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1. Einleitung und Hintergrund

1.1 Dendrimere und Dendrone

Seit Beginn der Polymer-Chemie und dem Verstindnis der makromolekularen
Molekiilstruktur durch Hermann Staudinger ! entwickelt sich dieses Forschungsgebiet hin
zu immer komplexeren und synthetisch anspruchsvolleren Molekiilarchitekturen. Uber die
zunichst linearen, klassischen Polymerketten (I in Abb. 1) und die durch Flory ™
beschriebenen statistischen Netzwerke (I1) wurden in jiingerer Zeit immer definiertere
Verzweigungen in makromolekulare Architekturen eingefiihrt (1V). Als strukturperfekte
Vertreter sind besonders Dendrimere und Dendrone (IV ¢, d) seit den vergangenen zwei
Jahrzenten von hohem Interesse. Thre ausgereifte Struktur mit sdmtlichen Modifikationen
und funktionellen Gruppen bringt neue Einsichten und ein besseres Verstindnis der nano-
strukturierten Molekiile ), aus welchem sich fortschrittliche Technologie und zunehmend

viele Applikationen ergeben [* >,

Die vorliegende Arbeit bezieht sich hauptsdchlich auf die Beschreibung der
hochdefinierten Strukturen (IV) und umfasst synthetisch den Bereich der Dendrimere und
Dendrone, welche mit der folgenden Einleitung in Struktur, Aufbau und biologisch-

medizinischer Anwendung beschrieben werden.

] (1 (1) (V)
Linear Cross-linked Branched Dendritic cerzize
(@) . R N 2
E— [, 2 ) A
ety RS A
% X T m
Random ' o
hyperbranched Dendrigrafts Dendrons Dendrimers
1930s 1940s 1960s
Plexiglass nylon Rubbers epoxies Low-density polyethylene 2001

Abb. 1: Entwicklung der Verzweigungsarchitektur in Makromolekulen

Der Begriff ,,Dendrimer wurde von Tomalia " eingefiihrt und leitet sich aus dem
griechischen Wort ,,0évopov* (ausgesprochen dendron = Baum) ab, da die Gestalt dieser
dreidimensionalen Makromolekiile der Struktur einer Baumkrone &hnelt. In vielen

Bereichen der Natur, Wissenschaft und Kunst spielen solche hochsymmetrischen Formen
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eine wichtige Rolle. Abbildung 2 zeigt einige natiirlich vorkommende dendritische

Strukturen aus den genannten Bereichen.

Abbildung 2: Dendritische Strukturen: Baumkrone, Kristallwachstum, Romanesco-Kohl, Querschnitt eines Blumenkohls,

Malerei von Ernst Haeckel, math. Fraktal: der Baum des Pythagoras

Inspiriert von diesen faszinierenden Strukturen und dem Verstindnis des Nutzens derer
entwarfen Wissenschaftler nachahmende Geriiste auf einer makromolekularen

GroBenskala und priagten das Gebiet der Dendrimer-Chemie.

1.1.1 Dendritische Molekiile

Uber die ersten Vertreter hochverzweigter, symmetrischer Molekiile wurde von Vigtle
et al. ™ im Jahre 1978 unter dem Namen , Kaskaden-Molekiile® berichtet. Dabei wurde
ausgehend von primdren Aminen eine Michael-Addition mit Acrylnitril vorgenommen,
was zur einer 1—>2-Verzweigung im Molekiilgeriist fiihrt (s. Abb. 3). Die anschlieBende
Reduktion der Nitril-Gruppen zu primiren Aminen schlieft den Reaktionszyklus einer
Wachstumsstufe ab und bietet neue Wachstumspunkte fiir die ndchste Generation des
Dendrimers. Durch Iteration erhdlt man wieder neue Verzweigungen und den schrittweisen

Aufbau der dendritischen Struktur.
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Abb. 3: Erste Synthese von Kaskaden-Molekiilen (nach Vogtle et al.) &

Nach Publikationen von Newkome et al. ! iiber Polyamid-Dendrimer-Strukturen und
Patenten von Denkewalter et al. " zu Poly-L-Lysin-Dendrimeren folgte eine Neuerung
der Synthesemethode durch J. M. J. Fréchet mit einem konvergenten Ansatz " zur

Synthese der ersten Polyarylether-Dendrimere (s. Abb. 4 und Kapitel 1.1.3).

4 3
&h >

O
h v O
—

Abb. 4: Fréchet-Dendrimer

Im Jahr 1985 verdffentlichten Newkome et al. ein Arborol-System 1 (arbor lat., Baum),
welches iiber eine divergente Syntheseroute erhalten wurde und aus Polyamiden besteht.
Im gleichen Jahr entwickelte die Gruppe um Tomalia " eine Synthese zu
Poly(amidoamin)-Dendrimeren (,,PAMAM“-Dendrimere), welche auch unter dem Namen

»otarbust“-Dendrimere seit einigen Jahren kommerziell erhéltlich sind (13] (s. Kapitel
1.1.4).



Seite [10 OBEINLEITUNG UND HINTERGRUND

®
" Pa
W ¢ @fﬁ@@@

OO 6
Q0D &Y O 0
OO OO
@ 0 aYoQoo

e Ia%aYe
sSdiseriace
UE AL

e

Abb. 5: (li) KW-Dendrimer (Miller, Neenan) **, (re) Polyphenylen-Dendrimer (PPD) nach Miillen et al. ™

Neben den polaren Strukturen von Denkewalter, Tomalia, Vogtle und Newkome, welche
allesamt Heteroatome beinhalten, wurde im Jahr 1990 der erste Ansatz fiir reine
Kohlenwasserstoff-Geriiste auf Polyaren-Basis durch Miller und Neenan vorgestellt ',
Nur wenige Jahre spiter wurde dieses Konzept weiter durch Miillen et al. mit den

111 Der schrittweise Aufbau durch Diels-

Polyphenylen-Dendrimeren (PPD’s) erweitert !
Alder-Reaktion ermoglichte in weiteren Modifikationen dieser Grundstruktur den flexiblen
Einbau neuartiger funktioneller Gruppen und Strukturelemente, die bis heute lange nicht

ausgeschdpft sind und viele aktuelle Fragestellungen behandeln !'7-'* 191,

1.1.2 Eigenschaften dendritischer Systeme

Dendrimere stellen makromolekulare (Nano-)Architekturen von gut definierter Grof3e und
Anzahl an Endgruppen dar. Sie basieren zumeist auf einem mehrfach funktionalisierten
Kern, welcher sich mit jeder Generation dreidimensional nach auflen hin verzweigt - oft in
regelméBigen Schichten dhnlich einer Zwiebel. Man bezeichnet die fiir das Dendrimer
charakteristische Schalen als Generationen (s. Abb. 6), welche meistens auch ein MaB fiir
die GroBe und den Syntheseaufwand darstellen. Die einzelnen, direkt vom Kern
ausgehenden Verzweigungseinheiten werden als Dendrone und die formal gedachte
kugelformige Oberflache als Peripherie bezeichnet. Diese kann wiederum funktionalisiert
sein, so dass weiteres Wachstum moglich ist oder bestimmte Eigenschaften eingefiihrt

werden konnen.
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Endgruppen

Kermneinheait

Abb. 6: Aufbau eines Dendrimer-Gertists mit drei Dendronen

Maligeblich fiir die Eigenschaften der Dendrimere sind vor allem die Anzahl der
Generationen (Grofe des Molekiils) und die terminalen funktionellen Gruppen. Jedoch
sollte bei dieser Betrachtung beriicksichtigt werden, dass sich in der tatsdchlichen
Geometrie eines Dendrimers mit flexiblem Geriistbau (z.B. iiberwiegend aliphatische Aste)
nicht alle Endgruppen immer auBlen befinden, sondern sich (mit ansteigender

Generationszahl) in einem zeitlich dynamischen Prozess nach innen falten .

Dagegen sind bei den rigiden Geriisten, wie den Polyphenylen-Dendrimeren von Miillen et
al., die Endgruppen in der geometrischen Peripherie lokalisiert und bilden eine dichte
Schale-Struktur "> *2. Deshalb besitzen aliphatische Dendrimere, wie z. B. PAMAM
(siche Kap. 1.1.4) im Gegensatz zu den rigiden Vertretern keine definierte Form und
PorengrdBe sowie kein homogenes AuBeres. Weiterhin setzt sich mittlerweile die Meinung
durch, dass isolierte, flexible Dendrimere in einem guten Ldsungsmittel nicht tiber die
urspriinglich vorhergesagte ,,dichte Schale-Struktur®, sondern iiber eine ,,dichte Kern-
Struktur* verfiigen *). Dies bedeutet, dass bei solchen Dendrimeren die Segmentdichte ihr

4, 8. 286] [

Maximum im Zentrum des Molekiils hat und zur Peripherie hin abfillt |
Unterschied zu linearen Makromolekiilen besitzen Dendrimere somit eine besonders
raumfiillende Geometrie, wodurch sie sich in den Eigenschaften maligeblich von den
leichter zugénglichen linearen Polymeren abheben. Diese volumindse Anordnung der
einzelnen Aste fiihrt bei einigen (eher rigiden und formstabilen) Dendrimer-Architekturen
in hohen Generationen zu einer Kern-Schale-Anordnung (vgl. dichte Schale-Struktur) !,

welche es erlaubt, reversibel Gastmolekiile (auBer den Losungsmittel-Molekiilen)



Seite |12 OBEINLEITUNG UND HINTERGRUND

einzulagern und unter bestimmten Umstdnden wieder freizusetzen (,,dendritic box*). Dabei
geht man von einem Eindringen in die Hohlrdume des Dendrimers aus, welche sonst von
eher kleinen Losungsmittelmolekiilen belegt sind. Abgeschirmt durch eine dichte &duflere
Schale konnen hier auch unlosliche Giste eingelagert werden, wodurch ein erstes Feld der

d ¥, Dies konnte durch die Einlagerung und

Applikation fiir Dendrimere angesprochen wir:
Wiederfreisetzung verschiedener (unldslicher) Farbstoffmolekiile anschaulich demonstriert
und spektroskopisch untersucht werden '**. Man kam dabei zu dem Entschluss, dass der
Einschluss nur durch Diffusion in den freien Hohlkdrper des Dendrimers erklérbar ist und
nicht durch besonders starke supramolekulare Wechselwirkungen favorisiert sein muss.
Jedoch gelang auch die Demonstration vieler Gerliste mit Bausteinen der supramolekularen

Chemie, bei denen das Gastmolekiil durch gezielte Wechselwirkungen im Inneren gehalten

wird 1291,

Dieses Prinzip des Kern-Schale-Modells inspirierte die Dendrimer-Chemiker fiir eine
weitere Architektur, bei der ein sensitiver, funktioneller Kern durch das dullere Dendrimer-
Geriist abgeschirmt wird " *”). Biomimetisch betrachtet liegt bei Proteinen, Enzymen und
der DNA ebenfalls das funktionelle und aktive Zentrum héufig abgeschirmt im Inneren,
vor allem wenn es sich um instabile Molekiilspezies oder Metall-Komplexe bzw. -Cluster
handelt. Die sterische Abschirmung verhindert einerseits das Eindringen einer reaktiven
Spezies, aber auch die Aggregation zweier aktiver Zentren und bietet bei der Anwendung
spezieller lichtabsorbierender Dendrimer-Geriiste ebenso eine Art Strahlenschutz (Schutz

vor Photobleaching) fiir das Dendrimer-Innere.

Letzteres wurde durch Fréchet [27], Weil " und Miillen et al. **?°! eindrucksvoll auf neu-
konstruierte Lichtsammel-Antennen in den Dendrimer-Asten erweitert, welche die Energie
in Farbstoffmolekiilen der Peripherie sammeln und sukzessive durch Energietransfer zum

Kern befordern, welcher zuletzt die Photonen biindelt B

Im besonderen Mafle sind dendritische Strukturen fiir die Vielzahl ihrer funktionellen
Gruppen interessant. Hierbei konnen der Kern, das Geriist und die Peripherie einbezogen
sein (s. Abb. 7), jedoch héuft sich das Interesse an den Endgruppen, die wie oben
beschrieben mafigeblich fiir die Dendrimer-Eigenschaften sind und ihre Funktion ohne

sterische Hinderung voll entfalten konnen (falls keine zu hohe Riickfaltung eintritt).
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Abb. 7: Verschiedene Funktionalitaten: A-C: monofunktionell, D-G: bifunktionell, H: trifunktionell “

Fiir die Einfithrung von funktionellen Gruppen an Dendrimeren ist im Hinblick auf die
Synthese und mogliche Folgereaktionen unbedingt die chemische Orthogonalitit der
Funktionen zu beriicksichtigen. Bei zusidtzlicher Konjugation der Dendrimere an
biologische Stoffe, wie Proteine, Peptide oder DNA ist auch auf die Verwendung bio-
orthogonaler Gruppen zu achten, um keine Produktgemische oder Nebenreaktionen bei der

weiteren Verarbeitung oder dem medizinischen Einsatz der Dendrimere zu erhalten.

Bis heute versucht man sich am hochkomplexen Aufbau von dendritischen Architekturen,
welche verschiedene Funktionen (wie Farbstoffe, Proteine, aktive Wirkstoffe und
Radiomarker) gleichzeitig an den einzelnen Asten und dem Kern tragen BU Ein
interessantes Beispiel mit sechs selektiv adressierbaren Gruppen (acht geschiitzte Amine,
geschiitztes Thiol, TBDPS-geschiitzte Hydroxylgruppe, freie Hydroxylgruppe,
Léavulinsdurester und aktives Chlorid) wurde mittels bekannter Cyanursdurechlorid-
Chemie fiir die konvergente Synthese eines multifunktionellen Dendrons erhalten P2

Derartige komplexe Aufbauten zeigen das hohe Potential der multifunktionellen Dendrone

mit vielseitigen Eigenschaften und Einsatz im medizinischen Bereich.

1.1.3 Synthese Dendritischer Molekulstrukturen

Grundsitzlich unterscheidet man zwischen einem divergenten und einem konvergenten
Ansatz fiir die Synthese von Dendrimeren. In diesem Abschnitt sollen diese beiden
Strategien vorgestellt und diskutiert werden. Neuere Synthesemethoden werden nicht

detailliert besprochen, sondern nur kurz in ihrer Grundidee aufgefiihrt.
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Divergente Synthese

Bei diesem Ansatz wird das Geriist schrittweise vom Kern ausgehend aufgebaut. Jede
Generation fordert mindestens zwei Reaktionsschritte: Die Aktivierung der Endgruppen

und die folgende Verzweigungsreaktion (Abb. 8).

+ a) Kupplung b) Aktivienung a) Kupphung b) Aktivierung
— — e —_—
9
3 3 F;

Abb. 8: Schema der divergenten Dendrimer-Synthese

Man beginnt mit der Dendronisierung am Kern und aktiviert (z. B. durch Entfernen von
Schutzgruppen) die entstandenen Endgruppen. Diese werden wiederum durch Kupplung
verzweigt und fiir das Wachstum der nédchsten Generation aktiviert. Sukzessive erhdlt man
so die Dendrimer-Architektur durch die beschriebenen Iterationsschritte. Nachteil dieser
Strategie ist die hohe Anzahl der Defekte im Geriist, da nicht bei jeder Kupplung oder
Aktivierung absolut 100% Reaktionsumsatz an den Endgruppen erreicht werden kann. Die
Isolierung der strukturperfekten Molekiile ist sehr aufwidndig und wegen der hohen
Ahnlichkeit zu den defekten Strukturen kaum mdglich. Man fand beispielsweise bei einem
G4-PAMAM-Dendrimer lediglich 8% Reinheit der perfekten Struktur, welche durch einen

331 Jedoch ermdglicht diese Methode auch die

divergenten Ansatz erhalten wurde
Einfilhrung einer hohen Zahl von Generationen, da immer nur die Peripherie in die

Reaktionen eingebunden ist.

Konvergente Synthese

Erstmals wurde die konvergente Synthesestrategie von Fréchet et al. im Jahre 1990 !
vorgestellt. Die Methodik beginnt mit dem Aufbau einzelner Dendrone (Teilstiicke),
welche einen reaktiven fokalen Punkt (griines F) tragen. In einem der letzten Schritte
werden mehrere Dendrone an den Kern gekoppelt und man erhélt aus den Teilstiicken das
gesamte Dendrimer. Die letzte Kopplung verlangt hohe Ausbeuten und erleichtert die
Isolierung der defekten Strukturen, da der Molekulargewichtsunterschied zwischen
perfekter Struktur und teilsubstituierten Kernen gravierend ist. Ebenso muss nicht mit sehr

groBen Uberschiissen wie bei der divergenten Synthese gearbeitet werden, welches die
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Aufarbeitung oftmals erleichtert. Daher konnen Dendrimere, welche konvergent

synthetisiert wurden, mit sehr viel hoherer Reinheit als im divergenten Ansatz erhalten

[34, 35]

werden , sind aber wegen dem hohen sterischen Anspruch auf niedrigere

Generationen beschrinkt %371,

2 E a) Kupplung ®"
a) Kupplung b) selektive Aklivierung Ks b) Aktivierung
T —_— _ _—
%@ o

Abb. 9: Schema der konvergenten Dendrimer-Synthese !

Neuartige Synthesemethoden

Weitere neuere Synthesevarianten sollen, bis auf die Click-Chemie, in diesem Rahmen nur

aufgezihlt werden. Hierzu zihlen die “Orthogonale Synthese” P**l  die

s [39] »» [40]

“Doppeltexponentielle- und “Hypermonomer Methode und Festphasen-Synthesen

11 Ebenfalls méglich sind koordinationschemische Synthesen mit Metallkomplexen **

[44]

1 Die fiir die vorliegende Arbeit relevante Click-Chemie [**! an Dendronen erméglicht die

Darstellung von Dendrimeren mit verschiedenen Funktionalititen, welche an den

31 verdeutlicht werden soll. Die durch einen

synthetisierten Strukturen von Lee et al. '
divergenten Ansatz synthetisierten Azido-Dendrone konnten mit n-funktionalen Ethinyl-
Kernen in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition zum Dendrimer gekoppelt werden und waren
nach einem Isolierungsschritt nur begrenzt verunreinigt. Es konnte ebenso der flexible
Einsatz der Azid-Dendrone fiir weitere Ethinyl-Kopplungspartner und der Aufbau

asymmetrischer Dendrimer-Architekturen eindrucksvoll an den vierten Generationen eines

kombinierten Fréchet-Typ- und PAMAM-Dendrons gezeigt werden M.

o= <) — ol L)

Abb. 10: Schema der 1,3 dipolaren Cycloaddition (Click-Reaktion) fur den konvergenten Dendrimer-Aufbau
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1.1.4 PAMAM-Dendrimere und Dendrone

Die bei der Dow CHEMICAL COMPANY von Tomalia entwickelten Poly(amidoamin)-
Dendrimere (,,PAMAM“-Dendrimere) ' * **! waren die ersten Vertreter mit denen
praktisch hohe Generationen erreicht werden konnten. Es sind die bisher am besten
verstandenen dendritischen Systeme, die schon durch zahlreiche (chemo-)physikalische [,
biologische, physiologische ! und in vitro- sowie in vivo- **! Studien charakterisiert

wurden.
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Abb. 11: G3-PAMAM Dendrimer mit Ammoniak-Kern

Neben einigen konvergenten Ansitzen P hat sich die divergente Synthese der PAMAM-
Dendrimere von Tomalia et al. (inspiriert durch Vogtle) durchgesetzt (s. Abb. 12) (51
Beginnend mit einem bifunktionellen Amin-Kern kommt es durch Michael-Addition mit
Acrylsduremethylester zur Verzweigung. Die Aktivierung und gleichzeitige Verldngerung
der Endgruppen durch Amidierung mit Ethylendiamin fiihrt nach vereinbarter

Nomenklatur zur nullten ganzzahligen Generation G0,0 mit terminalen priméren Aminen,
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welche wieder zum Aufbau einer weiteren Generation genutzt werden konnen. Die néchste

Ester-Stufe wird halbzahlig als G0,5 bezeichnet.

RH, 0”9
KI CH,
H;N
g am J/ H m
—_— iterative Cyclen
-4 CHi0H | o\
/ Hf \ \ —
| —1;51/\/:".7(\’“‘*/\‘/\)#&’\/“: | .
. \o /H | .

NH;
Abb. 12: Syntheseschema eines PAMAM-Dendrimers mit Ethylendiamin-Kern (nach Tomalia et al.)

Seit einigen Jahren konnen PAMAM-Dendrimere der Generation 0 bis 10 in einer Vielfalt
von Endgruppen im Handel bezogen werden *! und stellen dadurch die ersten Vertreter
einer kommerzialisierten Dendrimer-Serie dar.

PAMAM-Dendrimere sind als basische Polyamide anzusehen und daher gut in polaren
Losungsmitteln wie Dichlormethan, kurzkettigen Alkoholen, Dimethylformamid und
Wasser loslich (in letzterem vor allem die aminoterminierten Vertreter). Ebenfalls ist eine
hohe Hydrolysestabilitdit vorhanden. Im Vergleich zu dhnlichen Geriisten wie z. B.
Poly(propylenimin)-Dendrimeren (,,POPAM®), haben PAMAM-Dendrimere ein viel
groBBeres Volumen. Bereits die nullte Generation eines PAMAM-Dendrimers (mit nur 4
Endgruppen) nimmt einen grofleren Raum ein als die flinfte Generation eines POPAM-
Dendrimers (mit 64 peripheren Gruppen). Dementsprechend zeigt die erste Generation des
PAMAM-Dendrimers mehr als die vierfache Molekiilmasse der ersten Generation eines

POPAM-Dendrimers .

Erst in jlingerer Zeit wurden funktionalisierte PAMAM-analoge Dendrone bis zur vierten
Generation vorgestellt und fiir eine konvergente symmetrische Dendrimer-Synthese
verwendet °. Die Synthese der PAMAM-Dendrone erfolge divergent ausgehend von
Propargylamin, welches den fokalen Kern darstellt. Die ethinyl-funktionalisierten
Teilstrukturen konnten mit einem Azid-Kern durch Huisgen‘s 1,3-diploare Cycloaddition

(,,Click“-Reaktion) gekoppelt werden. Auf dhnliche Weise gelang auch die Einbindung
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[50-32] " Als gegensitzliche click-

verschiedener Kern-Elemente in die PAMAM-Dendrimere
Funktion wurde ebenfalls von der gleichen Gruppe um Lee et al. ein Azido-PAMAM-
Dendron (G1 bis G3) vorgestellt, welches ebenfalls mit einem Ethinyl-Kern oder auch
einem Ethinyl-Dendron ,,geklickt werden konnte um symmetrische und unsymmetrische

methylester-terminierte Dendrone aufzubauen > *%),
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Abb. 13: Azido-(G1-3)-PAMAM-, Ethinyl-(G1-4)-PAMAM-Dendron und die Kopplung beider (Lee et al.)

Dendrone sind neben dem Aufbau grofler Dendrimer-Molekiile auch wegen ihrer
bifunktionellen Eigenschaften von grofer Bedeutung. Die Strategie, den fokalen Punkt
chemisch orthogonal zu den Endgruppen des Dendrons zu gestalten ldsst die Ankniipfung
einer Vielzahl von Strukturen zu. So entsteht dadurch ein architektonisch vollig
unsymmetrisches Konstrukt, wobei man das Kopplungsmolekiil gemeinsam mit dem

angehdngten Dendron als ,,dendronisiert* bezeichnet (s. Abb. 14).

