am Beispiel der
Selbstassemblierung des Trimers 5. Dabei kann nach kontrolliertem Herstellungsverfahren entweder
ein Makrogel erzeugt werden, bei dem Uberwiegend intermolekulare Wechselwirkungen gebildet
werden (a), oder Nanogele, die durch die Bindung weniger Konjugate generiert werden konnen (b).
Hierbei finden vermutlich zu gleichen Teilen inter- und intramolekulare Wechselwirkungen statt.
Ebenfalls moglich ist die Generierung von Einzelmolekil-Aggregaten, welche nur tGber
intramolekulare Bindungen assemblieren (C). .....cocceeeiiiciiee e 55

Abbildung 27: Bestimmung der Gelstarken der PPMK-Gele. Die Speichermodule G" wurden am
Rheometer in Abhdngigkeit von der Frequenz bei 0.1 bis 100 Hz erzeugt. Dabei wurden die Konjugat-
Losungen in vorgefertigten Spritzenbehaltern zu zylinderformigen Gelen geliert und auf die
Rheometer-Messplatte durch Herausdriicken aufgebracht (a). Es wurden Gele von den reinen
Konjugaten 2 und 3, sowie den Mischungen aus den beiden Konjugaten mit den linearen
Pentaleucin-Konjugaten 9 und 10 im definierten Mischverhéltnis hergestellt (b). Bilder, der erzeugten
PPMK-(Misch-)Gele (c). Kumulierter Graph aller gemessenen Gele (d). ......cccecceeevveerieeeiieeiiee e 58

Abbildung 28: Graphische Darstellung des Gel-Netzwerks am Beispiel des Trimers 3 allein oder als
Multikonjugat-Gel mit dem Pentaleucin 9 (in diesem Fall griin dargestellt) im dquimolaren
Mischverhaltnis (1:1, M3a) und im dquivalenten Verhaltnis zu der Anzahl der Leucin-Seitenketten
(1R T 1, =1 ) S 60

Abbildung 29: DLS-Ergebnisse der Konjugat-Mischungen aus 2 und 3 mit den jeweiligen Pentaleucin-
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Abbildung 30: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus der Bestimmung des hydrodynamischen
Durchmessers der PPMK-(Misch-)Nanopartikel mittels DLS. Hier am Beispiel des Trimers 3
dargestellt. Es wurden Partikel aus dem reinen Trimer Konjugat hergestellt (a), wobei sehr groRRen
Aggregate von 11180 nm erzeugt wurden. AuBerdem wurden Partikel aus Konjugat-Mischungen
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Mischung aus Trimer und PEG-Leus 10 (c) fhrte zur Bildung groRerer Nanopartikel (ca. 200 nm). Die
Probenkonzentration betrug immer 30 M. .....oooo i ree e e rae e e re e e anaeas 67

Abbildung 31: TEM-Bilder der PPMK- und Misch-PPMK-Partikellésungen. In der obersten Reihe
befinden sich die Bilder der reinen Konjugat-Partikel 2, 3, 9 und 10. Die mittlere und die untere Reihe
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Konzentration von 30 uM hergestellt. Die Malstabsleiste betragt 200 nm, mit Ausnahme von Bild 5
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Abbildung 32: Darstellung der Reduktionsreaktion von Rasazurin zu Resorufin durch lebensfahige
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Abbildung 33: Toxizitdtsstudie ausgewdahlter Multikomponenten-PPMKs an MDA-MB-231 (a) und
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Abbildung 34: 'H-NMR-Spektren der Oligo(amidoamin)/PEG-Lipo-Makromolekiile DOPES-Pep-Ol
(oben), DOPES-OI (mitte) und DOPES-PEP-PEG (unten). Die obere und mittlere Struktur wurde in
Dichlormethan:Methan 1:4 (v/v) und die untere Struktur in Dichlormethan:Methan 1:1 (v/v) bei 600
MHz gemessen. Das DOPES-Pep-0l wurde bei 300 MHZ EMESSEN. ....cuvveeirceiieeeeiiee e esieee e 76

Abbildung 35: Ergebnisse aus Herstellung und Analyse der Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekl-
Liposome. (a) Cryo-TEM-Aufnahmen der mit DOPES-Pep-Ol (A), DOPES-OI (B) und DOPES-Pep-PEG (C)
modifizierte Liposomen vor und nach der Aufreinigung. Pfeile zeigen scheibenartige und wurstartige
Vesikel und andere ungewohnliche Strukturen an. (b) Makrophagen-Aufnahme von
Oligo(amidoamin)-modifizierten Liposomen in Zebrafischlarven. Konfokale Bilder der Schwanzregion
wurden nach 1 h und 24 h aufgenommen. Die Kolokalisation von griin fluoreszierenden
Makrophagen und rot fluoreszierenden Liposomen ergibt gelbe Flecken (durch weil3e Pfeile
gekennzeichnet). (c) Anderung des Z-Potentials verschiedener mit Papain behandelter liposomaler
Formulierungen. Unmodifizierte Liposomen (roter Kreis), mit DOPES-Pep-Ol modifizierte Liposomen
(granes Dreieck), mit DOPES-Pep-OIl modifizierte Liposomen (pinkes Dreieck) und mit DOPES-Pep-PEG
modifizierte Liposomen (lila Viereck). Entsprechende Linien fir Kontrollliposomen wurden zur
besseren Veranschaulichung hinzugefigt und stellen keine linearen Regressionskurven dar. (d)
Aufnahme von Oligo(amidoamin)-modifizierten Liposomen und Kontrollen in HeLa-Zellen vor
(gefillte Balken) und nach (gestrichelte Balken) Behandlung mit Papain. (Kollage erstellt durch
Ubernahme der Abbildung aus der Dissertation von S. Bleher 2%01) . ........cocovvviiviveieeeeeeeeene 78