— -4

Kemn bifunktionelles Dendron dendronisierter Kemn

Abb. 14: Schematische Dendronisierung eines monofunktionalen Kerns
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1.1.5 Dendrimer-Wirkstoff-Konjugate mit medizinischer Applikation

Wegbereiter des Feldes der polymeren Wirkstoff-Formulierung war Helmut Ringsdorf mit
dem nach ihm benannten Modell der Anbindung von Pharmazeutika an makromolekulare

Strukturen ¥ (s. Abb. 15).

polymer backbone

cleavable V[]

spacer

solubilizing targeting
group moiety

Abb. 15: Ringsdorf-Modell fiir polymere Therapeutika ®

Dendrimere besitzen aufgrund ihrer hoch definierten Struktur und ihrer Reinheit fiir in
vivo-Anwendungen besonders gute Eigenschaften und eignen sich daher fiir verschiedene
Applikationen in den Bereichen des Imaging (Bildgebung), Wirkstoff-Transports, der
Strahlentherapie und dem Tissue-Engineering (Gewebe-Konstruktion). Sie fungieren in
diesen Bereichen immer als Trigergeriist fiir Chromophore, Wirkstoffe, Target-Liganden
oder anderen funktionellen Molekiileinheiten (s. Abb. 17). Daher kann das Dendrimer-
Gertist in seiner Struktur flir die einzelnen Anwendungsbereiche verdndert, angepasst und
optimiert werden. Entscheidende Aspekte fiir in vivo-Anwendungen sind immer
Bioverteilung (,,biodistribution ““, Beschreibung der relativen lokalen Konzentrationen des
Wirkstoff-Konjugates in den Organen), Pharmakokinetik und intrinsische Toxizitdt des
Konjugats ). Diese besagten Eigenschaften lassen sich fast ausschlieBlich durch den

chemischen Aufbau des Dendrimers beeinflussen.

Pharmakokinetik und Bioverteilung (PAMAM)

Das Verstindnis dieser Eigenschaft ist fiir die medizinische Anwendung essentiell, weil die
Bioverfiigbarkeit, Toxizitdt und letztliche Effizienz des Dendrimer-Wirkstoffkonjugats
abhingig von den Raten der Gewebe-Akkumulation, der Wirkstofffreisetzung und der
Eliminierung aus dem Korper sind %, Durch GroBe des Dendrimers und Art der
Endgruppen kann die Zirkulationszeit eingestellt werden.

Ungeladene oder negativ geladene Endgruppen verhelfen zu langen Aufenthaltszeiten im
Blutstrom (da nicht-spezifische Interaktion mit dem hepatischen Gewebe unterdriickt wird)

[55.56.57. 381 '\yohingegen positive Ladungen die Akkumulation in Leber, Nieren, Milz und
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Pankreas hervorrufen, was mit amino-terminierten PAMAM-Dendrimeren beobachtet wird
591 da diese sich elektrostatisch an die Endothel- und Epithel-Zellen anlagern. So zeigen
polykationische =~ PAMAM-Dendrimere bei intravendser oder intraperitonealer
Verabreichung eine schnelle Eliminierung aus dem Blutstrom und die erwartete

(60 61. /621 " Dagegen hat hydrophil

Anreicherung in Leber, Niere, Milz und Pankreas
PEGyliertes oder acetyl-modifiziertes PAMAM (jeweils ungeladen) eine lange
Zirkulationszeit und keine Akkumulation in der Leber, was durch die gute sterische

[56, 57, 60

Abschirmung und Ladungsunterdriickung erkldrbar ist | Die negativ-geladene

Variante des PAMAM mit Carboxyl-Gruppen zeigt zwar lange Aufenthaltszeiten im Blut,
jedoch weitgehende Anreicherung in der Leber P% 2.

Eine langere Zirkulationszeit kann auch durch hohe Molekulargewichte hervorgerufen
werden, wenn sich der hydrodynamische Radius auf mehr als 4 nm vergrofert (Porengrof3e
der filtrierenden glomeruldren Basalmembran in den Nieren). Vergleicht man die
dendritischen mit den linearen Architekturen gleicher Molmasse, zeigt sich immer eine
lingere Aufenthaltsdauer des Dendrimers im Blutstrom, was durch die sterisch

#9631 Der Vorteil langerer

anspruchsvollere Geometrie erkldrt werden kann (s. Abb. 16) [
Zirkulationszeiten liegt in der verbesserten relativen Akkumulation des Konjugates in

Tumorzellen, was bei passivem Targeting (keine durch Liganden zielgerichtete

(A2

lineares Polymer

% Sy

Dendrimer

Adressierung an spezielle Zellen) notig ist.

Abb. 16: Vergleich Dendrimer vs. lineares Polymer bei der auswaschenden Filtration in der Niere

Biokompatibilitat und intrinsische Toxizitat

Entscheidend fiir den Erfolg eines Dendrimer-Trigers ist seine Biokompatibilitdt und
intrinsische Toxizitdt. Damit sind die Eigenschaften des reinen Dendrimer-Geriists mit den
metabolischen Abbauprodukten, aber zunichst ohne den Wirkstoff oder das angehingte

Reagenz gemeint. Sehr kleine Generationen der Dendrimere konnen (falls keine
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intrinsische Toxizitit vorliegt) leicht iiber die Nieren und den Urin ausgespiilt werden %),

Wohingegen makromolekulare, hohere Generationen nicht durch den renalen (Nieren-)
Filter passen und durch lange Zirkulationszeiten metabolisch abgebaut werden miissen.
Hierzu ist bei der Wahl des Dendrimers besonders auf nicht-toxische Elemente zu achten,
welche nach ausreichender Zirkulationszeit in kleinere Molekiile gespalten werden. Die
PAMAM-Dendrimere eignen sich wegen ihrer Polyamid-Struktur fiir die enzymatische
Hydrolyse und sind daher zunéchst als biokompatibel einzustufen. Ebenso sind sich
Poly(aminosiure)- und Polyester-Dendrimere in dieser Hinsicht einsetzbar [* %),

Die intrinsische Toxizitdt der polkationischen PAMAM-Strukturen ist allerdings fiir die
Generationen G1-G5 als signifikant hoch einzustufen. Duncan et al. fanden bei drei
verschiedenen Krebs-Zelllinien fiir eine Verweildauer von 72 Stunden zytotoxische 1Csg-
Werte von 50-300 pg/mL *®). Fiir murine B16F10 Krebszellen fand man sogar schon nach
5 Stunden Inkubationszeit klare Schiden an den Zellwénden bei einer Konzentration von
5 ug/mL eines G4,0-PAMAM-Dendrimers. Der Zelltod durch Dendrimere wird durch
Apoptose und/oder Necrose eingeleitet, wobei unterschiedliches Verhalten bei den
einzelnen Dendrimeren vorliegt (7%,

Wie im Abschnitt der Pharmakokinetik besprochen, hiangt die in vitro-Toxizitit mit dem
Akkumulationsverhalten (besonders der kationischen Strukturen) zusammen und scheint
deutlich mit der Zahl der Generation, der Konzentration und der Inkubationszeit zu

korrelieren ¢,

Erfolgreiche PAMAM-Wirkstoff-Konjugate

Durch Modifizierung der Endgruppen mit PEG-Ketten, Acetyl-gruppen oder mit Target-
Liganden konnten die PAMAM-Dendrimere in Form verschiedenster Wirkstoff-Konjugate
im Vergleich zum freien Wirkstoff oder dem linear-polymeren Konjugat (rein PEGylierter

Wirkstoff) iiberdurchschnittlich gute Ergebnisse in in vivo-Studien erzielen %7 7% 7172,

(a) (b)
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Abb. 17: Schema eines fortgeschrittenen Dendrimer-Konjugates mit kovalent-gebundenem Wirkstoff, Imaging-Gruppe
(Chromophor oder Radiolabel) und a)Target-Funktion (z. B. Folsaure, RGD-Peptid) oder b) Antikdrper
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Warum Dendrimere und Dendrone?

Im Vergleich zu linearen Polymer-Konjugaten zeigen Dendrimere signifikant verbesserte
Figenschaften in Hinblick auf Akkumulation in krankem Gewebe (Tumorgewebe,
entziindetes Gewebe), pharmazeutische Wirkstoff-Formulierung und Zirkulationszeit. In
Folgendem sind die Vorteile dendritischer Strukturen fiir biomedizinische Anwendungen

aufgezihlt [*:

o Hohe strukturelle und chemische Homogenitéit der Dendrimere erlaubt reproduzierbare
Ergebnisse und ldsst systematische in vivo-Studien zu, wohingegen lineare Polymer-
Riickgrate meistens polydispers vorliegen und nur statistisch vergleichbare

Untersuchungen zulassen.

o Bioverteilung und pharmakokinetische Eigenschaften, welche gezielt durch die
Konformation und Gréfe der Dendrimere optimiert werden konnen. Dies erreicht man
préazise durch das Variieren der Generationszahl oder durch Anbindung wasserloslicher

linearer Polymere (Dendrimer-Polymer-Hybride).

o Multifunktionalitit der Dendrimere erlaubt die gleichzeitige Anbindung mehrerer
Wirkstoffe, Chromophore oder Liganden. Und besonders Dendrone konnen durch
Anbindung an Peptide, Proteine oder hochselektive Antikorper!””! genutzt werden, um
prazise die Funktionalitit (Wirkstoff-Ladungskapazitit) zu erhdhen. Dies gilt ebenso fiir
Dendron-Poly(ethylenglycol)-Hybride (s. Abb. 18) 7473761

e Hohe Liganden-Dichte an der Dendrimer-Oberfliche verbessert die multivalente
Wechselwirkung von Ligand-Rezeptor-Bindungen. Anders als bei linearen Polymeren
erhoht sich die Oberflichenfunktionalitidts-Dichte mit jeder Generation (anndhernd)
exponentiell. Dadurch ist die Targeting-Funktion der Dendrimere gegeniiber linearen

Makromolekiilen deutlich verbessert.

o Kontrollierter Abbau kann durch die richtige Wahl des Dendrimer-Geriistes gesichert

werden. Hydrolysierbare Ester, enzymatisch spaltbare Amide oder selbst-zerfallende

Dendrimer-Strukturen kénnen hierbei angewendet werden .
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Abb. 18: Dendronisiertes PEG (40 kDa) auf Aspartat-Basis (a: GO, b: G1, c: G Pmlt kovalent gebundenem Cytarabin als
Zytostatikum (nach Greenwald et al.)/”®

1.2 Biohybrid-Materialien

Die Vereinigung von synthetischen Materialen mit den hochkomplexen Bausteinen der
Natur spielt in der modernen Wissenschaft eine wichtige Rolle und zeigt immer mehr
anwendungsorientierte Einsatzmoglichkeiten. Vor allem in den Bereichen der
biomedizinischen Chemie, Diagnostik und Nanotechnologie ist das Interesse an
fortschrittlichen Materialien mit neuen Eigenschaften grofl. Dadurch entstanden in den
letzten Jahren unter anderem viele neue Ansétze fiir die Krebstherapie mit synthetisierten
Polymer-Biohybriden. Es folgten klinische Studien, die die bisherigen reinen Wirkstoffe in

den erzielten Ergebnissen iibertreffen % 77 ™8,

Unter der Hybridisierung von biologischen Stoffen versteht man das Zusammenbringen
biologisch aktiver Komponenten mit rein synthetisch zugénglichen Materialien. Dies kann
auf verschiedene Arten von Wechselwirkungen basieren, welche unter anderem kovalente
Bindungen, supramolekulare oder biochemische Affinitidten einschlieBen. Weiterhin kann
die Funktionalisierung einer biologischen Komponente spezifisch an bestimmten reaktiven
Gruppen in definierter Anzahl oder unspezifisch (ebenso in Bezug auf Reaktivitdt und
Quantitit) erfolgen. Die spezifische und kovalente Ankniipfung eines synthetisierten

Materials ist in Hinblick auf biologische Aktivitit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
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im Allgemeinen wiinschenswert und stellt Wissenschaftler durch diesen Anspruch vor eine

groBe Herausforderung "',

Auf der Seite der bioaktiven Strukturen ist eine Vielzahl von Klassen vertreten, welche
niedermolekulare aktive Naturstoffe, Nukleinsduren, Kohlenhydrate und Proteine sein
konnen, wobei sich in dieser Arbeit nur auf Proteine und Peptide mit spezifischer

kovalenter Funktionalisierung bezogen wird.

Auf der Seite der synthetischen Materialien hat sich die Modifikation mit einer Reihe
verschiedener kiinstlicher Polymere etabliert " ¥!. Erfolge konnten insbesondere in der
Verbesserung der Biokompatibilitit, Stabilitit und (Wasser-)Loslichkeit erzielt werden '/,
Die ersten Protein-Polymer-Konjugate wurden von Davis et al. **! durch die kovalente
Anbindung von Poly(ethylenglykol) (,,PEG*) an die zugénglichen primidren Amine (der
Lysine) einer Proteinoberfliche dargestellt. Seither befinden sich bereits verschiedene
,PEGylierte“ Proteine im klinischen und therapeutischen Gebrauch "7 7% #: 8] Bej
neueren Hybridisierungen konnten die Vorteile der Verknilipfung von biologisch aktiven

Materialen mit dendritischen Makromolekiilen dargestellt werden (s. Kap. 1.1.5), welche

im Vergleich zu den linearen Polymeren wiederum verbesserte Eigenschaften aufweisen
[49]

1.2.1 Dendrimer vs. Protein

Das Forschungsgebiet der Polymerchemie erlaubt einen Zugang zu verschiedensten
makromolekularen Architekturen. Es konnen lineare, verzweigte, hyperverzweigte,
dendritische, sternformige, kammartige oder vernetzte Polymere hergestellt werden,
welche sich bereits aufgrund ihrer Gestalt in den Eigenschaften grundlegend

unterscheiden.

In einer einzigartigen Perfektion gelingt es der Natur, hochkomplexe Polymer-Strukturen
durch den enzymatischen Apparat der Ribosomen in Form von Proteinen aufzubauen.
Hierbei handelt es sich um definierte lineare Polypeptide, welche je nach Protein aus einer
genau festgelegten Aminosduresequenz —aufgebaut sind. Durch intramolekulare
Wechselwirkungen bilden die stets monodispersen Proteine definierte rdumliche
Strukturen aus, welche entscheidend fiir ihre physiologische Funktion sind. Bis heute 14sst
sich bislang die Kombination aus monodispersem makromolekularem Aufbau, hohe
strukturelle Perfektion und spezifische funktionale Aktivitdt von Proteinen nicht priaparativ

chemisch verwirklichen.
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Durch die aufkommende Dendrimer-Chemie in den 90er Jahren konnten die ersten
Makromolekiile mit formstabiler Struktur in Form von Dendrimeren hergestellt werden.
Proteindhnliche Dendrimer-Gertiste, welche ebenfalls Amidbindungen enthalten, wurden
als ,.biomimetisch® interpretiert und sollten proteinanaloge synthetische Materialen
darstellen *”). Sie zeichnen sich ebenso wie Proteine durch ihre hohe Strukturperfektion,
Bioabbaubarkeit und monomolekulare Nanostruktur aus. Durch Anbindung chemisch-
funktioneller Gruppen konnen Dendrimere ebenfalls bestimmte Funktionen erfiillen und

ahmen somit ihre hochkomplizierten, natiirlichen Gegenspieler modellhaft nach.

Die Oberfliche der Dendrimere unterscheidet sich allerdings von denen der Proteine:
Durch den prédzisen chemischen Aufbau tragen dendritische Makromolekiile meist
gleichartige funktionelle Gruppen in der Peripherie und haben daher eine globular-
homogene Struktur. Proteine sind dagegen mit vielen verschiedenen Gruppen wie Aminen,
Thiolen, Disulfiden, Hydroxylgruppen, Carboxylaten und Aromaten ausgestattet, welche

auch im Inneren der gefalteten Struktur unzuginglich sein konnen.

Chemisch gesehen lassen sich Dendrimere auf einfachem Wege in ihrer homogenen
Peripherie verdndern und mit funktionellen Gruppen ausstatten. Sie sind daher als Nano-
Tréger hervorragend geeignet und zeigen in Hinblick auf chemische Modifikation klare

Vorteile gegeniiber dem komplizierten chemischen Aufbau der Protein-Peripherie.

1.2.2 Eine hochspezifische Peptid-Modifikation: die Disulfid-Interkalation

Die chemische Modifikation eines Peptids oder Proteins findet an den funktionellen
Gruppen der Oberfliche statt und setzt voraus, dass keine sterische Abschirmung durch
Proteinfaltung vorliegt. Dadurch kann nicht jede beliebige Aminosdure des Peptid-
Riickgrates fuer chemische Reaktionen herangezogen werden. Eine Funktionalisierung
durch kovalente Ankniipfung kann nur an den reaktiven Seitenketten bestimmter
Aminosduren  stattfinden, wohingegen eine bio-affine Modifizierung ganze
Strukturdoménen benotigt (vgl. Biotin-Avidin-Affinitdt). Ebenso ist zu beachten, dass das
anzukniipfende Polymer Wasserloslichkeit aufweisen muss, da im organischen Medium

eine Denaturierung der Proteine und somit der Funktionsverlust auftritt.

Erste Modifikationen mit einfachen Polymeren wie Poly(ethylenglykol) wurden an den
primdren Aminen der Lysin-Seitenketten durchgefiihrt. Bei gleichzeitiger Anwesenheit
von z. B. Hydroxylgruppen reagiert dann das Amin selektiv mit den gewihlten

Reagenzien. Neuere Strategien bedienen sich weniger hidufig vorkommender Aminoséduren
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bzw. des N-Terminus, um Selektivitdt und damit definierte Konjugate erhalten zu kénnen
851 Fiir Modifikationen bevorzugte Aminosduren sind Lysin, Cystein, Asparaginsiure,
Glutaminséure, Phenylalanin, Tryptophan, Glutamin, Asparagin, C- und N-Terminus. Die
sich von Protein zu Protein unterscheidende Verfiigbarkeit der Oberflachenfunktionalititen
stellt bei der Modifikation eines jeden Proteins eine wiederkehrende Herausforderung dar.
Um definierte Strukturen aus synthetischen Materialien und Proteinen aufbauen zu koénnen,

ist eine ortsspezifische und reproduzierbare Modifikation Voraussetzung.

Eine hochspezifische Variante der Protein-Kupplung nutzt die Zuginglichkeit von
Disulfid-Briicken in der Tertidrstruktur von Proteinen und Peptiden *® *” **]. Hierbei wird
in einem ersten Schritt das Disulfid reduktiv ge6ffnet und man erhdlt zwei nukleophile
Sulfide in rdumlicher Néhe (2 in Abb. 19). Der spezifische Linker 1 (,,Interkalator) wird
durch eine Michael-Addition zunéchst an eines der beiden Sulfide gebunden und eliminiert
automatisch eine aromatische Sulfinsdure, wodurch ein neues Michael-System fiir die
nidchste Addition entsteht. Der Angriff des zweiten Sulfids schlieBt die Briicke und sorgt
fiir eine Strukturerhaltung des Proteins, da sich lediglich eine Propylen-Gruppe in die
Disulfid-Briicke eingeschoben hat. Die physiologische Funktion des Proteins ist nicht
beeintrichtigt, da die Tertidrstruktur nicht aufgefaltet wird.

% (in aq Puffer) gﬁ
B) 2 . r‘s ﬁsnﬁ
B g A 4 /©/ /©Ei

Abb. 19: A) Reduktion der Disulfidbriicke und B) Mechanismus der Interkalation in die Disulfidbriicke

Bei Anwesenheit mehrerer reaktiver Aminosdure-Seitenketten im Protein, stellt die
Disulfid-Interkalation ein ausgesprochen spezifisches Werkzeug zur Modifikation dar. Die

Variation des Restes R im Interkalator 1 (s. Abb. 19) ldsst die Hybridisierung mit



OBEINLEITUNG UND HINTERGRUND Seite |27

verschiedenen synthetischen Materialien zu. Es konnen dabei zwei grundlegende Ansétze

unterschieden werden (s. Abb. 20):

e ,,Grafting-from* nennt man das Ankniipfen einer funktionellen Gruppe an den
Interkalator 1 (z. B. in R-Position). Sie muss bio-orthogonale Reaktivitdt besitzen
und kann zusammen mit dem Linker an das Protein verbriickend eingefiihrt
werden. Nach Aufreinigung des reaktiven Proteins kann erst in einem zweiten
Schritt die Hybridisierung erfolgen. Die Nachteile dieser Methode umfassen zwei
aufwendige Reinigungsschritte am Biomaterial und das eventuelle Vorhandensein
toxischer Nebenprodukte oder Katalysatoren im letzten Reaktionsschritt, was die
Isolierung des Endproduktes besonders erschwert. Gerade die Abtrennung der
ersten Reaktionsstufe ist kompliziert, da sich das Interkalations-Produkt kaum vom

nativen Protein unterscheidet.

e Das ,,Grafting onto* ist die verbreitete Variante und setzt den vollstindigen
Aufbau der synthetischen Komponente vor der Bio-Kupplung voraus. Erst im
letzten Schritt wird die Hybridisierung vorgenommen und das Biokonjugat muss
nur einmal aufgereinigt werden. Brocchini ™ und Baker ™ °" zeigen mit
verschiedenen Verbriickungsreagenzien die vollstindige PEGylierung einfacher

Peptide auf diesem Weg.

A) "Grafting from"-Ansatz
‘-\

O
- Y

- S o
B) "Grafting onto"-Ansatz ‘( r: %;?

O~ 3

/_‘-5( O (U

Q‘:HDD%

=

=117 =1

Abb. 20: Verschiedene Hybridisierungs-Strategien
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1.2.3 Dendronisierte Proteine und Peptide

Die Wirkstoff-Hybridisierung mit Dendronen und die zusétzliche Ankniipfung von
adressierenden Liganden (fargeting ligands) liefert vielversprechende Kandidaten fiir

moderne Therapieansitze ' und Diagnoseverfahren ',

Abb. 21: Vereinigung von Dendrimer und Protein: Dendronisiertes Protein

Die Dendronisierung biologischer Verbindungen (speziell an Proteinen) ist bisher nur

92]

selten gelungen und wird in wenigen Beispielen wie durch Kochendorfer P und

.. 93, 94
Kostiainen >

J'an komplexen Proteinen mit verschiedenen Synthese-Strategien gezeigt.
Es wurde ebenso in Modell-Studien mit PEGylierten Proteinen dargestellt, dass verzweigte
PEG-Protein-Konjugate im Vergleich zu den linearen Analoga bessere Stabilitdt und
langsamere Metabolisierung aufweisen, was die pharmakokinetischen Eigenschaften fiir
den effizienten biomedizinischen Einsatz optimiert > *®. Dendrone steigern sogar den
sterischen Effekt des verzweigten PEG-Polymers und konnen dadurch die Stabilitdt des
Konjugats weiter erhohen; sie wirken raumfiillend und besitzen im Gegensatz zum
kndulbaren PEG weitgehende Formstabilitit und hohe Monodispersitdt. Des Weiteren kann
einerseits das Dendron-Geriist fiir verbesserte Zellaufnahme und Membran-Permeabilitit
sorgen und andererseits konnen an Dendrone zusitzliche Funktionen angebunden werden,
wodurch sich das Protein-Dendron-Konjugat zu einem vielseitigen, multifunktionellen
Nano-System entwickelt. Die flexible Variation der Dendron-Generationen erlaubt die
Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen Grole des angehidngten Dendrons, was

grundlegende Studien zur Optimierung der Zirkulationszeit eines Proteins oder Peptids

ermoglicht.
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Die Gruppe um Kochenddrfer nutzte eine konvergente Proteinsynthese, bei der das Protein
in vier Teilen gesondert in seiner Aminosduresequenz synthetisiert wird ® Es werden in
die (an der Festphase synthetisierten) Peptidsequenzen unnatiirliche Aminosduren
eingebaut, welche ein Keton in der Seitenkette tragen (Lévulinsdure an Lysin amidiert).
Durch chemo-selektive Oximierung einer Aminoxy-Gruppe mit dem Keton konnten die
einzelnen Peptid-Sequenzen dendronisiert werden (s. Abb. 22). Zusammenfiigen der
einzelnen Sequenzen ergab ein monodisperses dendronisiertes Erythropoetin (,,Epo*-
Protein), welches in in vivo-Studien verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften im

Vergleich zum unmodifizierten Protein zeigt und seine Aktivitét beibehalt.

12 i ——
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dendronisiertes Protein (51kDa)

Abb. 22: A) Struktur des Aminoxy-Dendrons, B) Oximierung als Kupplung, C) Syntheseschema des konvergent-
hergestellten dendronisierten Proteins

Eine posttranslationale Dendronisierung von BSA wird durch die Gruppe von Kostiainen
et al. vorgestellt. Es wird dabei ausgenutzt, dass bestimmte Proteine (wie BSA oder
Hydrophobin) nur eine chemisch-zugingliche Cystein-Seitenkette tragen wodurch hohe
Selektivitdt erreicht werden kann. Das verwendete Dendron wird mit einen Maleimid-

Linker durch Michael-Addition an die Cystein-Seitenkette gehiingt (s. Abb. 23 A) 3941,

Weitgehend wunterschiedlich ist die bio-affine Bindung der hyperverzweigten
Poly(glycerol)-Dendrone von Frey et al. ®"). Die Kopplung der Dendrone an das Avidin-
Protein beruht dabei auf der hohen Affinitit zu Biotin, welches an das Dendron in einem

»grafting onto*-Ansatz gebunden ist. Es wurde zunichst ein aktiviertes Biotin-Derivat an
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das Dendron gebunden und dann vierfach an Avidin konjugiert um das dendronisierte

Tetramer zu erhalten (s. Abb. 23 B).

Maleimid-dendronisiertes Protein

Abb. 23: A) Posttranslationale Dendronisierung durch Maleimid-Michael-Addition, B) 4-fache Dendronisierung mit
hyperverzweigtem Poly(glycerol) durch Avidin-Biotin-Affinitat (Frey et al.)

1.2.4 Ein universelles Peptid: Somatostatin und seine Funktionen

In der vorliegenden Arbeit soll das Peptidhormon Somatostatin dendronisiert werden.
Somatostatine bilden eine Gruppe von cyclischen Peptiden die besonders starke
Inhibitionseffekte fiir die Ausschiittung von Hormonen, wie zum Beispiel

B8] Sie werden im Hypothalamus

Wachstumshormone, Insulin und Glucagon zeigen
gebildet und sind die natiirlichen Gegenspieler des Wachstumshormons, dessen Produktion
und Ausschiittung gehemmt wird. AuBlerdem wirkt Somatostatin der Produktion und
Freisetzung von Hormonen und Sekreten in zahlreichen Driisengeweben des Korpers
entgegen, insbesondere im Pankreas des Gastrointestinaltraktes. Beeinflusst werden unter
anderem die Hormone Insulin und Glukagon, Gastrin, Cholezystokinin, Sekretin und
vasoaktives intestinales Peptid (VIP) sowie die Freisetzung der Magensdure. Diese
Inhibitionseffekte erlauben den Einsatz von Somatostatin-Analoga zur klinischen
Behandlung von Akromegalie und endokrinen Tumoren wie dem Pankreastumor, einen der
am schwersten behandelbaren Tumore. Die Entdeckung der fiinf Somatostatin-Rezeptoren

in den 90-er Jahren erbrachte ein detaillierteres Verstindnis {iber die biologische

Wirkungsweise und die Rezeptorbindung des Somatostatins °”). Seither ist eine Vielzahl
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von Synthesen mehrerer Analoga des Somatostatins bekannt, welche verbesserte

Eigenschaften gegeniiber dem nativen Peptid zeigen und den klinischen Einsatz erstmals

/ metabolischer
HO o ¥ o Abbau fiurch
)\K\,NH f\ ;i( . enzymatische

erlauben 1%,

Peptidasen

NH,

Abb. 24: natives Somatostatin-14 (Pharmakophor in griin) mit markierten metabolischen Abbaustellen

Das cyclische Peptid Somatostatin-14 ist aus 14 Aminosduren aufgebaut, wobei der
Ringschluss durch eine Disulfidbriicke an zwei Cystein-Seitenketten stattfindet (s. Abb.
24). Die p-Schleife des Somatostatins mit der Aminosiure-Sequenz Phe’-Trp®-Lys’-Thr'
(griin gezeigt) ist fiir die pharmakologische Aktivitdt verantwortlich (Pharmakophor) und
kann nur in der vorliegenden cyclischen Form an Rezeptoren binden "°Y. Allerdings
konnte das native Somatostatin mit einer Plasma-Halbwertszeit von zwei bis drei Minuten
nicht fiir therapeutische Zwecke eingesetzt werden. Untersuchungen zum Metabolismus
des cyclischen Peptids zeigten, dass der enzymatische Abbau gezielt an bestimmten
Aminoséure-Sequenzen stattfindet !'°. Dies fiihrte zur Entwicklung neuer Analoga des
Somatostatins und es entstand das erste zugelassene Arzneimittel Octreotid” mit
verbesserten pharmakinetischen — Eigenschaften fiir den klinischen Einsatz ') In

Deutschland ist Octreotid® zur Behandlung der Akromegalie und bestimmter Magen-

Darm-Tumoren zugelassen.
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2. Motivation und Zielsetzung

Ziel  dieser  Arbeit ist die  Herstellung  neuartiger, = makromolekularer
Biohybridarchitekturen, welche aus einer biologisch aktiven Struktureinheit und einer
dendritischen Einheit bestehen, die die Eigenschaften des nativen biologischen Stoffs
ergdnzt bzw. verbessert. Hierzu sollen insbesondere medizinisch relevante Molekiile wie
Peptide mit einem synthetischen Dendrimer in ihren Funktionen vereint werden, um

Hybrid-Therapeutika mit einem neuem Eigenschaftsprofil zu erhalten.

Es miissen mindestens drei mal3geschneiderte Bausteine gewdhlt werden, um ein solches

Biohybrid-Makromolekiil aufzubauen (s. Abb. 25):

¢ Biologisch aktive Komponente (therapeutisches Peptid)
e Synthetische Komponente (Dendrimer/Dendron)

e Linker fiir die selektive Kupplung von Bio-Komponente und Dendron

In Abb. 25 ist die retrosynthetische Analyse des dendronisierten Somatostatins gezeigt. Die
Darstellung kann prinzipiell liber zwei Wege erfolgen, wobei sich Weg 1 vom Peptid her
aufbaut und Weg 2 ein reaktives Dendron als Schliisselkomponente umfasst. Die einzelnen

Bausteine konnen flexibel an den gewiinschten Stellen der Strategie eingebracht werden.

Will man zunéchst das funktionalisierte Somatostatin bereitstellen und in einem zweiten
Schritt an das Dendron ankniipfen (Weg 1), sind insgesamt zwei Kkritische
Reaktionsschritte am Peptid notwendig. Dies ist einerseits aufwéindig wegen der
komplizierten Aufarbeitung und andererseits nachteilig fiir die toxikologische Reinheit des
Endproduktes, da durch den Einsatz der Azido-Alkin-Click-Chemie toxische Kupferionen
benoétigt werden. Diese sollten im letzten Reaktionsschritt fiir den Erhalt des fertigen

Therapeutikums vermieden werden.

Der alternative Weg 2 beginnt zunichst mit der Bereitstellung des Dendrons mit einer
reaktiven Gruppe im Kern. Der Disulfid-Interkalator (Peptid-Linker), welcher chemisch-
orthogonal mit einer Ethinyl-Funktion versehen ist, kann durch 1,3-dipolare Huisgen-
Cycloaddition an das Dendron gekniipft werden. Diese Reaktion ist ebenfalls kupferhaltig,

kann aber noch vor der Peptid-Interkalation von toxischen Metallionen befreit werden. Bis
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hierhin ist die die Reaktionsfiihrung in organischen Loésungsmitteln moglich und muss

nicht unter Beriicksichtigung des pH-Wertes fiir das Peptid in physiologischer Salzldsung

durchgefiihrt werden. Dies erleichtert den praktischen Umgang und die Synthese zum

dendritischen Interkalator. In einem letzten Schritt kann dieser dann bei gepufferten

Bedingungen, ohne die Anwesenheit kritischer Ionen, in die Disulfidbriicke des

Somatostatins interkaliert werden.

PAMAM-dendronisiertes Somatostatin

Azido-PAMAM-
Dendron

SV A
4
Weg 1: Weg 2:

Nachteil: Direkte Dendronisierung des
mehrere Reaktionsschritte nativen Somatostatins und
und kupferhaltige Kupplung Fertigstellung des Dendrons

am Somatostatin im organischen Medium
Ethinyl-Somatostatin Azido-Dendron Somatostatin Dendritischer Interkalator
Ethinyl-Linker Somatostatin Azido-Dendron Ethinyl-Linker

Abb. 25: Schematische Retrosynthese des dendronisierten Somatostatins und dessen Bausteine
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Somatostatin als bioaktives Peptid

Fiir grundlegende Studien zur selektiven Protein- und Peptidfunktionalisierung durch neue
dendritische Strukturen bedient sich die vorliegende Arbeit zundchst an dem zyklischen
Modell-Peptid Somatostatin, um exemplarisch die Hybridisierung zu beleuchten. Aufgrund
seiner zyklischen Struktur, die von 14 Aminosduren gebildet wird, vereint das
korpereigene Somatostatin strukturelle Komplexitdt sowie eine wichtige physiologische
Funktion als Botenstoff zur Signaliibermittlung. Somit stellt Somatostatin als zyklisches
Neuropeptid eine gute Plattform fiir die Untersuchungen zur Dendron-Hybridisierung dar.
Es kommt ausschlieBlich in Wirbeltieren vor und hat vielseitige Funktionen in der
Hormonregulierung des Korpers (sieche Kap. 1.2.4). In hoheren Konzentrationen ist es an
der Signaltransduktion beteiligt und leitet den kontrollierten Zelltod ein (Apoptose) und hat

somit auch als Krebstherapeutikum sowie in der Diagnostik Relevanz ['°* 17

Dendrone als Bio-Konjugate

Zur Hybridisierung des Somatostatins soll zu Beginn ein neuartig funktionalisiertes
Dendron basierend auf einem PAMAM-Geriist dargestellt werden (siehe Kap. 1.1.4 und
1.1.5). Die Poly(amidoamin)-Dendrimere sind (je nach Art der Endgruppen) gut
biovertrdaglich und zéhlen zu den am hiufigsten eingesetzten Dendrimer-Vertretern fiir
pharmakologische Untersuchungen. Thre basische Polyamid-Struktur ist bioabbaubar und
sorgt bei FEinsatz hoherer Generationen fiir verbesserte Akkumulation in der
Bauchspeicheldriise  ©* ¢ I dem Wirkungsort des Somatostatin-Peptids. Die
Wasserloslichkeit kann durch Amino-Endgruppen gewéhrleistet werden, da diese im
physiologischen pH-Wert iiberwiegend protoniert vorliegen. Thre Oberfldchen-

Multifunktionalitit erlaubt auch die kovalente Ankniipfung weiterer molekularer

Komponenten (z. B. Zytostatika, Targeting-Molekiile oder Farbstoffe).

Wegen der kurzen Halbwertszeit des nativen Somatostatins im Blut (3 - 4 Minuten) konnte
das Dendron durch sterische Effekte den metabolischen Abbau des Peptids beeinflussen
und eine ldngere Zirkulationszeit gewdhren. Das wiirde den grofiten Nachteil des nativen

Somatostatins bei der klinischen Anwendung verbessern.
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Disulfid-Linker

Fiir die Funktionalisierung von Disulfidbriicken soll ein strukturell flexibler ,,Interkalator*
entwickelt werden, welcher sich zwischen die beiden Schwefelatome einer Disulfidbriicke
einfiigen ldsst und diese dann verbriickt (Mechanismus siche Kap. 1.2.2) B**1 Es soll
insbesondere gezeigt werden, dass die Disulfidbriicke des Somatostatins mit Hilfe eines
Additions-Eliminierungs-Mechanismus ortsgerichtet adressierbar ist. Dies erlaubt eine
Funktionalisierung mit gleichzeitiger Erhaltung der Schleifenstruktur im zyklischen Peptid,
da die ehemalige Disulfidbriicke weiterhin durch eine Propylen-Einheit zusammengehalten
wird (siche Abb. 26). Der Strukturerhalt ist fiir die physiologische Funktion des
Pharmakophors ausschlaggebend und kann durch Fixierung der beiden Schwefelatome in

unmittelbarer Nachbarschaft sichergestellt werden.

Das in dieser Arbeit dargestellte Linkerglied soll einerseits die Reaktion mit
Disulfidbriicken und andererseits weitere funktionale Gruppen aufweisen (-R in Abb. 26),
welche durch orthogonale Chemie unabhéngig von den Funktionen der Peptidseitenketten

adressiert werden konnen. An dieser Stelle ist die Anbindung des Dendrons moglich.

o )
= j:)l:?ﬁ‘l::- reaktive Funktion T '
_ ﬂ-\ Intm:gl)a:% e : ;\
s R dx S o
i S

i _

- ‘ir ,S ~ _@_m?ﬂ " [

zyklisches Peptid funktionalisiertes Peplid

Abb. 26: Schema der Disulfid-Interkalation unter Strukturerhalt des Peptids

Der Aufbau der anvisierten Biohybride soll nach einem Baukasten-Prinzip erméglicht
werden (s. Abb. 25), wobei jede Komponente fiir die endgiiltige Kupplungsreaktion
vorbereitet wird. Der Aufbau des gesamten Hybrids erfolgt dann nach einer strategischen

Reihenfolge, wie in Abb. 1 dargestellt.

Da bisher die in Kap. 1.2.3 gezeigten Dendronisierungsstrategien von Proteinen und
Peptiden einen entweder hohen Grad an Komplexitit und Aufwand oder das Einbiien von
Monodispersitdt fordern, fokussieren sich die Interessen auf neue hochspezifische

Methoden und die Entwicklung effizienterer Synthesewege.
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Zielstrukturen

Zundchst wird das kernfunktionalisierte Azido-Dendron nach einem divergenten Ansatz

gemil dem Standard-PAMAM-Protokoll synthetisiert.

Als zweiter Baustein wird der Peptid-Interkalator an das Dendron gekniipft. Die

Anbindung erfolgt iiber Click-Reaktion. Der Interkalator wurde in seiner Ethinyl-Variante

[111, 112]

von Anne Pfisterer (Weil, Miillen et al) entwickelt und kann fiir die

Dendronisierung nachsynthetisiert werden.

PAMAM-Dendrone G1-G3 Dendronisiertes Peptid

Abb. 27: "Grafting onto"-Dendronisierung mit bifunktionellem Linker an zyklisches Peptid

Man erhilt einen dendritischen Interkalator, der universell und flexibel an verschiedene
Peptide oder Proteinen angebracht werden kann. Dies ldsst schnelle Vergleichsstudien
zwischen den einzelnen Generationen des Dendrons zu. Es fiihrt die bisher aufwindigen,
komplizierten und unspezifischen Dendronisierungen zu einem konvergenteren Weg,

welcher flexibel die Studie der Dendron-Architektur und Endgruppen zulésst.

Um den Syntheseplan nach Weg 1 zu beschreiten (s. Abb. 25) wird natives Somatostatin
durch den niedermolekularen Ethinyl-Linker funktionalisiert. Die Synthese wurde bereits
in unserer Gruppe entwickelt und der Ethinyl-Somatostatin-Baustein wird durch
A. Pfisterer bereitgestellt 'Y Auch hier finden die Dendrone mit reaktivem Kern ihren

Einsatz in der ,,grafting from“-Dendronisierung an das Ethinyl-Somatostatin.

In Abb. 28 ist eine Ubersicht iiber die Zielstrukturen fiir das Konzept der Dendronisierung
gezeigt. Die Verfligbarkeit jedes einzelnen Bausteins erlaubt den flexiblen Einsatz der
Strukturen an verschiedenen Stellen der Syntheserouten und zeigt die Vielfiltigkeit und

Flexibilitdt auf dem Weg zu dendronisierten Biomaterialien.
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Bausteine der Peptid-Dendronisierung
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Dendronisiertes Somatostatin

Abb. 28: Baukasten mit den verfiigbaren Strukturen zur flexiblen Dendronisierung von Peptiden
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3. Ergebnisse und Diskussion

Durch die Herstellung von Dendrimer-Biohybriden konnen die Eigenschaften beider
Materialien gezielt vereint werden. Man profitiert von den definierten und
multifunktionellen Strukturen der Dendrimere, wihrend man gleichzeitig eine
physiologische = Funktionalitit durch die bio-aktive Komponente erhdlt. Das
Zusammenspiel beider Bausteine konnte zu einem verbesserten oder erweiterten
Wirkungsprofil fiihren oder neue Wirkungsmechanismen ermdéglichen. Allerdings stellt die
Herstellung von Dendrimer-Biohybridmolekiilen zahlreiche Herausforderungen an die
organische Chemie und die Charakterisierung. Alleine die Synthese hochdefinierter,
strukturperfekter Dendrimere ist nur mit groBer Sorgfalt zu bewerkstelligen. Das
Zusammenfiigen von Dendrimer- und Peptidbausteinen erfordert interdisziplinéres
Verstindnis sowie die Anwendung von verschiedenen Methoden aus den Bereichen von
Chemie, Biologie und Biochemie. Durch die polare Natur der Peptide muss man sich
weitgehend auf Wasser als Losungsmittel beschrinken, was die Planung und
Reaktionsfithrung beeinflusst und oft erschwert. Hinzu kommen schlielich aufwéndige
Reinigungsschritte sowie die schwierige Charakterisierung der hergestellten Biohybride in

Wasser oder in Pufferlosung.

In einer schematischen Retrosynthese lassen sich die Grundbausteine des Dendron-Peptid-
Konjugats darstellen (Abb. 29). Es wird dabei in die Bausteine Dendron, spezifisches
bifunktionales Bindeglied (Linker) und Peptid aufgeteilt, welche alle drei getrennt und
defektfrei bereitgestellt werden miissen. Der Linker bildet die Verbindung zwischen
Dendron und Peptid und sorgt fiir die ortsgerichtete Verkniipfung der Bausteine Peptid und
Dendron an einer definierten Stelle. Hierzu wird eine Reaktionsfiihrung angewendet, die
auf der einen Seite als Click-Reaktion und auf der anderen Seite als Disulfid-Interkalation

(s. Kap. 1.2.2) zueinander orthogonal und jeweils hochspezifisch ist.

In diesem Kapitel werden die Synthesen der Grundbausteine fiir die Dendronisierung des
Somatostatin-Peptids beschrieben. Beginnend mit den funktionellen Dendronen wird iiber
die Herstellung der spezifischen Linker und dann iiber die Kupplung zwischen Dendron
und Linker berichtet. Der abschlieBende Schritt — die Dendronisierung des Somatostatins —

wird ausfiihrlich mit den Versuchen zur Aufreinigung und Charakterisierung diskutiert.
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Abb. 29: Retrosynthetische Analyse der Grundbausteine fir dendronisiertes Somatostatin

3.1 Synthese der Dendrone

Fiir die Synthese der Dendrone wird das PAMAM-Geriist gewéhlt, welches nach einem

divergenten Standard-Protokoll aufgebaut werden kann. Im Kern (an der Spitze des

Dendrimerastes) befindet sich ein aliphatisches Azid, das fiir eine Click-Reaktion (1,3-

diplorare Cycloaddition) in jeder Dendron-Generation bereitstechen soll. Somit erfolgt

ausgehend von einem Azido-Kern der schrittweise Aufbau der Generationen G1 bis G3

(Abb. 30), so dass jede Zwischenstufe eine Azidfunktion besitzt, die in einer

bioorthogonalen Cycloaddition in nachfolgenden Reaktionen umgesetzt werden kann.

Azido-Kern G1 G2 G3
A Generations-
NGO — Ng—’* — NN — A \ wachstum
/ ™
Linker: :—1[ :—11 :—1l

“click”

Abb. 30: Divergente Dendron-Synthese mit Mdglichkeit zur Click-Reaktion in jeder Generation
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3.1.1 Azido-PAMAM-Dendrone
In der Literatur wird von Lee ef al. mehrfach von Azido-PAMAM-Dendronen berichtet *>
113], welche in der Struktur weiterhin von Ng Yuen Wah David (Arbeitskreis Prof. T. Weil,
Universitdt Ulm) modifiziert wurden. Die hier beschriebenen Synthesen sind dadurch in
einer engen Kooperation mit Ng Yuen Wah David entwickelt worden und sind Teil seiner

Doktorarbeit.

Azido-PAMAM-Dendrone werden in der Literatur {liber eine divergente Syntheseroute
dargestellt. In dem vorliegenden Ansatz beginnt man mit 2-Azido-ethylamin statt 3-Azido-
propylamin als Kern-Baustein. Zum Aufbau der ersten Generation wird mit
Acrylsduremethylester in einer Michael-Addition zum zunichst halbzahligen Azido-GO0,5-
PAMAM-Dendron 3 umgesetzt, welches weiter unter Amidierung mit Ethylendiamin zum
Azido-G1,0-PAMAM 4 reagiert. Iteration der beiden Schritte ergibt das Wachstum um
jeweils eine Generation. Bisher sind die Azido-PAMAM-Dendrone (mit Propylenkern) bis

zur Generation 2,5 beschrieben.

Der Synthese-Plan dieser Arbeit basiert bis auf den Kernbaustein auf den Vorschriften von
Lee et al. ™ und den bisher unveréffentlichten Ergebnissen von Ng Yuen Wah David. Es
wurde mit 2-Azido-ethylamin lediglich eine kiirzere Kerneinheit gewéhlt (Lee et al.: 3-
Azido-propylamin), um dem Dendron geringstmdogliche Flexibilitdt am Peptid-Konjugat zu
gewdhren. Die Rigiditét ist fiir die einseitige Abschirmung des zyklischen Somatostatin-
Peptids gewlinscht, weil die dem Disulfid gegeniiberliegende Schleifenseite die
pharmakophore Funktion besitzt (s. Kap. 1.2.4) und ein ,,Umschlingen® des Peptids vom
Dendron somit unerwiinscht ist. Es wird im Laufe der Arbeit ebenfalls diskutiert, ob der
klein-gewihlte Ethylen-Spacer im Kern negativen sterischen Einfluss auf die geplante

Click-Reaktion hat.

2-Azido-ethylamin-Kern (2)

Der Kern 2-Azidoethylamin 2 wurde nach einer Literaturvorschrift !''*

synthetisiert. Die
Reaktion erfolgt im wiassrigen Medium und nach basischer Aufarbeitung wird das Produkt
in die organische Phase (Diethylether) iiberfiihrt und darin gelagert. Wegen des hohen
Stickstoffgehaltes (Atomverhéltnis N¢ / Ny = 0,5; es herrscht Explosionsgefahr fiir Stoffe
mit Nc¢ / Ny < 3 nach Smith [“8]) ist es extrem explosiv und darf auf keinen Fall

vollstindig isoliert werden bzw. losemittelfrei gehandhabt oder gelagert werden. Aus der

etherischen Losung wurde direkt eine Probe fiir die 'H-NMR-Charakterisierung
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entnommen und es konnte durch Peak-Integration das Verhéltnis von Losemittel und
Produkt erfolgen. Daraus ldsst sich durch Kenntnis der Molekulargewichte die Ausbeute
der Reaktion bestimmen. Es wurde eine verbesserte Ausbeute von 91% gegeniiber der
Literaturangabe von 82% erreicht, was durch hohere Reaktionstemperatur und optimierte
Bedingungen beim Einengen der Produktlosung am Rotationsverdampfer erklérbar ist (das
Produkt ist leicht fliichtig). Das FT-IR-Spektrum zeigt die Azido-Gruppe bei einer

Wellenzahl von 2097 cm'l, was mit der Literatur iibereinstimmt.