Abbildung 36: Graphische Darstellung der Nanopartikel-Herstellung. .......cccccevvvieiiiciieeincieee e, 91
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6.3 Schemaverzeichnis

Schema 1: Allgemeine schematische Darstellung der Festphasen-Peptidsynthese zur Herstellung
kleiner Peptidketten durch schrittweise Assemblierung der Aminosduren auf einem festen Trager.%4

Schema 2: Reaktionsschema der Aktivierung des Carbonsaure-Restes einer Aminosaure und der
Reaktion der Aminogruppe einer zweiten Aminosaure mit Hilfe von PyBOP und DIPEA unter Bildung
EINET AMIT-BINAUNG....oviiiiiiee e e e e re e e e et e e e e e ba e e e et a e e e seabaeeeesabeeeeeanseeeeennreeas 8

Schema 3: Zwei Beispiele von Hartmann et al. synthetisierten Bausteine fiir die Festphasen-
Polymersynthese. Der TDS-Baustein fungiert aufgrund der Alkin-Bindung als funktioneller Baustein,
wahrend das EDS durch die Diethylenglykol-Einheit als hydrophiler Spacer-Baustein eingesetzt wird. 9

Schema 4: Reaktionsgleichungen der synthetisierten Oligo(amidoamin)-Lipo-Makromolekiile. Das
Oligo(amidoamin) (blau) und das GFLG (griin) wurden farblich gekennzeichnet. (a) DOPES-Pep-Ol, (b)
DOPES-O, (C) DOPES-PEP-PEG. ....eveereeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeessessesesseseessseseseesseseseessesestessesessessesesseesssesesneees 75
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6.5 Appendix
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Appendix 1: 1H-NMR von EDS (300 MHz, 25° C, DMSO-ds).
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Appendix 2: RP-HPLC-Chromatogramm von EDS (Linearer Gradient 0-50% Eluent B in 15 min, 25 °C).
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Appendix 3: 1H-NMR von 1 (600 MHz, 25° C, DMSO-dj).
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Appendix 4: FTIR-Chromatogramm von 1.
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Appendix 5: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 1 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 6: 1H-NMR von 2 (600 MHz, 25° C, DMSO-ds).
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Appendix 7: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 2 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 8: FTIR-Chromatogramm von 2.
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Appendix 9:1H-NMR von 3 (600 MHz, 25° C, DMSO-ds).
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Appendix 10: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 3 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 11: FTIR-Chromatogramm von 3.
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Appendix 12: 1H-NMR von 4 (600 MHz, 25° C, DMSO-ds).
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Appendix 13: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 4 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 14: FTIR-Chromatogramm von 4.
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Appendix 15: 1H-NMR von 5 (600 MHz, 25° C, DMSO-dg).
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Appendix 16: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 5 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 17: FTIR-Chromatogramm von 5.
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Appendix 18: 1H-NMR von 6 (600 MHz, 25° C, DMSO-ds).
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Appendix 19: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 6 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 20: FTIR-Chromatogramm von 6.
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Appendix 21: 'H-NMR von 7 (600 MHz, 25° C, DMSO-dg).
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Appendix 22: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 7 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 23: FTIR-Chromatogramm von 7.
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Appendix 24: 1H-NMR von 8 (600 MHz, 25° C, DMSO-dg).
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Appendix 25: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 8 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 26: FTIR-Chromatogramm von 8.
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Appendix 27: 1H-NMR von 9 (600 MHz, 25° C, DMSO-dg).
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Appendix 28: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 9 (Linearer Gradient 0-100% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 29: FTIR-Chromatogramm von 9.
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Appendix 30: H-NMR von 10 (300 MHz, 25° C, DMSO-ds).

134



Anhang

25000 4087,56 [M(PEG,)+Na]’
20000
4059,8700 [M(PEG,,)+H]’
)
&5' 15000
:c:u
2
& 10000 -
£
5000
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
m/z
Appendix 31: MALDI-TOF-MS von 10.
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Appendix 32: FTIR-Chromatogramm von 10.
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Appendix 33: 1H-NMR von 11 (300 MHz, CDCl>:MeOD-d4 (1:1, v/v)).
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Appendix 34: RP-HPLC-Chromatogramm von 11 (Linearer Gradient 0-50% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 35: MALDI-TOF-MS von 11.
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Appendix 36: 1H-NMR von 13 (300 MHz, CD,Cl>:MeOD-d4 (1:1, v/v)).
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Appendix 37: ESI-MS von 13.
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Appendix 38: MALDI-TOF-MS von 13 (Negativ Modus).
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Appendix 39: 1H-NMR von 14 (300 MHz, CD,Cl,:MeOD-d, (1:1, v/v)).
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Appendix 40: RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-MS von 14 (Linearer Gradient 0-50% Eluent B in 30 min, 25 °C).
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Appendix 41: 1H-NMR von 15 (600 MHz, CD:Cl;:MeOD-ds (1:4, v/v)).
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Appendix 42: MALDI-TOF-MS von 15.
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Appendix 43: 1H-NMR von 16 (300 MHz, CD,Cl,:MeOD-d4 (1:4, v/v)).
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Appendix 44: MALDI-TOF-MS von 16.
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Appendix 45: *H-NMR von 17 (600 MHz, CD,Cl;:MeOD-d, (1:4, v/v)).
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Appendix 46: MALDI-TOF-MS von 17.
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