NH,
|
0 O O<_NH
o
1. NaN3 /\n/ > j H N/\/NHZ ;
2
NBr 2. KOH Ne~NH: o o ~N — =  ~UN
Br 2 ’ 3 MeOH N3 j\ in MeOH N3 i
91% 33% quant.
1 2 3 009 4 O°°NH
Azido-G0,5-PAMAM
NH,

Azido-G1,0-PAMAM

HZN\L J/NHZ
NH HN o~ od
O%j\ J/&O Oﬁ ﬁo
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o b HZN/\,NHz
-
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N N /\)OL NH j H Q
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Abb. 31: Divergenter Syntheseplan des Azido-PAMAM-Dendrons G1 bis G3
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Gn.5-PAMAM-Dendrone: Michael-Addition

Ausgehend von der etherischen Losung des Azids 2 wurde durch zweifache Michael-
Reaktion das Azido-G0,5-Dendron hergestellt. Die Ausbeute dieser Reaktion konnte nach
chromatographischer Reinigung auf 33% optimiert werden. Anders als erwartet verlduft
die Addition nicht mit einer hohen Ausbeute und es werden viele polare Nebenprodukte
erhalten. Die Optimierung der Ausbeute erfordert allerdings ein besseres Verstindnis
dariiber, auf welchem Reaktionsweg die Nebenprodukte gebildet werden. Hierzu wurde
eine Mischung verschiedener polarer Nebenprodukte durch Chromatographie getrennt und

unter Verwendung der NMR-Spektroskopie untersucht.

Der Vergleich zu dem Spektrum des aufgereinigten Produktes 3 und des Edukts 2 deutet
das Spektrum der Reaktionsmischung darauf hin, dass die Nebenreaktion an der
Azidogruppe stattfindet, da das Triplett-NMR-Signal der Protonen der vicinalen
Methylengruppe verschoben ist (Abb. 32). In drei verschiedenen, separat isolierten
Fraktionen konnte kein Triplett mit vergleichbarer Verschiebung der Methylengruppe
gefunden werden (obere drei Spektren in Abb. 32). Dagegen weisen die weiteren Protonen-
Signale der Nebenprodukte des Azids 3 bei 2,8 ppm, 2,65 ppm und 2,45 ppm eine geringe
Verschiebung auf, was auf die Erhaltung der chemischen Umgebung dieser
Strukturelemente hindeutet. Die Nebenprodukte wurden nicht detaillierter untersucht, weil

sich aus den diskutierten Spektren ein deutlicher Hinweis zur Abbau-Stelle am Azid ergibt.

COOMe-shits | | fehlendes Triplett fiir CH,N, \

B ‘A P ~ JJJU LJL\_NIKN‘VW\ i [ 11 66.\\-.\0(?
’ fae\,?‘
____, 1 LL __ I ‘l‘\-‘ :I' W .."‘4“.: Gé\)\@@afs | | AL 77
|‘ e‘oe(\q‘
0L Gl | |

| HH
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)k/N O | |
sauberes O-CH, ﬁ 3 £/\g’ >2 ‘ | Produkt 5
A "Ll
n N ’ Edukt 1
i ' 1 L A -‘I 2 \‘—b‘ I

38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16
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Abb. 32: "H-NMR-Vergleich der Nebenprodukte von Azid 2 und 3
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Aus der Literatur ist der Abbau einer Azid-Gruppe mit einem polarisierten Olefin (a, B-
ungesittigter Ester) bekannt. Es bildet sich in einer 1,3-diploren Cycloaddition ein
Triazolin 9 (und ein Regioisomer), welches durch Eliminierung von Stickstoff zum

13- 116 gder eine intramolekulare Umlagerung eingeht

Aziridin 10 abgebaut werden kann !
(siche z. B. 11 in Abb. 33, Reaktionsweg b) (171 Aus diesen so entstehenden,
hochreaktiven Spezies konnen in Anwesenheit von Nukleophilen eine Fiille von
Folgeprodukten entstehen, wodurch der Abbau des Azids 3 mit Acrylsduremethylester

erklarbar ist.

Die Signale im Tieffeld der Methylestergruppen (linke rote Kreise) konnten den Dubletts
der Triazolin-Protonen (9 in Abb. 33) entsprechen, welche bekanntlich hohe
Kopplungskonstanten im Bereich von 10-14 Hz aufweisen ''*). Im grinen Spektrum 3
liegt die Konstante bei 15 Hz und im blauen Spektrum 4 (linkes Dublett) bei 10,2 Hz. Dies
deutet auf die Ausbildung eines Triazolins hin, allerdings konnte kein endgiiltiger
Strukturbeweis erbracht werden. Es sei auch erwihnt, dass kein einfaches Michael-Addukt

(mit erhaltener Azid-Funktion) gefunden wurde.

A0S o M=

N N
o . - N2
N3~ o) N o) -
NH, ~ONH, ,C\N\/\NH2

2 9 O P\ H
b)1,2- und .
1,3- HV la)SNI
0
B e— \OJ\/\”/\/NHz /O\[(AN\/\NHz —_—,
0
11 10

Abb. 33: Mdgliche Abbaureaktionen am Azid durch aktivierte Olefine

Es ist weiterhin bemerkenswert, dass die gezeigten Nebenreaktionen ausschlielich am
Kern und nicht an den Endgruppen der Aste stattfinden. Dies unterdriickt den Einbau von
Defekten im Dendron-Geriist hoherer Generationen und ermdglicht eine leichtere
Abtrennung der Kern-Nebenprodukte. Das reine Wachstum der Generationen gelingt daher
bis zur dritten Generation defektfrei. Fiir hohere Generationen ist die Abtrennung der
Kern-Nebenprodukte jedoch sehr schwierig da eine hohe chemische Ahnlichkeit zwischen

den Nebenprodukten und dem gewiinschten Azido-Dendron besteht.
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Fiir die Unterdriickung dieser Nebenreaktion wurden Versuche zur Optimierung der
Reaktionsdauer, Konzentrationen und  Substratverhiltnisse  durchgefiihrt.  Als
Reaktionsdauer stellte sich eine optimierte Zeit von 21 Stunden heraus. Bei niedrigerer
Konzentration des Azids werden die besten Umsitze erhalten (siche Diagramm 1) und bei
hohem Uberschuss an Acrylsduremethylester findet die Nebenreaktion wie erwartet
hdufiger statt. Es wurde die beste Ausbeute bei einem Stoffmengen-Verhéltnis von 1:4
(Azid 2:Acrylsdureester) erzielt, welches auch das niedrigste getestete Verhiltnis darstellt
(mit z. B. 1:15 wurden nur 12% Ausbeute erreicht).
Diagramm 1: Konzentrationsabhéngige Ausbeute des Azidso-Dendrons 3 (G0,5)

35%
30%
25%
20%
15%
10%
5%
0%

Ausbeute

0,4 0,9 1,4 1,9
Konzentration des Azids in mol/L

Trotz der Optimierung der Reaktionsparameter konnte nicht die in der Literatur
angegebene Ausbeute von 86% *) erreicht werden. Dies konnte zum Einen an der noch
immer zu hohen Menge an eingesetztem Acrylsdureester liegen (es werden 2,5 eq.
vorgeschlagen) oder sich zum Anderen durch den Unterschied der Kerngruppe begriinden
lassen, welche im gezeigten Fall eine Methylengruppe weniger als die Dendrone von Lee
tragt. Durch die kurze Ethylen-Gruppe als Spacer zwischen Azid und Amin kann es zu
einer zusdtzlichen elektronischen Polarisierung des Azids kommen und die Nebenreaktion

wire somit gegeniiber einem Propylen-Spacer (wie von Lee) beglinstigt.

Fiir hohere Generationen konnen dhnliche Reaktionsbedingungen angewendet werden.
Wird mit einem groBeren Uberschuss an Acrylat gearbeitet, dann muss eine verkiirzte
Reaktionszeit eingeplant werden. Die erreichten Ausbeuten fiir G1,5 (5) und G2,5 (7)
liegen bei 40% beziechungsweise 30%. Uber den Trend, dass die Ausbeuten bei G1,5 hoher
als bei GO,5 und G2,5 sind, berichten auch Lee et al, (5] deren Ausbeuten in der halben
Generationsabfolge mit 86%, 91% und 64% berichtet wurden, was in den vorliegenden
Experimenten allerdings nicht erreicht werden konnte. Die Aufreinigung der halbzahligen

Dendron-Generationen erfolgt mit zunehmend polarer Sdulenchromatographie:
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o Azido-G0,5-PAMAM (3), 50% Hexan/EtOAc, Ausbeute: 33% (454 mg)
o Azido-G1,5-PAMAM (5), 17% MeOH/EtOAc, Ausbeute: 40% (264 mg)
e Azido-G2,5-PAMAM (7): 17% MeOH/DCM, Ausbeute 30%. (86 mg)

Die mittels NMR ermittelten Signale (‘H und C) stimmen mit den Literaturwerten von
Lee et al. sehr gut iiberein. Fiir die markante Azido-Methylengruppe ist eine geringe
Tieffeldverschiebung von Generation G0,5 = GI1,5 zu erkennen, wobei die peripheren
Methylester konstante Signale ergeben (s. Abb. 34). Vermutlich polarisiert das erste
ausgebildete Amid in G1,0 die Solventsumgebung und verdndert dadurch die elektronische
Umgebung der Methylengruppe am Azid. Auch die Amid-Protonen in G1,5 verschieben
sich gering zum Tieffeld beim Generationswachstum zu G2,5, was analog erkliart werden
kann. Jedoch gilt zu bedenken, dass Wechselwirkungen (vor allem Wasserstoftbriicken)
zwischen den Amidgruppen der Peripherie ausgebildet werden, was zu einer Aggregation
der Aste fiihrt und die inneren Amid-Protonen beeinflusst. Durch Wasserstoffbriicken

ergibt sich eine zunehmende Verschiebung ins Tieffeld.

Jede halbe Generation zeigt die IR-Aktivitit der Azido-Gruppe (2096 cm™) im
abnehmenden Verhiltnis zur Carbonylschwingung (1730 cm™) mit zunehmender Dendron-

Generationszahl.
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Abb. 34: NMR-Spektren der halben Generationen des Azido-Dendrons
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Gn.0-PAMAM-Dendrone: Amidierung

Die Synthese der ganzzahligen Azido-Dendrone erfolgt iiber exzessive Amidierung mit
einem groBen Uberschuss von Ethylendiamin in konzentrierter methanolischer Lésung. In
diesem Reaktionsschritt konnen signifikante Defekte im Dendron-Geriist auftreten, was
durch einen Uberschuss von mindestens 25 eq. Diamin pro Estergruppe verhindert werden
kann (s. Abb. 35). Der intramolekulare Ringschluss von 12 ist dann statistisch gegeniiber
einem zweiten Angriff von Ethylendiamin benachteiligt und wird unterdriickt. Es kdnnen
auch lange Reaktionszeiten (fiir G3,0 ca. 5 Tage) angewendet werden, da keine

Nebenreaktion beobachtet werden.
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Abb. 35: Defektbildung bei Amidierung

Organische Azide konnen auch als Pseudo-Halogenide angesehen werden '), sodass im
basischen Medium mit polarem, protischen Ldsungsmittel eine nukleophile Substitution
durch ein primires Amin (eingesetztes Ethylendiamin = EDA) stattfinden kann, welche
zum Nebenprodukt 14 fiihrt (siche Abb. 36 rechts). Dies wurde mit den vorliegenden
Analysen nicht beobachtet und ist allerdings auch nur schwer zu detektieren. Im FD-MS
werden die Dendrone wegen guter Chelatisierung von Kationen oftmals als Natrium- oder
Kaliumsalze detektiert. Das im Kern EDA-substituierte G1-Dendron hitte als Natriumsalz
die gleiche Masse wie das Kaliumsalz des idealen Produktes. In der Massenanalyse treten
Signale bei m/z = 314 g/mol (fiir M") und m/z = 354 g/mol auf (Abb. 36 rechts). Das
Auftreten der genannten Salze kann die Substitution als Nebenreaktion nicht vollstindig

ausschlieBen, da dessen Signal mit dem Natriumsalz des Azido-G1,0-PAMAM 4
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iiberlagert. Jedoch kann im FT-IR-Spektrum (Abb. 36) die deutliche Anwesenheit des
Azids durch die asymmetrische Streckschwingung bei 2096 cm™ gezeigt werden [*" (die
symmetrische Streckschwingung fiir aliphatische Azide liegt variabel bei etwa 1260 cm™).
Daraus kann zumindest geschlossen werden, dass die Verunreinigung durch das
kernsubstituierte Nebenprodukt 14 nicht oder nur in geringem Malle vorhanden ist und

somit fast ausschlieBlich das gewlinschte Azid erhalten wurde.

- 100 ideal HNH2
LJ NH

J .

" N3/\/N\/\H’N\/\NH2
; o}
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N3/\’N€/\fN‘/\N i O;/NH
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. , | 2 \/\H/\/ NN NH,
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Abb. 36: (links) IR-Spektrum der Azido-G1,0- und G1,5-Dendrone,

(rechts) gleiche m/z des [Nebenproduktes + Na] und des [Produktes + K]

Eine ganzzahlige Generation Gn.0 muss zur Reinigung von allen Reaktionskomponenten
isoliert werden, was durch azeotrope Entfernung des Uberschusses an Ethylendiamin mit
Toluol:Methanol (= 9:1) moglich ist. Durch NMR-spektroskopische Analyse wird die
vollstindige Umsetzung aller Dendron-Aste sichergestellt (signifikante Defekte wurden
nicht detektiert). Es ist keine Chromatographie ndtig und die Umsetzung gelingt stets in

quantitativer Ausbeute, wie auch in der Literatur berichtet wird.

Die Loslichkeit der Amino-terminierten Dendrone in Dichlormethan nimmt mit steigenden
Generationen G0-G3 ab. Wihrend GO (Kern 2) und G1,0 (4) noch gut in DCM léslich
sind, konnte G2,0 (6) nur begrenzt und G3,0 nicht gelost werden. Fiir die
Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie wurde daher fiir die hoheren Generationen
deuteriertes Methanol verwendet, wobei G1,0 und G2,0 auch gute Spektren in CDCl;

lieferten.
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Insgesamt birgt die Synthese der Azido-Dendrone einige Nachteile: Die Verfiigbarkeit und
Reinheit hoherer Generationen ist wegen der schlechten Ausbeute durch die besprochenen
Nebenreaktionen am Kern eingeschriankt. Mit zunehmender Dendron-Generation wird die
Abtrennung der Nebenprodukte (Nebenreaktion am Kern) schwieriger, da sich die Geriiste
chemisch sehr dhnlich sind. Der hydrodynamische Radius und die Polaritdt von Produkt
und Nebenprodukten sind fast identisch und lassen keine gute Auftrennung durch
Chromatographie mehr zu. Dies motiviert zu einer Anderung des Synthese-Plans. Es
wurde daher der Weg zu neuen Dendronen gesucht, welche in besseren Ausbeuten und

hoherer Reinheit zugédnglich sind.

Durch das gezeigte Baukasten-Prinzip (vgl. Kap. 2) lassen sich strukturelle Anderungen in
der Architektur vornehmen, ohne dass das Gesamtkonzept der Peptid-Dendronisierung
signifikant verdndert werden muss. Um die Nebenreaktion an der Azido-Gruppe wéhrend
der Michael-Addition mit Acrylsduremethylester zu unterdriicken, muss entweder eine
andere Funktionalitdt im Kern gewéhlt werden (Austausch des Azids) oder das Dendron-
Geriist verdandert werden, damit kein Michael-System fiir die dipolare Cycloaddition mit
dem fokalen Azid zur Verfiigung steht. Dieser Ansatz wird im folgenden Abschnitt

erlautert.
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3.1.2 Ethinyl-PAMAM- und hybrides Azido-PAMAM-Lysin-Dendron

Um die Syntheseprobleme des Azido-PAMAM-Dendrons zu beheben, miissen die in Abb.
33 gezeigten Nebenreaktionen verhindert werden. Auf der einen Seite kommt daher der
simple Austausch der Azido-Gruppe gegen eine andere reaktive Funktionalitit in Frage.
Andererseits kann auch das Dendron-Gertist verdndert werden, sodass die Azido-Gruppe
erhalten bleibt, aber nicht mit den ,,Geriist-Monomeren® in Reaktion tritt. Es muss also
nach einer orthogonalen Chemie zwischen Kern und Dendron-Endgruppen gesucht
werden, welche trotzdem noch die Anspriiche an das biohybride System erfiillt und die

Verkniipfung des Dendrons mit dem Somatostatin-Peptid ermdoglicht.

Kern-Funktion Geriist

o~

neue DJ\L JA) neues
N
¢

NHz
< )
— —NHNH,
— / Ny— H  NH,

o
Ethiny-PAMAM N,-PAMAM-(L-Lysin), M

Abb. 37: Behebung der Nachteile am Azido-PAMAM-Dendron

Austausch des Kerns: Ethinyl-PAMAM

Als neue Funktion im Kern wird eine Ethinyl-Gruppe gewdhlt (Abb. 37). Propargylamin
15 (s. Abb. 39) ist kommerziell erhiltlich und kann fiir den Aufbau des Dendrons direkt
eingesetzt werden. Die Synthese ist bis zur Generation G3,5 literaturbekannt °%. Terminale
Acetylene haben in jlingerer Zeit viel Aufsehen durch ihren Einsatz in neuen
metallkatalysierten Reaktionen erregt. Durch den Ethinyl-Kern kénnen flexibel mehrere
Synthesewege eingeschlagen werden, welche in Abb. 38 schematisch dargestellt sind. Die
einfache Umkehrung des bisherigen Syntheseplans ist mdglich, da fiir die Click-Reaktion
das erforderliche Azid auch an dem Peptid-Linker eingefiihrt werden konnte (s. Abb. 38,
mittlere Reaktion). Daneben ist mit der Ethinyl-Funktion auch eine Kreuz-Kupplung nach

[121]

Sonogashira-Hagihara moglich,  wodurch  sich  weitere,  attraktive
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Funktionalisierungsmoglichkeiten mit aromatischen Iodid-Substituenten am Peptid

eroffnen (siehe dazu auch Kap 3.2).

' Jicﬁ'ckji /
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Ethinyl-Kem

Abb. 38: Neuer Syntheseplan mit Ethinyl-Kern

Die Synthese lehnt sich genau an die des Azido-PAMAM-Dendrons aus Kap 3.1.1 an und
wird unter dhnlichen Bedingungen durchgefiihrt. Da der Ethinyl-Kern keine Reaktion mit
Michael-Systemen eingeht, kann der Acrylsiuremethylester im groBen Uberschuss
eingesetzt und lange Reaktionszeiten angewendet werden. Dies sollte insgesamt zu
hoheren Ausbeuten fithren und eine vollstindige Michael-Addition an den priméren Amin-

Endgruppen ermoglichen.

Fir die Umsetzung des Kerns 15 zum Ethinyl-G0,5-PAMAM 16 wurden sechs
Equivalente Acrylsduremethylester eingesetzt, jedoch keine lange Reaktionszeit (nur 20
Stunden) eingehalten. Dies fiihrte zu einer unvollstindigen Umsetzung und einer Ausbeute
von ca. 26%. Durch Chromatographie konnte jedoch das einfach substituierte Produkt
isoliert werden, was ca. 64mol% des eingesetzten Kerns entsprach. Somit wird
nachgewiesen, dass die schlechte Ausbeute auf keine Nebenreaktion, sondern auf
unvollstindige Substitution zuriickzufiihren ist. Dies zeigte sich auch in den hoéheren
Generationen. Die Reaktion wurde nicht optimiert, da geniigend GO,5-Produkt erhalten
wurde. Fiir die Michael-Addition zu G1,5 und G2,5 wurden 68% bzw. 57% Ausbeute
erreicht, was im Vergleich zum Azido-Kern in etwa eine Verdopplung darstellt. Auch hier
erfolgte keine weitere Reaktionsoptimierung und es wurde lediglich demonstriert, dass

hohere Ausbeuten bei unterschiedlichen Kernbausteinen erzielt werden konnen.



Seite |52 2BERGEBNISSE UND DISKUSSION

NH; NH,
HN._O HN._O
HoN NH, \E ‘E
1 J 0 P
NH  HN HN SNy~ 1 I N
OJ\L ﬁo 0 NH HN 0
NH o 0
i) (26%) 2 i) (68%) N i) (57%) N NH,
[ ii) (quant.) ii) (quant.) ii) (quant.)
D L L ik AP —_ O _NH _— > o NHH o NHH
N R X ; N i \\\,g PN W N
\/N\/\n/N\/\NH2 \\/N\/\n/N\/\N/\)LH/\/NHE \/\g ~ N H/\’ \/\g \/\NHQ
0 e}
0P NH
15 16 17 18 NN,
Ethinyl-G1,0-PAMAM Ethinyl-G2,0-PAMAM  NH2 Ethinyl-G3,0-PAMAM  ©. O
INH
i) Acrylsauremethylester / MeOH; ii) Ethylendiamin / MeOH HeN

Abb. 39: Synthese der Ethinyl-PAMAM-Dendrone, G1-G3

Die erhaltenen Ethinyl-Dendrone wurden mittels IR-, NMR-Spektroskopie, FD-MS und

% iiberein

MALDI-TOF-MS charakterisiert. Die Signale stimmen mit denen der Literatur !
und die Anwesenheit der Ethinylgruppe kann deutlich durch die Hochfeldverschiebung des
terminalen Acetylen-Protons sichtbar gemacht werden. Das Signal spaltet als Triplett mit
einer geringen 4J-Kopplung von 2,2 Hz zu den Methylenproton auf. Die dem Acetylen
vicinale Methylengruppe weist die gleiche *J-Kopplungskonstante auf und zeigt ein
Dublett bei 3,4 ppm (s. Abb. 40). Einen dhnlichen Polarisations-Effekt wie bei den Azido-
Dendronen 3, 5 und 7 zeigen die geringen Tieffeldverschiebungen der Kern-Protonen beim
Ubergang von GO0,5 zu Gl1,5. Dies koénnte durch die Polarisierung der
Losungsmittelumgebung durch die in G1,5 neu-ausgebildeten Amid-Bindungen erklart
werden. Aggregation und Wasserstoff-Briickenbildung der einzelnen Dendrimer-Zweige

von 2,5 zeigt die unterschiedlichen Verschiebungen der Amid-Protonen von innerer und

auBerer Schale des Dendrons (Abb. 40).

In den Massenspektren konnten die ganzzahligen Generationen nicht nachgewiesen
werden, da die polaren Aminogruppen keine Detektion mittels FD-MS und MALDI-TOF-
MS ermoglichten. Die halbzahligen Generationen G1,5 und G2,5 sind nachweisbar und
aggregieren mit Natrium- und/oder Kalium-Salzen, welche auch mit einer Peak-Differenz

von 23 g/mol bzw. 39 g/mol sichtbar sind (Abb. 41).

Die gewlinschte Erhohung der Ausbeuten der Ethinyl-Dendrone konnte weitgehend erzielt

[50]

werden (Tab. 1), jedoch wurden nicht die Literaturwerte von nahezu vollstidndiger

Umsetzung erreicht. Es konnte aber anhand des Ethinyl-G0,5-Dendrons gezeigt werden,
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dass keine Nebenreaktion am Kern mit
Tab. 1: Ausbeuten der halbzahligen Dendrone
Methylacrylat stattfindet, da 26% des
: : Generation  Azido Ethinyl
zweifachen Michael-Adduktes *und 64% des y
einfachen Michael-Adduktes isoliert wurden, GO0,5 33% 26%0*
ohne dass Abbauprodukte am Azid auftreten. GL5 40% 68%
Die vollstindige Umsetzung wurde wegen G2,5 30% 57%
der zu kurz gewihlten Reaktionszeit nicht
erreicht.
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Abb. 40: *H-NMR-Spektren der halbzahligen Ethinyl-Dendrone
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Abb. 41: Massenspektren der Ethinyl-Dendrone G1,5 und G2,5
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Austausch des Gerustes: Lysin-basierte Dendrone

Um die Azido-Funktion fiir die Click-Reaktion am Dendron zu erhalten <|3|
kann das Geriist gedndert werden, damit das reaktive Azid chemisch HzN///,,,,CH/C\OH
orthogonal zum Dendron-Aufbau ist. Fiir die Vergleichbarkeit zum (|:H2
PAMAM-Dendron und um die biologische Vertraglichkeit der gewahlten (|:H2
Bausteine zu gewéhrleisten, wird die natiirliche Aminoséure L-Lysin als (|;H2
Geriistbaustein gewéhlt. Dieser C6-Baustein trigt ein priméres ,,e-Amin® <|:H2
in der Seitenkette. Nach der Systematik von Denkewalter ef al. knnen hlle
L-Lysin

durch den Einsatz von Schutzgruppen Dendrimere auf L-Lysin-Basis
aufgebaut werden '), Ebenso wurde von Fréchet et al. gezeigt, dass gemischte Dendrimer-
Geriiste Lysin-Einheiten enthalten konnen, welche durch einfache Peptid-Chemie
eingefiihrt werden '®!. Das erhaltene Dendron ist analog zum PAMAM-Geriist polarer
Natur und als ein Polyamid anzusehen. Lysin kann als ,,intrinsische Verzweigungseinheit
angesehen werden, da es drei funktionelle Gruppen tragt bereits eine Verzweigung am a-C

mitbringt.

O 2 TFA:DCM H 0
Ny ~N Ny~ N N~ 5 F3C4O_
lj\ TEA, DCM quant
O” "NH
O” "NH 79% O“>NH
H NHBoc N’HB
NH HN
2 \BH\/\/\ NHBoc HN \n)\/\/\ N Ha
(¢]
Azido-G1,0-PAMAM Azido-G1.0-PAMAM-(Lys(Boc),), Azido-G1.0-PAMAM-(Lys),TFA Salz
4 23 24

Abb. 42: Syntheseschema des Lysin-basierten Dendrons

Der Autbau hoherer Generationen an Azido-PAMAM-Dendronen ist durch die Michael-
Addition mit Nebenreaktion am Azid-Kern gehindert. Ausgehend von Azido-G1,0-
PAMAM-(NH,), 4 kann aber eine Amidkupplung mit dem aktivierten, e-geschiitzten
Lysin 22 vorgenommen werden (s. Abb. 42). Mit der ortho-Nitrophenyl-Gruppe steht ein
Aktivester zur Verfligung, so dass kein Kopplungsreagenz eingesetzt werden muss. Die
Aufreinigung erfolgt einzig durch Auswaschen der unreagierten Verbindungen und des o-
Nitrophenols. Hierzu wird zunéchst das iiberschiissige Lysin 22 mit N,N-Dimethyl-
diaminoethan versetzt, welches in einer Amidkopplung zum tertidren Amin-Lysin-Addukt

reagiert und somit sauer ausgewaschen werden kann. Das Boc-geschiitzte Dendron 23 wird
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dagegen in der organischen Phase gehalten und kann isoliert werden. Es konnten gute
Ausbeuten von 72% des isolierten Dendrons 23 erzielt werden. Die nachfolgende
Entfernung der Boc-Schutzgruppen mit TFA verlduft quantitativ und es wird ein in Wasser

und in Methanol 16slicher Feststoff erhalten (als TFA-Salz 24).

Die Charakterisierung erfolgte durch NMR-Spektroskopie und MALDI-TOF-
Massenspektrometrie. Das MALDI-Massenspektrum zeigt zusitzlich Abbauprodukte der
Boc-Gruppe, die wihrend der Ionisation entstehen. Die Boc-Schutzgruppe baut sich im
MALDI mit einer Massendifferenz von ca. 88 g/mol ab und trigt dazu noch die Kalium-
(39 g/mol) und Natrium- (23 g/mol) Ionen (s. Abb. 42). Das NMR-Spektrum zeigt die

Anwesenheit der Boc-Schutzgruppen und der Azido-Funktion (anhand der vicinalen

Methylenprotonen).
o) |\/|+
HNJK/\/\,NHBOC
I:IHBOC 9712
Og NH '
0] .j -88: Boc-Abbau
NN MW: 9712 g/mol < 2 "
23 z
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(o]
b4 +K
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Abb. 43: MALDI-TOF-MS des Lysin-Dendrons 23 mit Boc-Abbau

Die erhaltene Dendron-Struktur kann nach Entfernung der Boc-Schutzgruppen fiir den
Aufbau hoherer Generationen genutzt werden. An dieser Stelle sollte allerdings nur
dargestellt werden, dass Azido-Dendrone mit verschiedenen Geriisten in guten Ausbeuten

hergestellt werden konnen, ohne dass die sensitive Azid-Gruppe Nebenreaktionen eingeht.

Fir die weitere Arbeit wurden jedoch die bekannten Azido-PAMAM- und Ethinyl-
PAMAM-Strukturen verwendet, um PAMAM-dendronisiertes Somatostatin zu erzielen.
Allerdings soll noch einmal darauf hingewiesen werden, dass sich Lysin-basierte
Dendrimere fiir einen analogen Dendrimer-Aufbau eignen und sich zusétzlich durch die
unterschiedliche Reaktivitit der Amine oder Schutzgruppenchemie Dendrone mit zwei

unterschiedlichen Funktionseinheiten darstellen lassen.
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3.2 Linkersynthesen

Nach dem beschriebenen Aufbau der Dendrone muss an deren reaktiven Kern ein
spezifischer Linker fiir die Peptidfunktionalisierung gekniipft werden. In Kapitel 1.2.2
wurde die hochspezifische Funktionalisierung von Disulfid-Briicken vorgestellt. Mit einem
Linker der allgemeinen Struktur 25 kénnen reduzierte Disulfid-Briicken kovalent verbriickt
werden, sodass sich Linker 25 zwischen die Schwefelatome ,,einschiebt®. Der Additions-
Eliminierungs-Mechanismus ist in der Einleitung dieser Arbeit (1.2.2) ausfiihrlich

diskutiert.

Bisher wurde eine Reihe von Derivaten der Struktur 25 hergestellt. Der Rest R ist vielseitig
variierbar und kann sogar kiirzere Poly(ethylenglycol)-ketten tragen ©® *7). Mit diesen
modifizierten Strukturen konnen beliebige Funktionalititen an Peptiden und Proteinen
eingefithrt werden, welche Farbstoffe, ATRP-Initiatoren und weitere Makromolekiile

(111112 “Bisher wurde jedoch noch nicht die Anheftung eines Dendrimers oder

umfassen
Dendrons in der Literatur gezeigt. Fiir die synthetisierten Azido- und Ethinyl-Dendrone
musste der richtige Linker fiir die Syntheseplanung gewéhlt werden, damit eine
orthogonale Chemie zum Dendron-Aufbau moglich ist. In Abb. 44 sind einige Derivate des
Interkalators gezeigt. Fiir die vorhandenen Ethinyl- und Azido-Dendrone eignet sich

besonders der lod-Monosulfon-Linker 28 beziehungsweise der Ethinyl-Linker 29.

Die Sonogashira-Kreuzkopplung soll mit dem aromatischen Iod-Linker und dem Ethinyl-
Dendron gezeigt werden. Es ist bekannt, dass die Palladium-katalysierten C-C-Kupplungen
eine Reihe von funktionellen Gruppen tolerieren und auch grof3e Ethinyl-Bausteine reaktiv
genug sind. Die synthetisierten Azido-Dendrone sollen in einer Click-Reaktion mit dem

Ethinyl-Linker 29 gekoppelt werden.

o] 0 (o}
R% R=—< 2 — 27
Cl OH
,S—< >—
0" b O
— 28 = 2
Disulfid-Interkalator 25 ! o

Sonogashira “click”

Abb. 44: Derivate des Disulfid-Interkalators
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Die Synthese der Interkalatoren 28 und 29 folgte nach einer Vorschrift von Anne Pfisterer
(Weil, Miillen et al) " 2], Die Synthese wurde am MPI-P Mainz entwickelt und war
zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch nicht 6ffentlich publiziert, wurde jedoch

trotzdem als Bestandteil der vorliegenden Arbeit genutzt und optimiert.

3.2.1 lod-monosulfon-Linker

ST

vy MO ®
ot foats @ ngfj

30 48% | )

KO‘BU oxone
THF 90%
73%
TBAF oxone
47% 91% TIPS- Acetylen
4 Cusly, PACIx(PPhg)s,

TIPS TIPS TEA
(quant.)

Abb. 45: Syntheseschema des lod-Monosulfons 28 und Ethinyl-Monosulfons 29

Das Iod-Monosulfon kann in vier Syntheseschritten aus Iod-Acetophenon 30 hergestellt
werden. Nach Umsetzung von 30 in einer Mannich-Reaktion kann das entstehende Salz 31
durch erneute Mannichreaktion und in situ Eliminierung von Piperidin ein reaktives
Michael-System ausbilden. Die Addition von 4-Methyl-thiophenol fiihrt zum lod-bissulfid
32. Diese wichtige Zwischenstufe ermoglicht ebenfalls den Zugang zum Ethinyl-
substituierten Linker. Fiir die Iod-Endstufe wird mit Kaliumperoxosulfat (,,oxone®*) mild
zum Jod-bissulfon 33 oxidiert. Die letzte Stufe ist wegen der Basenlabilitit des lods mit
groBBer Sorgfalt durchzufiihren, da das extrem basische Kalium-zert.-butanolat nicht in zu
hohen Konzentrationen eingesetzt werden darf. Dies fiihrt sonst zum Abbau der lod-
Funktion. In kleinen, niederkonzentrierten Portionen zugegeben reagiert es allerdings zur
Eliminierung einer Sulfinsdure und damit zum lod-Monosulfon 28 mit aktivem Michael-

System.
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3.2.2 Ethinyl-monosulfon-Linker
Ausgehend von der wichtigen Zwischenstufe Iod-bissulfid 32 gelingt durch Sonogashira-
Hagihara-Kreuzkupplung die Einfiihrung der TIPS-Acetylen-Gruppe. Diese Reaktion
verlauft mit ausgezeichneter Ausbeute, was an der hohen Reaktivitit des aromatischen Iods
und des kleinen Acetylen-Bausteins liegt. Bei niedermolekularen Acetylenen ist eine gute
Komplexierung des Kupfers an das acide Alkin moglich; weiterhin erfolgt eine rasche und
ungehinderte reduktive Eliminierung am Palladium-Zentrum, was gute Ausbeuten und
kurze Reaktionszeiten ermdglicht. Die Oxidation zum TIPS-Ethinyl-bissulfon 35 gelingt
unter milden Bedingungen wie beim lod-Derivat in sehr guten Ausbeuten. Es ist wiederum
der letzte Reaktionsschritt, welcher mit dem sehr basischen Fluorid zu niedrigen
Ausbeuten fiihrt. Die Entfernung der TIPS-Schutzgruppe verlduft gleichzeitig mit der

Eliminierung einer Sulfanilsdure ab und fiihrt so direkt zum Ethinyl-monosulfon 29.

Die Charakterisierung beider Endstufen fand mittels NMR-Spektroskopie und FD-MS
statt. Die erhaltenen Daten stimmen mit denen von A. Pfisterer ' "' iiberein. In Abb. 46
sind die "H-NMR-Spektren der Endstufen des Iod-Linkers 28 und des Ethinyl-Linkers 29
gezeigt. Man erkennt die Anwesenheit des Olefins an den stark aufgespaltenen Protonen e
und f. Die Methylengruppe (Hg) neben dem Sulfon und die aromatische Methylgruppe
(Ha) ergeben jeweils ein Singulett. Das Acetylen-Proton zeigt eine charakteristische
Verschiebung von 3,21 ppm ebenfalls als Singulett. Die aromatischen Protonensignale

konnen durch COSY-NMR-Technik eindeutig zugeordnet werden (hier nicht erldutert).

29 Hy \He He  He
H— ( SO CHs . hex
b.c.g.h e+f "o dHD a
HCC wo N

i_“ UI ] L. \{\LL' ,

b,c,g,h e+f

T

20 5 0 65 60 55 50 45 40 35 0 25 20 15
11 (ppen)

Abb. 46: "H-NMR-Spektren der lod- und Ethinyl-Linker
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Fiir die Empfindlichkeit der stark-basischen Umsetzung (s. Abb. 45) zu den Endstufen des
Monosulfons 28 und 29 wird (neben der labilen Iod-Bindung in 28) eine Deprotonierung
der Methylengruppe (vicinal zum Sulfon) vermutet. Sulfon-Gruppen gelten als Carbonyl-
Analoga und besitzen daher saure Protonen in direkter Nachbarschaft. Das Monosulfon 25
hat zwei konjugierte Systeme, die nur durch die Methylengruppe mit einem sp’-Zentrum
getrennt sind. Eine Deprotonierung wiirde zu einem kreuz-konjugierten m-System (25a)
fiihren, welches vielleicht zu Nebenreaktionen neigt und den Abbau des Monosulfons
fordert (Abb. 47). Da die beschriebenen Verunreinigungen an beiden Monosulfonen (28
und 29) beobachtet werden, kann davon ausgegangen werden, dass es sich tatsdchlich um
eine thermodynamische Unstabilitdt in der direkten Umgebung der Sulfongruppe oder des

Michaels-System handelt.

BH
25 Y 25a Y

o o o
—_— -
7\
0’0

Abb. 47: Vermuteter Abbau der Monosulfone 28 und 29 im stark-basischen Medium
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3.3 Dendritische Interkalatoren G1-G3

Die hergestellten Ethinyl- und Azido-PAMAM-Dendrone kdonnen mit nun an den Peptid-
Linker 25 gekuppelt werden. Fiir das Ethinyl-Dendron wird eine metallkatalysierte

Sonogashira-Hagihara-Kreuzkupplung !

eingesetzt, die eine C-C-Kniipfung mit Erhalt
der Dreifachbindung darstellt. Die Azido-Dendrone werden durch kupferkatalysierte 1,3-
dipolare Cycloaddition (,,Click-Reaktion®) '**! mit dem Ethinyl-Linker 29 umgesetzt und
bilden aromatische Triazole als Briickenglied aus. Es soll von jeder Generation G1-G3 der
PAMAM-Dendrone mindestens ein Derivat (Triazol- oder Acetylen-iiberbriickt)
synthetisiert werden. Die gebildeten Dendron-Linker-Konjugate ermdglichen dann fiir die

Verbriickung der Disulfidbriicke des Somatostatin-Peptids und konnen auch als

dendritische ,,Makro-Interkalatoren* verstanden werden.

A) Cuyl,
* 0 PdCL,(PPh,), ;
TEA
G1 ‘Gz_/ G3N— —©_§—\ D —> Gl ‘GZ/GS\
\ p O/,S\\O s " X
28 onogasnira O//S\EQ_
B)

* - 0 CuS0, .‘
G1 Lez_/ e3—N = Na ascorbat -
\ o ’ o e o
A % 61,62 G3%—N _
\
2 “click”
o”s\‘oc

Abb. 48: Dendron-Liner-Konjugation via A) Sonogashira-Kupplung B) Huisgen-Cycloaddition

3.3.1 1,3-Dipolare Cycloaddition

Fir die kupferkatalysierte Click-Reaktion (Alkin-Azid-Cycloaddition) wurde eine
standardisierte Methode mit der in sifu Bildung von Cu(l) aus CuSO4 versucht. Diese
Bedingungen wurden auch in der Literatur verwendet, um halbzahlige Generationen
(Methylester-Schale) der entsprechenden Azido-PAMAM-Dendrone an niedermolekulare

45, 46

Acetylene zu kniipfen ], In dieser Arbeit sollen jedoch die ganzzahligen Dendrone

eingesetzt werden, da die peripheren Aminogruppen fiir Wasserldslichkeit sorgen.
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Abb. 49: Getestete Bedingungen fir die Click-Reaktion des Linkers mit dem G1,0-Dendron

Es wurden mehrere Ansitze mit dem Azido-G1,0-Dendron-(NH;), 4 und dem Ethinyl-
Linker 29 getestet (s. Abb. 49). Dazu wurde 29 mit CuSO, versetzt und durch Zugabe von
Natriumascorbat wurde in situ ein Kupfer(I)-lon erzeugt, was die Bindung mit dem
terminalen Acetylen eingeht. Die bekannten Farbumschlidge von blau nach griin fanden
hierbei statt und zeigten die Aktivitit des Cu(I)-lons. Nach Zugabe des Dendrons 4 triibte
sich die Losung und wurde gelblich. Schon nach 10 Minuten konnte man einen gelben
Feststoff isolieren, welcher unldslich in DMF, DMSO, DCM, Wasser, THF und Hexan
war. Ein IR-Spektrum des Feststoffes zeigte keine Azido-Bande bei 2095 cm™. Dies lasst
auf eine Reaktion am Azid schlieen. Weitere Charakterisierungen waren nicht erfolgreich.
Es wurde vermutet, dass nicht das gewlinschte Produkt gebildet wurde, da gute Loslichkeit
durch Vorhandensein des Dendrons gegeben sein sollte. Vielmehr konnte sich durch die
Mehrzéhnigkeit des Dendrons 4 ein stabiler Kupferkomplex gebildet haben. Die hohe
Affinitdt von Aminen zu Kupfer-lonen ist bekannt. Dazu stehen am Dendron drei Amin-
Funktionen mit freien Elektronenpaaren zur Verfligung, welche einen Chelat-Komplex
bilden konnten. Die bevorzugte Koordinationszahl sechs wiirde bei zwei Dendronen pro

Kupfer-Ion eingehalten werden.

Die Reaktionsfiihrung ohne Kupferkatalysator war ebenso nicht erfolgreich. Durch
Diinnschichtchromatographie (DC) konnte auch nach 24 Stunden kaum ein Umsatz
festgestellt werden; das UV-aktive Produkt wurde nur durch einen sehr schwachen Spot
auf der DC detektiert. Im Vergleich zu den hohen Umsétzen zu Produkt 39 ist die Intensitét

des Produkts aus der kupferfreien Reaktion als sehr gering zu bezeichnen.

Fiir eine Unterdriickung der vermuteten Komplexbildung miissen zunéchst die freien
Amine der ganzzahligen Dendron-Generationen mit Schutzgruppenfunktionen versehen

werden. Die Einfiihrung der Boc-Schutzgruppe gelingt hier in guten Ausbeuten und konnte
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bisher fiir die Generationen 1,0 und 2,0 mit einer Sdulen-Chromatographie als
Reinigungsschritt angewendet werden. Lediglich bei G3,0 treten Probleme bei der
Chromatographie auf. Die Synthese der dritten Generation wurde dann auf der Ethinyl-

Dendron-Route durch Sonogashira-Kupplung versucht, was spiter in diesem Kapitel

diskutiert wird.
HNH2 NHBoc
Og NH Oy NH
j H Boc,0, j H
N DCM N N
N N~ , Ny ~"NHBoc
° \/\g NH2 MeOH, TEA ’ V\g
rt, 3h G1.0-Azido-PAMAM-Boc,
4 77% 36
HZN\L J,NHQ BocHN\L J/NHBoc
NH HN NH HN
O4\L (0] Oéi (0]
N Boc,O, DCM, N
H MeOH, TEA H
OsNH rt, 3h Oy NH
j ’ 0 54% j H 0
Na/\/N\/\IfN\/\N/\)LH/\/NHz after column Ns/\,N\/\n,N\/\N/\)LH/\,NHBoc
O O
O”"NH O ™NH
-Azido- G2.0-Azido-PAMAM-Boc
G2.0-Azido-PAMAM 4 ViBoc
6 37
analog: Boc,0, DCM,
MeOH, TEA . L
N3-G3.0-PAMAM . N3-G3.0-PAMAM-Bocg (nicht isoliert)
' 38

Abb. 50: Einfuhrung der Boc-Schutzgruppen an den Dendronen G1 bis G3

Nach gelungener Einfiihrung der Schutzgruppen konnte die Click-Reaktion unter milden
Bedingungen durchgefiihrt werden. Es wurde eine neuere Variante des Kupfer-
Katalysators verwendet, welche verbesserte Loslichkeit in organischen Losungsmitteln hat
und direkt Kupfer(I) zur Verfiigung stellt, ohne es erst in situ erzeugen zu miissen >,
Zundchst wurden alle Komponenten aufler dem Kupfer-Katalysator zur Reaktion gebracht.
Durch DC-Kontrolle der katalysatorfreien Lésung konnte nach 20 Stunden nur ein
minimaler Umsatz festgestellt werden. Nach Zugabe von 3mol% Cu(MeCNg)PFs und
2,6-Lutidin als Ligand konnte innerhalb von zwei Stunden fast vollstindiger Umsatz
beobachtet werden. Nach einem Chromatographie-Schritt und der einfachen Entfernung

der Schutzgruppen mittels TFA/DCM=1:1 konnte eine Ausbeute von 88% mit G1.0 (41)
und 56% mit G2.0 (42) erreicht werden.
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Abb. 51: Click-Reaktion zwischen Linker und Dendron

Bei der Reinigung der Linker-Dendron-Konjugate 39 und 40 kann Sdulenchromatographie
mit Silka-Gel angewendet werden. Durch Zugabe einer kleinen Menge von EDTA auf die
Silika-bepackte Sdule kann das Kupfer (als freies Salz oder Komplex, Cu(I) oder Cu(Il))
mit einem sehr geringen Re-Wert zuriickgehalten werden. Das Click-Produkt 39 konnte
durch MALDI-TOF-MS, FD-MS, hochaufgeldstes ESI-MS, 'H-NMR, C-NMR und FT-
IR-Spektroskopie charakterisiert werden. Das Verschwinden der Azid-Bande im IR-
Spektrum korreliert mit dem Verlauf der Click-Reaktion zum aromatischen Triazol. Auch
im NMR kann das tieffeldverschobene Protonensignal des aromatischen Triazols detektiert

werden (s. Abb. 52).

H
S; NN AN NHBoo
50 o \/\g

=

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
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Abb. 52: NMR-shift des Acetylen-H zum aromatischen Triazol-H
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Abb. 54: MALDI-TOF-Massenspektrum des G2 dendritischen Interkalators 40 mit Boc-Gruppen
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3.3.2 Der Sonogashira-Ansatz

Als Weiterentwicklung der Stephens-Castro-Kupplung wurde im Jahr 1975 die
palladiumkatalysierte Variante als Sonogashira-Kupplung vorgestellt ',

Die Ethinyl-Dendrone 16, 17 und 18 sollen

als Alkin-Komponente mit dem lod- , ., @ PhaP —Pd—PPli

Interkalator 28 gekuppelt werden. Dazu ist

zundchst ein mechanistisches Verstdndnis
R R
des Reaktionsablaufes notwendig, um die p e py—ppn, PheP —Pd—PPhs
I

|
richtigen Bedingungen fiir die Dendron- PhsP !

Kupplung wéhlen zu konnen. In einem f
. o Phsp —Pd PPhg
ersten katalytischen Schritt bildet das Cu(I)

einen side-on-Komplex (E) und spiter einen

Rl
end-on-Komplex (F, in Abb. 55). Das /—\
Acetylen wird dann auf den aktiven Pd- cd i® R == cu
Komplex iibertragen, mit der Triebkraft der H

. . R —é——H Eth.lﬁ

Bildung von Cul. Es folgt die cis-Anordnung
(C>D) des  Acetylens und  des » e

cut EtsN
Kopplungspartners (R). Diese Umordnung R———H

am Palladium ist sterisch sehr anspruchsvoll

. Abb. 55: Mechanismus der Sonogashira-Kupplung
und wird durch groBBe Reste R‘ erschwert.
Dies ist der Grund fiir eine schlechte Kinetik mit sterischen Kopplungsreagenzien, welche
sich nur trage in cis-Konformation anordnen konnen. Die reduktive Eliminierung (D>A)
kann ausschlieBlich in cis-Stellung unter Ausbildung der C-C-Bindung erfolgen. Durch
den groBen Tolman-Kegelwinkel der Triphenylphosphin-Liganden wird die Eliminierung

beschleunigt, besonders bei groflen Resten R und R.

Werden die Ethinyl-Dendrone als Acetylen-Komponente in der Sonogashira-Reaktion
eingesetzt, so liegt mit steigender Dendron-Generation ein sterisch-anspruchsvollerer Rest
R* vor. Fiir G3,0 ist daher mit schlechten Ausbeuten zu rechnen, da der Mechanismus im

Schritt C>D trige ablauft, allerdings schnell reduktiv eliminiert wird (D> A).

Werden die amino-terminierten Ethinyl-Dendrone-(NH;)« als Acetylen-Komponente in
der Sonogashira-Reaktion eingesetzt, kann wegen der freien Amine wahrscheinlich eine

dhnliche Nebenreaktion wie bei der Click-Reaktion mit CuSO4 ablaufen (siche Abb. 49).
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Das Dendron bildet vermutlich mit den freien Aminen einen stabilen Kupfer-Komplex und
fallt als Niederschlag aus. Um dies zu verhindern werden auch die Ethinyl-Dendrone 16-18
vor der kupferhaltigen Kupplung mit Boc-Schutzgruppen versehen. Die Umsetzung mit
Boc-Anhydrid erfolgt in guten Ausbeuten. Jedoch ist eine chromatographische Reinigung
der G1,0- und G2,0-Dendrone(Boc)y ndtig um {iiberschiissiges Boc,O zu entfernen. Dies
kann bei G1,0 und G2,0 nicht durch basisches Auswaschen durchgefiihrt werden, da die
Dendrone zu polar sind und die organische Phase verlassen konnten. Da das G3,0-
Dendron(Boc)g geniigend unpolare Schutzgruppen in der Peripherie trigt, wurde das
Auswaschen des Boc,O bei der Reaktion zum Ethinyl-G3,0-PAMAM-(Boc)s versucht und
gelang mit gutem Erfolg.

- Ethinyl-G1,0-PAMAM-Boc, (43): 123 mg (72%, nach Chromatographie)
- Ethinyl-G2,0-PAMAM-Boc, (44): 216 mg (50%, nach Chromatographie)
- Ethinyl-G3,0-PAMAM-Bocs (45): 170 mg (nahezu quant. durch Auswaschen).

Die erhaltenen Dendrone sind gut 16slich in Methanol, Dichlormethan und N,N-
Dimethylformamid, jedoch schlecht 16slich in Wasser und Acetonitril. Die
Charakterisierung erfolgte durch NMR- und Massenspektroskopie. Die NMR-Daten zeigen
die Anwesenheit der Boc-Schutzgruppen mit einem intensiven Singulett bei 1,40 ppm. Die
Verhiltnisse der Integrale passen fiir jedes Dendron im Rahmen des Fehlers gut mit der
Theorie iiberein. Das MALDI-TOF-Spektrum (Abb. 56) zeigt das Produkt-Signal bei
2454 g/mol und eine exponentiell-abfallende Signalfolge mit durchschnittlich 88 g/mol
Differenz zueinander. Zunédchst konnen darin Defekte des Dendron-Geriistes vermutet
werden. Jedoch entsprechen die Differenzen nicht einer unvollstindigen Boc-Schiitzung.
Der Abbau oder das Fehlen von ein bis acht Boc-Schutzgruppen wiirde jeweils einen
Unterschied von 100,1 g/mol ergeben (sieche rechts in Abb. 56). Der exponentielle Verlauf
deutet auf eine Fragmentierung wéihrend der MALDI-TOF-Messung hin. Es wurde eine
saure Matrix (Sinapinsdure) verwendet, welche die Laser-induzierte Fragmentierung der
Boc-Schutzgruppen herbeifiihrt. Bei Beschuss mit geringerer Laserleistung konnte
abnehmende Fragmentierung im Verhéltnis zum Produktsignal beobachtet werden. Dieses
Phanomen wurde bei allen Dendronen und Derivaten mit Boc-Schutzgruppe beobachtet;
bei den synthetisierten Molekiilen ohne Boc-Gruppe konnte in keinem Fall eine &hnliche

Fragmentierung oder die Anwesenheit von Defekten in den Dendronen festgestellt werden.
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Abb. 56: MALDI-TOF-Massenspektrum des Ethinyl-G3,0-PAMAM-Dendrons 45 mit Boc-Fragmentierung

Die Kopplungsreaktion der ersten Generation des Ethinyl-Dendrons mit dem Iod-
Monosulfon gelingt in guten Ausbeuten (Abb. 57). Der Farbumschlag fiir den aktive
Palladiumkatalysator-Komplex konnte schon nach 25 Minuten Reaktionszeit beobachtet
werden. Zusdtzlich ldsst sich nach wenigen Stunden schon kein unfunktionalisiertes
Dendron mehr detektieren. Dies war geméfl dem beschriebenen Reaktionsmechanismus

wegen der kleinen GroBe des G1,0-Dendrons zu erwarten.
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Abb. 57: Sonogashira-Kopplung nach Boc-Schiitzung am Beispiel des G1-PAMAM

Nach chromatographischer Trennung und Entfernung der Kupferionen (sieche unten),
konnte das Sonogashira-Produkt 46 durch FD-Massenspektroskopie mit einem Signal bei

738 m/z nachgewiesen werden (s. Abb. 58). Das berechnete Isotopenmuster konnte durch
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hochaufgeloste ESI-Massenspektroskopie Wiedergegeben werden und liefert zusammen

mit den "H-, C- und IR-Spektren den Strukturbeweis.
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Abb. 58: FD-MS des G1,0-dendritischen Interkalators mit Boc-Gruppen (46)

Ahnlich wie bei der Huisgen-Cycloaddition (Kap. 3.3.1) miissen nach der Kreuzkupplung
toxische Metallreste entfernt werden. Hierzu wurde eine kleine Menge EDTA auf die
Sdule gegeben, welches das restliche Kupfer in einem stabilen Komplex festhélt damit
dieses nun mit einem geringen Re-Wert nicht von der Sdule gewaschen wird. Die Priifung

auf die Anwesenbheit restlicher Kupfer-lonen in der Probe wurde jedoch vorgenommen.

Fiir die zweite Generation wurde das Sonogashira-Konzept nicht angewendet, da bereits
ein Monosulfon-G2,0-triazolyl-PAMAM 40 aus der Click-Reaktion (s. Abschnitt 3.2.1)

vorliegt.

Die sterisch anspruchsvolle Sonogashira-Reaktion am Ethinyl-G3,0-PAMAM-Dendron-
(Bocg) 45 wurde unter gleichen Bedingungen wie die G1,0-Kupplung, jedoch mit
dreifachem Uberschuss an Iod-monosulfon 28 durchgefiihrt. Der erwartete Farbumschlag
fiir den aktiven Palladium-Komplex wurde allerdings erst nach ca. 18 Stunden
Reaktionszeit beobachtet, was durch die trige G3,0-Alkin-Komponente erklérbar ist,
welche sich sehr langsam vom Kupfer- auf den Palladiumkatalysator iibertrégt. Die groB3en
Reste am terminalen Acetylen sorgen flir eine gehemmte Kinetik und erfordern daher

langere Reaktionszeiten. Nach 28 Stunden wurde die Reaktion durch wissrige
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Aufarbeitung beendet und ohne chromatographische Trennung ein MALDI-TOF-
Massenspektrum gemessen. Es zeigt sich, dass kein unfunktionalisiertes Ethinyl-G3,0-
Dendron 45 (MW = 2454 g/mol) in der Losung detektiert werden kann und vermutlich
vollsténdiger Umsatz erreicht wurde. Das Monosulfon-G3,0-Dendron 48 ergibt nur als
Kupfersalz ein Signal bei 2822 m/z in der Massenanalyse (Abb. 59). Damit liegt eine
Differenz von 6 m/z zur berechneten Masse von [M+Cu]" vor. Das Isotopenmuster ist gut
erkennbar und die erwartete Fragmentierung der Boc-Schutzgruppen kann mit einer

Signalfolge von ca. -88 m/z ab einer Masse von 2822 m/z beobachtet werden.

Ein weiteres Signal tritt bei m/z = 3049 auf und kann mit keiner Salzbildung erklart
werden. Dieses Nebenprodukt wurde nicht weiter untersucht, da keine Abtrennung der
Nebenprodukte erfolgte. Versuche zur chromatographischen Aufreinigung auf Kieselgel
bleiben erfolgslos, da das erhaltene Dendron einen sehr geringen Rg-Wert mit allen
getesteten Losungsmittel-Systemen aufweist. Es konnte keine Isolierung im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt werden um weitere Charakterisierungen durchzufiihren, jedoch ist eine
Auftrennung durch die HPLC-Methodik aussichtsreich. Dies soll zukiinftig flir die
Bereitstellung eines kupferfreien G3,0-Dendrons zur Peptidfunktionalisierung weiter

bearbeitet werden.
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Abb. 59: MALDI-TOF-MS des G3,0- dendritischen Linkers mit Boc-Schutzgruppen
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3.4 Darstellung der dendronisierten Peptide

Nach Bereitstellung der Azido- und Ethinyl-Dendrone sowie der dendritischen Linker
wurde die Dendronisierung des Somatostatin-Peptids versucht. Dies kann prinzipiell auf
zwei Wegen erfolgen (s. Abb. 20 in Kapitel 1.2.2). Als ,,grafting from* bezeichnet man
den stufenweisen Aufbau ausgehend vom Peptid und als ,,grafting onto* die direkte
Modifikation des nativen Peptids mit einem bereits stufenweise aufgebauten Dendron. Das

Peptid steht in nativer Form kommerziell zur Verfiigung.

In der vorliegenden Zielsetzung soll fiir die Reihenfolge des Aufbaus nur zwischen den
drei Bausteinen Dendron, Linker und Peptid unterschieden werden. Dabei wurden
Dendron und Linker, wie zuvor beschrieben, zunédchst in einer divergenten Route einzeln
synthetisiert und abschlieBenden (je nach Ansatz-Prinzip grafting from/onto) in einer

festgelegten Reihenfolge zusammengefiihrt.

Die Modifikation am Somatostatin-Peptid kann mit den bereits vorgestellten Linker-
Molekiilen der allgemeinen Struktur 25 erfolgen (s. Abb. 45 und Abb. 47). Hierbei wird
die Disulfidbriicke des Somatostatins mit einem Additions-Eliminierungs-Mechanismus (s.

Abb. 19, Kap 1.2.2) hochspezifisch adressiert.

3.4.1 ,,Grafting from“-Ansatz fur Somatostatin

In diesem Ansatz wird zundchst das Peptid spezifisch auf die Dendronisierung vorbereitet
indem man eine Disulfid-Funktionalisierung vornimmt und mithilfe der HPLC-Technik
aufreinigt. Das Peptid trdgt dann eine bioorthogonale Funktion, welche gezielt durch die
Dendrone adressiert werden kann. Es muss eine letzte Reinigung der Endstufe erfolgen, da
man bei der Peptid-Modifikation stets mit Uberschuss an Reagenzien arbeitet. Der grofe
Nachteil dieser Methode liegt in den zwei Aufreinigungsschritten des Peptids, welches eine
geringe chemische Stabilitdt besitzt und teuer ist. Weiterhin ist die Isolierung von polaren
biologischen Materialien in Wasser oft aufwindig und fordert groe Sorgfalt, sodass ein

einziger Reaktionsschritt am Peptid wiinschenswert wire.
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Abb. 60: "Grafting from" Dendronisierug des Somatostatins

Es soll mit dem vorliegenden Experiment nur das Prinzip des ,,grafting from“-Ansatzes
gezeigt werden. Dazu wurde in einer engen Kooperation mit Anne Pfisterer die
Experimente geplant. A. Pfisterer fiihrte hierzu die Herstellung und Aufreinigung des

Ethinyl-modifizierten Somatostatins 49 durch [''!- 2

, dessen Synthese Teil ihrer
Doktorarbeit ist und somit hier nicht im Detail geschildert werden soll. Um das Prinzip der
zweistufigen Modifikation des Somatostatins zu priifen wurde lediglich ein Experiment zur
Dendronisierung mit dem Azido-G1,0-PAMAM 4 durchgefiihrt. Wegen der geringen
Verfiigbarkeit des Ethinyl-Somatostatins 49 konnte die Click-Reaktion nur im analytischen
MafBstab demonstriert werden. Hierzu wurde das Dendron 4 und Ethinyl-Somatostatin in
PBS-Puffer (pH 6,2, 0,05 M) mit katalytischen Mengen CuSO4 und Natriumascorbat fiir
20 Stunden inkubiert. Die Charakterisierung erfolgte mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie und konnte zeigen, dass eine erfolgreiche Umsetzung zum G1,0-

dendronisierten Peptid 50 erreicht wurde. Jedoch wurde auch freies Ethinyl-Somatostatin

detektiert. Es erfolgte keine Aufreinigung, da nur das Prinzip vorgestellt werden sollte.

3.4.2 ,,Grafting onto*“-Ansatz flir Somatostatin

Fiir die ,,grafting onto“-Dendronisierung kann das native Somatostatin direkt eingesetzt
werden und in einer zweistufigen Eintopf-Reaktion mit dem Dendron gekuppelt werden.
(s. Abb. 61). Im ersten Schritt wird die Disulfidbriicke des zyklischen Somatostatins durch
Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) unter Bildung von zwei Sulfid-Gruppen reduziert

11241 welche dann nach dem Additions-Eliminierungsmechanismus 871 (s. Abb. 19) die

H

NH;

CuS0y, Na ascorbat, buffer ‘g;f ‘gﬁ\
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Interkalation des Dendrons ermoglichen. Dies ist besonders herausfordernd wegen der

grof3en sterischen Abschirmung des Linkers durch das angehéngte Dendron.

Die Reaktion wird wegen der verbesserten Loslichkeit in 40% Acetontril/PBS-Puffer (0,05
M) durchgefiihrt. Brocchini et al. *” berichten von optimierten Bedingungen beim Einsatz
dieses Puffers. Das organische Losungsmittel verhindert zusdtzlich die Aggregatbildung;
alternativ zu Acetonitril kann auch N,N-Dimethylformamid verwendet werden, was

ebenfalls bei 40%igen Anteil die besten Umsetzungen liefert ' 12,

1) TCEP
2) Q 'E'\I T
_@_g/—zzo v (=
dendritischer .
Interkalator e
N=N

in 40% MeCN / PBS-Puffer (pH 6,2) é{}{‘

Abb. 61: "Grafting onto"-Dendronisierung des nativen Somatostatins

natives Somatostatin

Dendronisierung mit Gn.0-PAMAM-(NH;)«, (n =1, 2)

Es wurde Somatostatin (leq.) mit TCEP (2eq.) und der doppelte Uberschuss von jeweils
G1,0- und G2,0-Dendron angesetzt (AnsatzgroBBe: ca. 10 mg). Fir die G1,0-
Dendronisierung wurde das Amino-terminierte Dendron 47, welches durch Sonogashira-
Kupplung hergestellt wurde, verwendet. Die G2,0-Dendronisierung erfolgte mit dem

Triazol-Produkt 42 des PAMAM-Dendrons.

Die Reaktionslosung wurde zunéchst fiir 24h nur in PBS-Puffer (pH 6.2) inkubiert und
dann mit 40% Acetonitril verdiinnt. Fiir die Reaktionskontrolle wurden MALDI-TOF-
Massenspektren aufgenommen. Nach zwei Tagen Reaktionszeit konnte ein Produktsignal
detektiert werden, wobei unreagiertes Somatostatin deutlich als Edukt zuriickbleibt.
Vermutlich wird durch die Dendronisierung der Ubertritt des Produktes in die Gasphase
oder seine Flugeigenschaft verringert, wodurch die Signal-Verhéltnisse nicht als

quantitativ betrachtet werden diirfen.

In Abb. 62 und Abb. 63 sind die MALDI-TOF-Massenspektren der Reaktionslosung der
G1,0- und G2,0-Dendronisierung (51 und 52) gezeigt. Das grofite Signal entspricht jeweils

dem unfunktionalisierten Somatostatin, welches nicht reagiert hatte. Durch die Zugabe von
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zwei Equivalenten TCEP stellt der vorliegende Massenpeak wahrscheinlich eine lineare,
reduzierte Form des Somatostatins an. Es ist bekannt, dass im gegebenen Medium die
TCEP-Reduktion innerhalb weniger Stunden vollstindig abliduft *°. Im Verhiltnis zum
nativen Peptid-Signal ist die Hohe des Signals fiir das dendronisierte Peptid sehr klein; es

liegt gerade liber der Detektionsgrenze. Dies kann hauptsédchlich zwei Griinde haben:

1) Schlechte Flugeigenschaften oder nur begrenzter Ubertritt in die Gasphase des
PAMAM-dendronisierten Peptids im MALDI-TOF-MS. Dafiir spricht auch, dass das
reine Dendron nicht im Spektrum als Verunreinigung zu sehen ist, weil es schlechte
Flugeigenschaften als freies Amin hat.

2) Sehr geringer Umsatz zum dendronisierten Produkt. Dieser Punkt soll nachfolgend
ausfiihrlicher diskutiert werden, da durch eine Optimierung der Reaktionsbedingungen

hohere Ausbeuten erzielt werden kOnnten.

Ein groBer Nachteil bei der Arbeit mit Somatostatin umfasst dessen schlechte Loslichkeit
und die Ausbildung von Aggregaten. Es ist bekannt, dass natives Somatostatin

(1101 'Bei hoher Ionenstirke kann

nanometergrof3e Fibrillen bildet, welche unldslich sind
dies bevorzugt eintreten. Daher wurden optimierte Konzentrationen des Peptids von 0,100
bis 0,250 mg/mL und ein optimierter Puffer mit dem Zusatz von organischem
Losungsmittel eingesetzt. Bei jedem Versuch der Dendronisierung liel sich trotzdem
schon nach wenigen Minuten ein Niederschlag erkennen. Dieser wurde nicht untersucht,
sondern es wurden immer nur Proben aus der Ldosung genommen. Fiir die spitere
Aufreinigung mit der HPLC-Methode (siche unten) wurde der Niederschlag vor der
Chromatographie abzentrifugiert. Gerade PAMAM-dendronisiertes Somatostatin sollte
aber besser 16slich sein, da zusitzliche Aminogruppen bei einem pH-Wert von 6,2
protoniert vorliegen und somit die Wasserloslichkeit erhéhen. Es ist dennoch bekannt, dass

108, 109 .
[108. 1091 ' \venn eine

dendronisierte Materialien zur Ausbildung von Uberstrukturen neigen
amphiphile Struktur vorliegt. Im Falle des dendronisierten Somatostatins kann die Struktur
nur bedingt als Amphiphil angesehen werden. Die griine (pharmakophore) Schleife (s.
Abb. 62 und Abb. 63) kann als weniger polar als das ionische Dendron mit
Carboxylgruppen und Aminen in direkter Nachbarschaft bezeichnet werden. Das konnte
zur Uberstruktur-Bildung und dadurch zu einem unldslichen dendronisierten Produkt

fihren.

Fiir schlechte Reaktionsausbeuten konnen ebenso sterische wie elektrostatische Griinde in

Betracht kommen. Da das G1,0-Dendron jedoch keine groBe Abschirmung auf den
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angehdngten Interkalator ausiibt, wird davon ausgegangen, dass bei so kleinen
Generationen keine sterischen Probleme auftreten sollten. Bei den Versuchen der G2,0-
Dendronisierung (52) konnte kein Unterschied zum G1,0-dendronisierten Somatostatin 51
in der Intensitit der MALDI-TOF-MS-Peaks festgestellt werden. Daher ist dieser Aspekt

fiir die Generationen G1 und G2 hdéchstwahrscheinlich von untergeordneter Bedeutung.

Aus elektrostatischer Sicht, konnte das positiv-geladene Dendron eine Anndherung an das
native Somatostatin verhindern, welches ebenfalls durch zwei lange Lysin-Seitenketten
und den N-Terminus positiv geladen vorliegt. Vermutungen dieser Art kdnnten im Ansatz
tiberpriift werden, indem das Boc-geschiitzte Dendron zum Einsatz kommt. Dies fiihrt
wegen der groen tert.-Butylgruppen auch zu einem zusétzlichem sterischen Anspruch der
Interkalation, was den Effekt der rdumlichen Abschirmung weiter untersuchen I&sst.

Versuche mit dem G2,0-Dendron-Boc, werden weiter unten beschrieben.
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Abb. 62: MALDI-TOF-MS der Reaktionslésung des G1-dendronisierten Somatostatins



2BERGEBNISSE UND DISKUSSION Seite |75

Ein weiteres Nebenprodukt der Masse 1845 g/mol tritt in beiden Fallen (G1- und G2-
Dendronisierung) auf, dessen Struktur nicht identifiziert werden konnte. Es scheint sich
unabhingig vom eingesetzten Dendron aus dem nativen Somatostatin unter den gegebenen
Reaktionsbedingungen zu bilden. Durch die Reduktion der Disulfid-Briicke zum Sulfid

entsteht eine reaktive Spezies, welche leicht Reaktionen zu Nebenprodukten eingehen

konnte.
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Abb. 63: MALDI-TOF-MS der Reaktionslésung des G2-dendronisierten Somatostatins

Aufreinigung des dendronisierten Somatostatins

Generell stellt die Aufreinigung biologischer Stoffe wie Peptide und Proteine eine grof3e
Herausforderung dar. Im vorliegenden Fall muss die geringe Ausbeute der Reaktion
zusitzlich bedacht werden, da die grofle Verunreinigung durch das native Somatostatin in

der Reaktionslosung Aufreinigungsprobleme mit sich bringt. Die Abtrennung der sehr
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kleinen Produkt-Mengen, konnte nicht erreicht werden. Es sollen dennoch die Methoden

vorgestellt werden, mit die Versuche zur Aufreinigung durchgefiihrt wurden.

Zunichst wurde die Reaktionslosung der G2,0-Dendronisierung am Gefriertrockner
eingeengt und man erhdlt einen weilen Feststoff, der hauptsidchlich aus Salz der
Pufferlosung besteht. Dieser kann in einer MeCN-Wasser-Mischung grof3teils aufgeldst
werden (s.o0., Loslichkeitsproblem) und durch das HPLC-System oder das Akta-System
gereinigt werden. Die HPLC-Methode wurde mit einem Gradienten von 20% = 100%
Acetonitril in Wasser mit einer ,,Reverse Phase—18-Sdule” durchgefiihrt. Polare Stoffe

sollten demnach mit kiirzeren Retentionszeiten eluiert werden.

Beispielhaft wird in Abb. 64 das Chromatogramm der G2,0-Somatostatin-Aufreinigung
der HPLC gezeigt.
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Abb. 64: HPLC-Chromatogramm des G2-dendronisierten Somatostatins (Reaktionslésung)
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Wie Abb. 64 zeigt, konnte nur eine Hauptfraktion von der HPLC gesammelt werden. Eine
weitere Fraktionen (markiert mit ,,?) konnten nicht analysiert werden. Bei der mittleren
Hauptfraktion handelt es sich um das unfunktionalisierte Somatostatin, die zwei weiteren
Fraktionen A und B wurden ebenfalls eingeengt und im MALDI-TOF-MS untersucht. Es
konnte kein Peak fiir das Produkt 52 bei 2579 m/z festgestellt werden. Das
Chromatogramm der Akta-RP-Siulenchromatographie zeigte ein #hnliches Ergebnis,

wobei ebenfalls kein eindeutiges Produkt-Signal im MALDI detektiert wurde.
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Es wird vermutet, dass der Umsatz der Reaktion zu gering ist um eine detektierbare Menge
dendronisiertes Somatostatin zu erhalten Die Detektion der HPLC-Fraktionen erfolgte mit
einem priparativen UV-Detektor, welcher eine bestimmte Konzentration eines
Chromophors bendtigt um einen deutlichen Peak anzuzeigen. Die hergestellten Dendrone
tragen allerdings nur einen einzigen Aromaten, welcher einen geringen Anteil am Gesamt-
Molekiilgeriist ausmacht. Vermutlich konnte aus diesem Grund keine Detektion der

HPLC-Produktfraktion erfolgen.

Dendronisierung mit G2.0-PAMAM-(Boc)g

Die Dendronisierung mit Amino-terminierten PAMAM-Dendronen zeigte keine guten
Umsitze und eine Aufreinigung war weder mit der HPLC- oder der Akta-SEC-Methode
moglich. Daher soll in einem Experiment mit verdnderter Dendron-Struktur getestet
werden, ob die polaren und geladenen Amino-Endgruppen beziehungsweise der sterisch-
abschirmende Faktor eine Rolle fiir die Interkalation in das Somatostatin-Peptid spielen.
Hierzu werden die primdren Amine des Monosulfon-G2.0-PAMAM 42 mit Boc-
Schutzgruppen versehen und mit Somatostatin zur Reaktion gebracht. Da das G2.0-
Dendron 40 (Abb. 65) bereits als Vorstufe des bisher genutzten dendritischen Interkalators
zur Verfligung steht (s. Abb. 51), kann damit das Prinzip der Interkalation mit
hydrophoben Endgruppen getestet werden.

Die Reaktionslosung wurde ohne weitere Aufreinigung mit dem MALDI-TOF-MS
untersucht. In Abb. 66 ist das erhaltene Spektrum mit dem Produktsignal bei 2980 g/mol
und dessen Isotopenaufspaltung zu sehen. Weiterhin ist unreagiertes G2,0-PAMAM-Boc4
42 und Somatostatin (1638 m/z) zu erkennen. Unterhalb des Produktsignals befinden sich,
in der Intensitdt exponentiell abfallend, mehrere Signale mit einer Massendifferenz von
etwa 88 g/mol zueinander. Diese kdnnen als Fragmentierung der Boc-Gruppen angesehen
werden, welche immer bei Boc-haltigen Dendronen im MALDI-TOF-MS auftreten. Die
Fragmentierung ist Laser-induziert und auf die saure Matrix (Sinapinsdure)
zuriickzufiihren. Die Abhéngigkeit von der Laserleistung wurde untersucht, um die
vermutete Fragmentierung zu verifizieren. Es wurden dazu fiinf MALDI-TOF-Messungen
mit verschiedenen Laserleistungen durchgefiihrt. Fiir die Auswertung addiert man die
Summe aller Intensititen der Fragment-Signale und bildet das Verhdltnis zum

Produktsignal (,,MaR der Fragmentierung®). Es ist in Diagramm 2 erkennbar, dass das Mal3
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der Fragmentierung mit der Laserleistung zunimmt, was fiir eine Laser-induzierte

Fragmentierung spricht.
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Abb. 65: Reaktion zur Herstellung des Boc-modifizierten Somatostatin-Dendrons
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Abb. 66: MALDI-TOF-MS der Reaktionslésung des G2,0-PAMAM-Boc,-dendronisierten Somatostatins
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Diagramm 2: Boc-Fragmentierung als Abhangigkeit der
MALDI-Laserleistung
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Als Ergebnis der Dendronisierung mit einem Boc-funktionalisierten G2,0-Dendron lassen
sich Schliisse beziiglich elektrostatischen und sterischen Wechselwirkungen beziiglich der
Ausbeute fiir die Interkalation mit Dendronen ziehen. Wenn man von dhnlichen MALDI-
TOF-Flugeigenschaften der PAMAM-Boc-Dendrone sowie der PAMAM-(NH,)-
Dendrone ausgeht, kann durch diese Analyse-Methode geschlossen werden, dass
verbesserte Umsétze der Boc-Dendrone gegeniiber den Amino-Dendronen erzielt werden
konnen. Das Intensitétsverhéltnis der Dendron-Somatostatine zum nativen Somatostatin ist
mit dem G2,0-PAMAM-Bocy-Peptid 53 deutlich hoher als das des Amin-Analogons 52
(vgl. Abb. 63 und Abb. 66). Dies stellt allerdings nur einen Hinweis dar und ist nicht als
absolut quantitativ zu betrachten. Es miisste eine Isolierung der betreffenden Substanzen
vorgenommen werden, um eine exakte Ausbeute berechnen zu konnen. Daher kann nur

vermutet werden, dass die Boc-Version einen erhhten Umsatz erbringt.

Der erhohte sterische Anspruch des Boc-Dendrons fiihrte zu keiner Hinderung der
Interkalation in das Somatostatin-Peptid. Hieraus ist zu schlieBen, dass die zweite
Generation des PAMAM-Dendron-Geriistes den reaktiven Kern (bzgl. Disulfid-

Interkalation) sterisch noch nicht abschirmt.

Weiterhin kann geschlossen werden, dass hydrophobe Endgruppen die Reaktion mit dem
Somatostatin-Peptid nicht verhindern. Es wird vermutet, dass die positiv-geladenen
Aminogruppen des ungeschiitzten Dendrons wegen elektrostatischen Wechselwirkungen
mit dem Somatostatin sogar die Reaktion verlangsamen konnten. Genau an der
Schleifenseite der Disulfidbriicke liegen der N-Terminus und ein Lysin-Rest, welche
ebenfalls positiv geladen sind und zu einer elektrostatischen AbstoBung des Dendrons
fiihren konnten. Das Boc-geschiitzte Dendron dagegen trigt keine Ladung in den

Dendrimer-Asten und kdnnte somit bevorzugt eine Interkalation eingehen.
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Weiterhin ist kritisch zu bewerten, dass bei der Boc-haltigen Interkalation DMF statt
Acetonitril als organischer Zusatz genutzt wurde. Im Acetonitril-PBS-Puffer-Gemisch
konnte das G2,0-PAMAM-Boc, nicht gelost werden. Diese Interkalation musste in 48%
DMEF/PBS-Puffer durchgefiihrt werden, was einen direkten Vergleich der Reaktivitit
beider Edukte verzerrt.

Es wurden in unserer Gruppe bereits Versuche zur Interkalation mit niedermolekularen
Linkern der allgemeinen Struktur 25 durchgefiihrt "', Die erhaltenen Ergebnisse zur
Disulfid-Funktionalisierung haben in den bisherigen Studien stets befriedigende Ausbeuten
geliefert und es ist literaturbekannt, dass die Interkalation an biologische Stoffe mit

58] Die vorliegenden Reaktionen zur

Disulfidbriicken anndhernd quantitativ ablduft !
»grafting onto“-Dendronisierung konnten diese Ausbeuten nicht annidhernd erreichen. Der
Vergleich des dendritischen Interkalators mit linearen Interkalatoren dhnlicher Masse zeigt
viel schlechtere Umsétze, was unter anderem an den nicht optimierten Bedingungen der
Interkalationsreaktion liegt. Es wurden nur wenige unterschiedliche Bedingungen wie z.B.
unterschiedliche Losungsmittel getestet und es waren keine signifikanten Verbesserungen
erkennbar. Es ist zu erwéhnen, dass die Charakterisierung ausschlieBlich mit der MALDI-
TOF-Massenspektroskopie erfolgte. Sollte sich das dendronisierte Produkt fiir eine
Charakterisierung mittels MALDI-TOF-MS nicht eignen, so konnte keine quantitative

Aussage iiber den Umsatz getroffen werden. Dies ist als systematische Fehlerquelle der

Ergebnisse zu beachten.

In zukiinftigen Experimenten sollen sehr kleine Mengen des dendronisierten Somatostatins

isoliert werden, die fiir eine zelluldre Charakterisierung ausreichen.

3.4.3 Dendronisierung kurzkettiger, linearer Peptide: RGDC-Dendrone

Wegen den geringen Ausbeuten der Somatostatin-Dendronisierung und der erschwerten
Aufreinigung sollte das Reaktions-Prinzip der Monosulfon-Dendrone an weiteren Peptid-
Strukturen gezeigt werden. Somatostatin erlaubt als zyklisches Peptid eine zweifache
Michael-Addition an den Disulfid-Linker. Zunichst addiert es sich an das vorhandene
Michael-System (Abb. 19 B) und muss nach erfolgter Eliminierung und Bildung eines
zweiten Michael-Systems wieder intramolekular angreifen. Diese Abfolge konnte durch
den sterischen Anspruch der Dendrone gestort sein und es soll mit kurzkettigen Peptiden

tiberpriift werden, ob eine bessere Ankniipfung von Sulfiden mdglich ist. Man wihlt dazu
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ein Cystein-haltiges Peptid, welches keine besonderen reaktiven Seitenketten neben dem

Thiol tragt.

Es wurde die Aminoséuresequenz RGDC 54 gewihlt, welche aus den vier L-Aminosduren
Arginin, Glycin, Asparaginsdure und Cystein besteht. Sie erfiillt die oben genannten
Eigenschaften und hat weiterhin eine biologische Funktion, auf welche hier nur kurz

hingewiesen werden soll.

Abb. 67: RGDC-Sequenz (RGD: griin, Cystein: blau)

Die RGD-Sequenz (ohne Cystein) kommt besonders in Proteinen der Extrazelluldren
Matrix vor. Durch eine selektive Erkennung von bestimmten Rezeptoren (den Integrinen)
an der Zelloberfliche werden RGD-haltige Proteine an die Zelle gebunden. Diese
Zelladhédsion bildet unter anderem das Bindegewebe zwischen Zellen aus und sorgt fiir die
Vernetzung zwischen ihnen. In entziindetem Gewebe oder Tumorgewebe ist die Dichte der
Integrine auf der Zelloberfliche erhoht, wodurch die RGD-Sequenz eine adressierende
Gruppe fiir pharmazeutische Anwendung darstellt (Zell-Targeting). Die Anheftung der
RGD-Sequenz an Wirkstoff tragende Dendrimere konnte bereits in zahlreichen Beispielen

gezeigt werden !'2 1261281,

Durch die Erweiterung der RGD-Sequenz um ein Cystein soll die zweifache Anbindung an
die synthetisierten Dendrone gezeigt werden. Da es sich um ein monofunktionelles Sulfid
handelt, konnen theoretisch zwei Equivalente RGDC an ein Dendron gekniipft werden (s.
Abb. 68). Mit der Motivation die hohere Rezeptordichte kranker Zellen zu adressieren
fiihrt eine Multivalenz der ,, Targeting“-Gruppe zur besseren Akkumulation des Dendrimer-
Konjugats im Tumorgewebe. Fiir die potentielle Anwendung als Wirkstoff-Transporter ist

das PAMAM-Dendron dadurch in der Lage sich gezielt im Kdrper aufzukonzentrieren.

2. Michael-Addition

\©\ 1.MichaeI-Addition\©\ Eliminierung /—\ RGDC-S
S0,0 $0,0 - tol-SO,H Q +RGDC-SH
Yo Yol Yo

RGDC-SH _« PAMAM RGDC-S PAMAM  RGDC-S PAMAM RGDC-S PAMAM

55 56 a 56 b 58
Abb. 68: Mechanismus der zweifachen RGDC-Anbindung an das PAMAM-Dendron
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Ein weiterer Aspekt liegt in der methodischen Entwicklung neuer ortsgerichteter
Funktionalisierungen fiir Peptide und Proteine. Fiir die Thiol-Adressierung durch die
bisher bekannte Maleimid-Chemie konnen ortsspezifisch Sulfide aus Cystein-Seitenketten
modifiziert werden. Dies erfordert allerdings die genaue Einhaltung eines bestimmten pH-
Wertes (pH < 8) um Nebenreaktionen mit primdren Amingruppen z.B. der Lysin-
Seitenketten zu unterdriicken. Die ErschlieBung neuer pH-Wert-Bereiche fiir die Cystein-
Adressierung wiirde methodische Vorteile im Umgang mit pH-sensiblen Proteinen
bringen. In den synthetisierten dendritischen Linker-Molekiilen sind auch periphere Amine
vorhanden, die potentielle Nebenreaktionen eingehen konnen. Wird die selektive Reaktion
am fokalen Punkt (Monosulfon-Einheit) des amino-terminierten Dendrons mit dem Thiol
des RGDC gezeigt, ldsst sich ableiten, dass die Methodik groBes Potential fiir die
ortgerichtete Cystein-Modifikation hat.

Die Reaktion wurde mit einem vierfachen Uberschuss an RGDC-Peptid durchgefiihrt und
fiir 20 Stunden in reinem Lésungsmittel geriihrt. Die Reaktionslésung wurde mittels HPLC
aufgereinigt und die einzelnen Fraktionen mit MALDI-TOF-Massenspektroskopie
untersucht. Der gefundene Hauptpeak im HPLC-Elugramm konnte als das reine Mono-
RGDC-G2,0-PAMAM-(Bocy) 56a identifiziert werden. Mit etwas ldngerer Retentionszeit
konnte ein Mono-Cystein-Dendron 57 isoliert werden. Der rechte HPLC-Peak (Abb. 69)
ergab kein Signal im MALDI-TOF-Massenspektrum; es wurden keine charakterisierenden
Daten hierzu gesammelt. Das gewlinschte Produkt Bis-RGDC-G2,0-PAMAM 58 wurde in
keiner Fraktion der HPLC und auch nicht aus der Rohldsung detektiert.

« Mittlerer Hauptpeak:

Mono-RGDC-Dendrc.)n

Mono-Cystein-

Intensity
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Abb. 69: HPLC-Elugramm der RGDC-Dendronisierung
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Abb. 70: MALDI-TOF-MS des Hauptpeaks aus der HPLC
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Abb. 71: Zweifach RGDC-substituiertes Dendron, welches nicht als Reaktionsprodukt festgestellt werden konnte

Die Ergebnisse zeigen, dass die einfache Michael-Addition an das Dendron sehr gut

abliuft, allerdings die Eliminierung der Sulfanilsdure gehemmt ist. Obwohl geniigend

Equivalente (4-facher Uberschuss) an RGDC-Peptid dem Dendron zugesetzt wurden,

konnte keine zweite Michael-Addition stattfinden, da die Reaktionsbedingungen keine

Eliminierung der Abgangsgruppe fiir die Bildung eines zweiten Michael-Systems zulassen.

Entscheidende Faktoren fiir einen guten Abgang der Sulfanilsdure spielen hierbei die

Polaritit des Losungsmittels, der pH-Wert und die Reaktionszeit. Es wurde in einer

Mischung aus DMF:MeCN:PBS-Puffer (=2:1:1) gearbeitet. Fiir die Eliminierung der

Sulfanilséure ist zwar ein basisches Medium erforderlich, jedoch entspricht der pH-Wert

des Puffers von 6,2 den Empfehlungen der Literatur ™" fiir dhnliche Additionen an den

verwendeten Linker.
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Abb. 72: MADLI-TOF-MS des isolierten Mono-Cystein-Dendrons

Als Verunreinigung wurde aus dem HPLC-Chromatogramm eine Fraktion mit Cystein-
funktionalisiertem Dendron 57 isoliert. Das MALDI-TOF-Spektrum ist in Abb. 72 zu
sehen. Vermutlich war freies Cystein als Verunreinigung im gekauften RGDC-Peptid
vorhanden. Dies fiihrte zur Addukt-Bildung und das entstehende Nebenprodukt konnte
isoliert werden. Die MALDI-Laser-Fragmentierung der Boc-Gruppen zeigt die
Anwesenheit des Dendrons in der vermessenen Fraktion. Auch hier konnte nur das Mono-
Addukt festgestellt werden, was zusitzlich auf die gehemmte Eliminierung unter den

gegebenen Reaktionsbedingungen hinweist.

Im Vergleich zur Somatostatin-Dendronisierung konnte erstmals ein reines dendronisiertes
Peptid erhalten werden. Es wurde aber bei der Untersuchung der Somatostatin-Reaktionen
immer eine Eliminierung der Sulfanilsdure beobachtet, sodass das zweite Michael-System
gemill MALDI-TOF-Massenspektroskopie fiir eine weitere Addition zur Verfiigung stand.
In den RGDC-Experimenten wurde kein Signal der eliminierten Form oder ein zweifaches
Michael-Additionsprodukt  gefunden. Dies ldsst den Schluss zu, dass die
Reaktionsbedingungen (40% MeCN oder DMF in pH 6,2 Puffer) der Somatostatin-
Dendronisierungen gut auf den Abgang der Sulfanilsdure abgestimmt waren. Der hohe
Anteil an organischem Losungsmittel (75% MeCN und DMF in Puffer) konnte bei der

RGDC-Dendronisierung die Eliminierung verhindert haben.

Es konnte in den Funktionalisierungsexperimenten an zwei verschiedenen Beispielen, dem

Somatostatin-Peptid und der RGDC-Peptid-Sequenz, die einfache Dendronisierung gezeigt
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werden. Einerseits ist die Interkalation in die Disulfidbriicke unter Erhaltung der
Schleifenstruktur am Beispiel des Somatostatins gelungen und andererseits ermdglichte die
Anbindung einer einzelnen RGDC-Sequenz die gerichtete Thiol-Funktionalisierung. Diese
Ergebnisse demonstrieren die breiten Anwendungsmoglichkeiten und den flexiblen Einsatz
der in dieser Arbeit hergestellten dendritischen Linker-Molekiile. Eine neue Methode zur
Adressierung von Thiol-Funktionen in Peptiden wird am Beispiel des RGDC-Peptids

gezeigt, was eine Alternative zu der bisher bekannten Maleimid-Chemie darstellt.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde {iber die Herstellung neuartiger PAMAM-Dendrone mit
bifunktionellen Eigenschaften berichtet. Diese maB3geschneiderten dendritischen Systeme
konnen durch die Einfiihrung eines spezifischen Linkers im Dendron-Kern fiir die
ortsgerichtete Peptidfunktionalisierung genutzt werden. Daraus entstanden neue biohybride
Materialien, welche multiple funktionelle Gruppen tragen und fiir die weitere chemische
Modifikation eine universelle Plattform darstellen. Die Erhaltung der rdumlichen Peptid-
Struktur sowie eine prizise Monodispersitidt geben den hergestellten Konjugaten hohes
Potential fiir die Weiterentwicklung zum Einsatz neuer multivalenter Therapeutika und

Imaging-Reagenzien.

Basierend auf dem PAMAM-Geriist konnten die ersten drei Generationen eines
dendritischen Peptid-Linkers hergestellt werden. In der Dendron-Peripherie wurden
primidre Amine oder fert-Butyl-Carbamat-Gruppen angebracht, wihrend der Kern mit
einem Michael-System fiir die Peptid-Kupplung an Disulfidbriicken oder Thiolen
ausgestattet ist. In Kupplungs-Experimenten wurde die Dendronisierung am zyklischen
Somatostatin-Peptid und am offenkettigen RGDC-Peptid gezeigt. Die kovalente
Ankniipfung der Dendrone an zyklische Peptide verlduft iiber den Einschub einer
Propylen-Einheit via doppelter Michael-Addition in die Disulfid-Gruppe und bildet eine
chemisch stabile Verbriickung. Bei azyklischen Peptiden erfolgt die Dendronisierung iiber
die Michael-Addition einer Thiolgruppe. Die Reaktionsbedingungen konnten so eingestellt
werden, dass sogar nur die einfache Ankniipfung eines RGDC’s erzielt wurde, dessen
Isolierung gelang. Dies erdffnet neue Mdglichkeiten zur kombinierten Funktionalisierung
des Dendrons an der Kernfunktion. Es kann nach der Isolierung des RGDC-Dendrons
durch die richtige Einstellung der Reaktionsbedingungen die Eliminierung der
Sulfanilséure erzwungen werden und dann durch Michael-Addition ein weiteres Peptid mit

unterschiedlicher Funktion eingefiihrt werden.

Fiir die ersten beiden Generationen konnte jeweils die Dendronisierung des Somatostatins
mit verschiedenen Peripherie-Gruppen (Amine oder tert-Butyl) erfolgreich demonstriert
werden (Abb. 73). Ebenso gelang die einfache Addition des RGDC-Peptids an ein G2-
PAMAM-Dendron. Bei letzterer Umsetzung wurde das einfache RGDC-Dendron

vollstindig isoliert, wihrend die Somatostatin-Dendrone nicht vom unfunktionalisierten
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Peptid getrennt werden konnten. Die Peptid-Konjugate wurden durch MALDI-TOF-
Massenspektroskopie charakterisiert, was auch die Untersuchung der Somatostatin-

Mischfraktionen erlaubte. Es wurde eindeutig die Anwesenheit des funktionalisierten

H,N— '%Y%‘V
& G1(NH,),-

D " ™
N hm& Somatostatin

2 vgg, Somatostatm
HN

Somatostatin bestétigt.

Gl 25,

2 < -,f‘{;;: G2(Boc),-
7(‘\5\ Somatostatin
M V

&L,( ‘1 “I#‘" k& G2(Boc),-
RGDC-Peptid
RGDC Peptlde

Abb. 73: Schema uber die erfolgreich dendronisierten Peptide

Die Synthese des dendritischen Linkers gelang insgesamt konvergent. Das Dendron und
der Linker wurden in einer parallelen Route synthetisiert und beide konnten in einem
letzten Schritt durch moderne metallkatalysierte Kupplungsreaktionen oder Click-Reaktion
zusammengefiihrt werden (siche Hauptzweige in Abb. 74). Das reaktive Linker-Dendron
konnte dann an das Somatostatin oder das RGDC-Peptid gekuppelt werden und stellt somit

eine neue Art der posttranslationalen Peptidmodifikation mit dendritischen Bausteinen dar.

Durch das Baukastenprinzip fiir den Aufbau der hybriden Biomaterialien wird eine flexible
und neuartige Methode vorgestellt, welche grofle Variationen der dendritischen Strukturen

zur Funktionalisierung von Peptiden mit Disulfiden oder Thiolgruppen zuldsst. Es konnen
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die einzelnen Generationen, sowie verschiedene Endgruppen unabhingig voneinander als
dendritischer Interkalator an Peptide gebunden werden und dadurch zum Aufbau von

kombinatorischen Bibliotheken fiir die optimierte Wirkstoffsuche dienen.

Eine besonders elegante Feinoptimierung der Pharmakokinetik gelingt durch die
Konjugation verschieden grofer Dendron-Generationen. Hierbei muss ein Mittelweg
zwischen sterischer Abschirmung gegen den metabolischen Abbau und der Hemmung der
physiologischen Aktivitit der Peptide erreicht werden, da diese beiden Effekte mit
groBerer Dendron-Generation gegenldufig eintreten. Die Effizienz der entwickelten
Syntheserouten liegt in der einfachen Bereitstellung jeder Dendron-Zwischenstufen fiir die
Peptid-Dendronisierung weshalb unterschiedliche Generationen als Peptid-Konjugat im

direkten Vergleich getestet werden konnten.

Ethinyl-Kern

Azido-Kern

h } Somatostatin l
\ & N A

N\ ﬁ ¥
@* - N ;—61 c2¢ ;

ﬁi: Interkalator :)___(—:

Y Y
N dendritischer ¢

1 GJGs\ Interkalator ):}(/\;q-—,(}‘ G263

L L N=N . 7

. zyklisches Feplia \S

S

N ﬁ
7t
S:][:}g“ G162 }

{
=N

oder

N\ el

Abb. 74: Syntheseschema der dendronisierten, zyklischen Peptide
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Zukiinftig sollen sehr kleine Mengen der Gl- bis G3-dendronisierten Somatostatine
synthetisiert und isoliert werden. Durch eine biologische Charakterisierung kann mit den
erhaltenen Biohybriden gezeigt werden, ob das dendronisierte Somatostatin seine Aktivitit
beibehalten oder verbessert hat. Dies wird durch Zellstudien nach Inkubation mit den
Somatostatin-Derivaten anhand der Caspase-Aktivitdt abgeleitet, welche repréisentativ fiir

98.106.17] ‘yje daraus erhaltenen toxikologischen Ergebnisse

den eingeleiteten Zelltod ist !
konnen auch Riickschliisse auf die Zellaufnahme zulassen und ermoéglichen eine
Abschitzung der Rezeptoraffinitdt. Bei statistischer Anfdarbung der Peptid-Dendrone
mittels Fluoreszenz-Farbstoff kann die Zellaufnahme auch durch konfokale Mikroskopie
verfolgt und lokalisiert werden. Vergleiche der einzelnen Dendron-Generationen

untereinander sollen Tendenzen erkennbar machen mit welcher Gréfle man optimierte

Stabilitdt erreicht, ohne gleichzeitigen Verlust an Aktivitdt zu erhalten.

Die erhaltenen biohybriden Konjugate sind als Basis fiir die Entwicklung neuer
zytostatischer Therapeutika zu sehen. Die exakte Formulierung durch die monodisperse
Molekularstruktur, welche ein zelladressierendes Peptid enthélt und viele funktionelle
Gruppen fiir die Anbindung von Zytostatika bietet, stellt eine moderne Plattform fiir
molekulare Wirkstofftransporter dar. Die Entwicklung eines dendritischen Biokonjugates
eroffnet zudem neue Moglichkeiten fiir die Kombinationstherapie. Dabei enthalten
monomolekulare Dendrimer-Transporter zwei verschiedene Wirkstoffe, welche zeitgleich
freigesetzt werden konnen. Somatostatin nimmt im vorgestellten System sowohl die Rolle
einer zelladressierenden Gruppe sowie die eines Wirkstoffs ein. Pankreaszellen kdnnen
durch die hohe Dichte an Somatostatin-Rezeptoren zielgerichtet therapiert werden,
wihrend ebenfalls durch Aufkonzentration in der Zelle die Aktivitdt der Caspasen erhoht
wird, was zum kontrollierten Zelltod (Apoptose) fiihrt. Bei weiterer Anbindung von
zytostatischen Wirkstoffen konnte dies die Anwendung in der modernen Behandlung von

Bauchspeicheldriisenkrebs finden.

Eine weitere Besonderheit von dendronisierten Materialen liegt in der Ausbildung von

Uberstrukturen. Bevorzugt lagert sich das volumindse Dendron in zylindrischer oder

helikaler Reihe am 4uBeren Mantel an und lisst seine funktionalen Kerne aggregieren !'**

109 110]

], Somatostatin ist fiir die Bildung von helikalen Nano-Fibrillen bekannt "' und kénnte

in der dendronisierten Variante neues Verstindnis fiir die Uberstruktur-Bildung bringen.

Die Dendronisierung bioaktiver Stoffe zeigt weitreichende Anwendungen und ein grof3es

Potential fiir die Entwicklungen einer neuen molekularen Krebs-Therapie. Zukiinftige
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Studien sollen grundlegende Fragen und ein detailliertes Verstindnis zur Wirkung
hybridisierter Peptide liefern. Die vorgestellten Methoden der -effizienten Peptid-
Dendronisierung leisten hierzu einen fortschrittlichen Beitrag mit konkreten Beispielen am

Somatostatin- und RGDC-Peptid fiir die Grundlage neuer biohybrider Materialien.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Instrumentelle Analytik

Hochaufgeldste *H- und **C-NMR-Spektroskopie

*  Bruker AC 300
*  Bruker AMX 500
«  Bruker Avance 700 Ultrashield ™

Sofern nicht anders angegeben wurden alle NMR-Spektren bei Raumtemperatur gemessen.

Massenspektrometrie

FD: VG Instruments ZAB 2-SE-FPD
» MALDI-TOF: Bruker Reflex II

UV-VIS-Spektroskopie

» Perkin-Elmer Lambda 15-Spektrometer (Quarzglaskiivetten der Firma Hellma mit

der Schichtdicke von 1 cm)

HPLC-System
e JASCO HPLC 2000, Flussraten: 10 mL/min mit linearem Gradienten des Puffers B
(20%, 3 Min, 20-70%, 21 Min, 70-100%, 0.5 Min und 100%, 9.5 Min) in Puffer A
(Puffer A: 0.1% TFA in H,O und Puffer B: 0.1% TFA in 95% CH;CN),
RESOURCE RPC 3ml Saule von GE Healthcare.
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5.2 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Lésungsmittel

Die Solventien wurden in den Reinheitsgraden zur Analyse (p.A.) bzw. “Chromasolv”

verwendet.

Dunnschichtchromatographie

Zur analytischen Diinnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel beschichtete
Aluminiumfolien 60 F254 der Fa. E. Merck verwendet. Die Detektion der
Chromatographiezonen erfolgte durch Fluoreszenzldschung bei 254 nm sowie durch
Eigenfluoreszenz bei 366 nm. Weiterhin wurde mit Iod oder ethanolischer KMnO4-Ldsung
angefarbt. Bei Farbgebung mit Ninhydrin-Losung in Ethanol wurde zusétzlich mit einem

Heissluftfon erhitzt.

Praparative Sdulenchromatographie

Als stationdre Phase wurde Flash-Kieselgel der Korngréfe 0,040 - 0,063 mm (Blitz)
benutzt. Als Eluentien dienten analysenreine Solventien. Die Mischungsverhéltnisse der
Losungsmittel sind fiir die jeweilige Chromatographie im Text angegeben.

Schutzgas

Als Inertgas wurde Argon (Fa. Linde) verwendet.

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Sigma-Aldrich sowie VWR

bezogen und, sofern nicht explizit angegeben, ohne weitere Reinigung verwendet.

Abkulrzungen zur Beschreibung der IR-Banden IR: Bandenstirke: vs: sehr stark, s: stark,
m: mittel, w: schwach; Bandenbreite: ohne Kennzeichnung: ~10 cm’”, B: ~50 cm™, VB:

~100 cm™.
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5.3 Hergestellte Substanzen

5.3.1 Azido-Dendrone
Die Synthese der Azido-Dendrone GO0,5 bis G2,5 basiert bis auf den Kernbaustein auf den

.. W1 Die Arbeitsvorschriften der dritten Generation und

Vorschriften von Lee et a
Einfiilhrung sowie Entfernung der Boc-Schutzgruppen wurden im Zuge der vorliegenden

Arbeit entwickelt.

1. 2-Azido-ethylamin (2)

NH

Literatur: T. Mayer, M. E. Maier, Eur. J. Org. Chem. 2007, 4711-4720.

2-Bromoethylaminhydrobromid (6,161 g, 30 mmol, leq.) werden zu einer Losung aus
Natriumazid (6,20 g, 95 mmol, 3,2eq.) in 26 mL destilliertem Wasser gegeben und auf
87 °C im Olbad unter Rithren mit Riickflusskiihler erhitzt. Nach 21 Stunden wird das
Olbad entfernt und unter Kiihlung mit einem Eisbad und leichtem Riihren werden 7,99 g
Kaliumhydroxid (142 mmol, 4,7eq.) zur Reaktionslosung in drei Portionen zugegeben.
Nach viermaliger Extraktion mit je 35 mL Diethylether werden die vereinigten
organischen Phasen mit MgSO4 getrocknet und filtriert. Bei 34 °C Badtemperatur und
760 mbar wird mit dem Rotationsverdampfer eingeengt bis man 7,26 g einer farblosen
etherischen Losung erhidlt. Das Produkt darf wegen des hohen Stickstoffgehaltes
keinesfalls isoliert werden. Explosionsgefahr! Die Ausbeute kann mittels NMR-Integralen

berechnet werden, indem man den Massengehalt des Diethylethers beriicksichtigt.

Ausbeute: 2,359 g (27,4 mmol) 2-Azido-ethylamin in 4,9 g Diethylether geldst, 91%
der Theorie (Literatur: 82%).

'H-NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 (ppm) = 1.44 (s, 2 H, NH,), 2.86-2.90 (m, 2 H,
CH,N3), 3.36 (t, 2 H, CH,NH,).

BC-NMR (75 MHz, CD>Cl): 6 (ppm) = 55.26 (s), 41.87 (s).

FT-IR 3380 (VB), 3290, 2935, 2865, 2097 (vs), 1594, 1448, 1280 cm’".
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2. Azido-G0,5-PAMAM-Dendron (3)

In 6 mL Methanol werden 1,681 g (19,5 mmol, 3,7eq.) Methylacrylat gelost und im Eisbad
gekiihlt. Getrennt davon werden 1,569 g (455 mg reines Azid (2), 5,28 mmol, leq.) einer
29%-igen etherischen 2-Azido-ethylamin-Losung in 4 mL Methanol gelost und ebenfalls
eisgekiihlt. Die Hilfte der Azid-Losung wird langsam in die eiskalte Methylacrylat-Losung
getropft und fiir 1 h geriihrt und weiter im Eisbad gekiihlt. Dann wird die andere Halfte der
Azid-Losung langsam nachgetropft und das Eisbad entfernt, sodass die Reaktionslosung
langsam Raumtemperatur annimmt und fiir ca. 20 Stunden rithrt. Nach Einengen am
Rotationsverdampfer bei 40 °C erhdlt man 1,3 g eines oOligen, gelben Rohproduktes,
welches sidulenchromatographisch gereinigt wird (Gradient 65% > 40% hex/EtOAc). Man
erhilt nach Entfernung des Losungsmittels 454 mg (1,76 mmol, 33% d. Th.) eines
farblosen Ols.

R¢ 0,68 (EtOAc:hex 1:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 3.27 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.82 (t, J = 6.9 Hz,
4H), 2.66 (t, /= 5.9 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 6.9 Hz, 4H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 172.92 (s), 53.91 (s), 51.80 (s), 49.77 (s),
49.28 (s), 32.74 (s).

FD/MS (m/z): 257,3 g/mol - berechnet: 258,3 g/mol fiir C;oH3N4O4.
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3. Azido-G1,0-PAMAM-Dendron (4)

H
N N
NS/\/ \/\[r ~ NH2

In einem 100 mL-Rundkolben mit Magnetriihrer werden 17 mL (15,3 g, 255 mmol, 31eq.)
Ethylendiamin in 2 mL Methanol gelost und unter Riithren im Eisbad gekiihlt. Der Kolben
wird mit einem Septum verschlossen und fiir 2 min. mit Argon gespiilt. Mit einer Spritze
werden langsam 2,125 g (8,23 mmol, 1 eq.) Azido-G0,5-PAMAM-Dendron (3), geldst in
4 mL Methanol, unter starkem Riihren zugetropft und das Eisbad nach Beendigung der
Zugabe entfernt. Nach 72 Stunden Riihren bei Raumtemperatur verdiinnt man die
Reaktionslosung mit 20 mL eines Losungsmittelgemisches aus MeOH:Toluol (1:9) und
engt bei 40 °C am Rotationsverdampfer ein, so dass das iiberschiissige Ethylendiamin
azeotrop entfernt wird. Diesen Vorgang wiederholt man weitere viermal und entfernt
zuletzt sukzessive Toluol durch Zugabe von Methanol und azeotroper Destillation bei
40 °C mit Unterdruck. Nach Trocknung am Hochvakuum fiir 20 Stunden erhilt man 2,59 g
(8,23 mmol, quant. Ausbeute, verunreinigt mit etwas MeOH) eines gelblichen,

hochviskosen Ols.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 7.20 (s, 2H, NH), 3.44 — 3.34 (m, 2H,
N3CH,), 3.30 (dd, J = 11.7, 5.8 Hz, 4H, CH,NHCO), 2.92 — 2.81 (m, 4H,
CH,CO), 2.81 — 2.71 (m, 4H, CH,-NH,), 2.67 — 2.57 (d, 2H, N3CH,-CH,-
N), 2.39 (dd, J = 7.6, 4.4 Hz, 4H, N-CH,-CH,CO).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 172.42 (s), 53.38 (s), 50.52 (s), 49.31 (s),
42.06 (s), 41.35 (s), 34.41 (s).

FD/MS (m/z): 314,3 g/mol - berechnet: 314,4 g/mol fiir C;,H,6NgO5.

FT-IR 596, 962, 1036, 1132, 1192, 1284, 1354, 1437, 1547 (s), 1643 (s), 2098 (vs),
2821, 2929, 3066, 3286 (B) cm’.
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4. Azido-G1,5-PAMAM-Dendron (5)

-

O<_NH
j H Q
NB/\/N\/\H/N\/\N o~
b
0" >o0"

In einem trockenen, mit Argon gespiilten, 25 mL-Rundkolben werden 3mL (2,85 g,
33,1 mmol, 33eq.) Methylacrylat in 1,5 mL trockenem Methanol geldst. Getrennt davon
werden 315 mg (1,00 mmol, leq.) Azido-G1,0-PAMAM-Dendron (4) in 2 mL Methanol
gelost und mit einer Spritze zur Methylacrylat-Losung im Argon-Gegenstrom langsam
zugetropft. Die Spritze wird nochmal mit 0,5 mL Methanol nachgespiilt und das
Reaktionsgefdl mit einem Septum unter Argon verschlossen. Man riithrt bei
Raumtemperatur fiir 5,5 Stunden und engt dann die Reaktionslosung am
Rotationsverdampfer bei 40 °C ein und erhilt 602 mg eines gelben Ols als Rohprodukt.
Mithilfe der Sdulenchromatographie wird das Produkt gereinigt (Gradient 7,5% = 15%
Methanol/Ethylacetat) und man erhdlt nach Trocknung am Hochvakuum 264 mg
(0,40 mmol, 40% d. Th.) eines farblosen Ols.

R¢ 0,62 (MeOH/EtOAc 1:4).

'H-NMR (300 MHz, CDCl5): 6 (ppm) = 6.93 (s, 2H), 3.69 (s, 12H), 3.32 (dt, = 11.4,
5.7 Hz, 6H), 2.85 (t, ] = 6.8 Hz, 4H), 2.77 (t, ] = 6.6 Hz, 8H), 2.70 (t, ] = 6.0
Hz, 2H), 2.55 (t, ] = 5.9 Hz, 4H), 2.49 — 2.35 (m, 12H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 173.05 (s), 171.90 (s), 53.09 (s), 52.97 (s),
51.66 (s), 50.04 (s), 49.26 (s), 49.20 — 49.07 (m), 37.12 (s), 33.93 (s), 32.75

(s).

FT-IR 517, 841, 1045, 1174, 1194, 1259, 1360, 1437, 1529, 1649 (s), 1732 (vs),
2098 (s), 2820, 2952, 3316 (VB) em’™.
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5. Azido-G2,0-PAMAM-Dendron (6)

Sl

NH HN

HyN

O O

NH,

In einem 100 mL-Rundkolben mit Magnetriihrer werden 10 mL (9,5 g, 158 mmol, 110eq.)
Ethylendiamin in 1,4 mL Methanol geldést und unter Rithren im Eisbad gekiihlt. Der
Kolben wird mit einem Septum verschlossen und fiir 2 min mit Argon gespiilt. Mit einer
Spritze werden langsam 0,94 g (1,43 mmol, 1 eq.) Azido-G1,5-PAMAM-Dendron (5),
gelost in 1 mL Methanol, unter starkem Riihren zugetropft und das Eisbad nach
Beendigung der Zugabe entfernt und weitere 0,6 mL Methanol zugegeben. Nach 5 Tagen
Reaktionszeit bei Raumtemperatur verdiinnt man die Reaktionslésung mit 20 mL eines
Losungsmittelgemisches aus Methanol:Toluol (1:9) und engt bei 40 °C am
Rotationsverdampfer ein, so dass das iiberschiissige Ethylendiamin azeotrop entfernt wird.
Diesen Vorgang wiederholt man weitere fiinfmal und entfernt zuletzt sukzessive Toluol
durch Zugabe von Methanol und azeotroper Destillation bei 40 °C mit Unterdruck. Nach
Trocknung am Hochvakuum fiir 45 Stunden erhélt man 1,120 g (1,43 mmol, quant.

Ausbeute, verunreinigt mit etwas MeOH) eines orange-gelben, hochviskosen Ols.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.84 (s, 2H), 7.56 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.27
(m, 14H), 2.82 (t, J = 5.8 Hz, 8H, ), 2.79 — 2.66 (m, 12H), 2.62 (t, J =
5.7 Hz, 2H), 2.52 (t, J = 5.9 Hz, 4H), 2.34 (dd, J = 9.6, 6.1 Hz, 12H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) = 173.0 (s), 172.0 (s), 54.12 (s), 53.24 (s), 52.0
(s), 50.72 (s), 50.11 (s), 42.08 (s), 41.47 (s), 38.05 (s), 34.7 (s), 34.22 (s).

FT-IR 733, 1044, 1298 (B), 1427, 1462, 1560 (s), 1639 (vs), 2100, 2828, 2334,
2362, 2927, 3075 (B), 3292 cm’.
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6. Azido-G2,5-PAMAM-Dendron (7)

H
Ng/\/N\/\g/N\/\,\g\\)J\H/\/N\/\g/O\
O NH
N o
oJ ¥

In einem Rundkolben mit Septum und Magnetriihrer werden 2,5 mL (2,375 g, 27,5 mmol,

120eq.) Methylacrylat in 1,5 mL Methanol gel6st und in einem Eisbad gekiihlt. Dazu wird
eine Losung aus 155 mg (0,20 mmol, leq.) Azido-G2,0-PAMAM-Dendron (6) in 2 mL

Methanol langsam zugetropft. Das Reaktionsgefd3 wird kurz mit Argon gespiilt und das

Eisbad ldsst man langsam auftauen, sodass die Reaktionsldsung Raumtemperatur annimmt.

Nach 9 Stunden Reaktionszeit entfernt man die fliichtigen Komponenten am

Rotationsverdampfer bei 40 °C mit Unterdruck und trocknet das Rohprodukt {iber Nacht

am Hochvakuum. Nach einer sdulenchromatographischen Trennung (Gradient 15% -

20% Methanol/DCM auf Silikagel) erhdlt man 86 mg (59 pmol, 30% d. Th.) eines

hellgelben, viskosen Ols.

Ry

"H-.NMR

FT-IR

0,6 (18% MeOH in DCM).

(300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.71 (s, 2H, NHCOimer), 7.07 (s, 4H,
NHCO ouer), 3.66 (s, 24H, OCH3), 3.28 (m, 14H, CH,N; + CH,NHCO),
2.82 (t, J = 6.6 Hz, 8H, CH,CONH,yer), 2.74 (m, 18H, N3-CH,CH>,
CH,CO,Me), 2.71 — 2.64 (m, 4H, CH,CONHiner), 2.54 (m, 12H, N-
CH,CH;NHCO nner+outer)s 243 (m, 28H, CH,CH,CO;,Me,
CH 2 CH 2 CONH inner—i—outer) .

winner“ = Dendron-Innensphére (G1.0), ,, outer “ = Dendron-Auensphire

538, 667, 731 (s), 845, 918, 1043, 1149 (s), 1178, 1198, 1255, 1365, 1437,

1539, 1645 (s), 1728 (vs), 2100, 2334, 2360 (s), 2821, 2952, 3267 (VB)

cm™.
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7. Azido-G3,0-PAMAM-Dendron (8)

In einem 50 mL Rundkolben werden 2 mL (1,8 g/mol, 30 mmol, 612 eq.) Ethylendiamin in
0,5 mL Methanol im Eisbad unter méaBigem Riihren gekiihlt. Dazu wird eine Losung aus
Azido-G2,5-PAMAM-Dendron (7) in 1,5 mL Methanol mit Hilfe einer Spritze zugetropft
und die Spritze nochmal mit 0,5 mL Methanol nachgespiilt. Man lédsst das Eisbad innerhalb
von zwei Stunden Raumtemperatur annehmen. Nach 5 Tagen Reaktionszeit verdiinnt man
die Reaktionslosung mit 20 mL eines Losungsmittelgemisches aus Methanol:Toluol (1:9)
und engt bei 40 °C am Rotationsverdampfer ein, so dass das iiberschiissige Ethylendiamin
azeotrop entfernt wird. Diesen Vorgang wiederholt man weitere viermal und entfernt
zuletzt Toluol durch Zugabe von Methanol und azeotroper Destillation bei 40 °C mit
Unterdruck. Nach Trocknung am Hochvakuum fiir 18 Stunden erhélt man 90 mg (quant.

Ausbeute, verunreinigt mit etwas MeOH) eines orange-braunen, gummiartigen Feststoffes.

'H-NMR (300 MHz, MeOD): § (ppm) = 3.44 — 3.19 (m), 3.14 — 3.01 (m), 2.86 (m),
2.74 - 2.67 (m), 2.69 — 2.54 (m), 2.42 (m), 2.26 — 2.18 (m).

BC.NMR (75 MHz, MeOD): § (ppm) = 175.70 — 174.32 (t, 14C, C=0), 79.50 (s, 1C,
N3CH,), 53.46 (d, 6C, CH;NHamia), 51.14 (s, 14C, CH,CO), 41.78 (s,
14C), 38.68 (d, 8C, CH,NHS,), 34.78 (s, 14C).

FT-IR 667, 820, 877, 1047, 1151, 1315 (s), 1382, 1479 (s), 1564 (vs), 1639 (vs),
2098, 2362, 2851 (B), 2925, 3062, 3352 (s, VB) cm’.
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8. Azido-G1,0-PAMAM-Boc,-Dendron (36)

136 mg (0,43 mmol, leq.) Azido-G1,0-PAMAM-Dendron (4) werden in 3,2 mL
Dichlormethan in einem Rundkolben mit Magnetrithrer gelost. Man gibt 312 mg
(1,29 mmol, 3eq.) Di-tert-butyldicarbonat hinzu und kiihlt die Reaktionslosung im Eisbad.
Nach Zugabe von 357 pL (489 mg, 4,83 mmol, 11 eq.) Triethylamin wird fiir 2,5 Stunden
geriihrt, wihrend man das FEisbad langsam Raumtemperatur annehmen ldsst. Die
Reaktionslosung wird dann am Rotationsverdampfer eingeengt und fiir 18 Stunden am
Hochvakuum getrocknet. Man erhilt 262 mg eines Ols als Rohprodukt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Silicagel, 15% MeOH/Ethylacetat) liegen 172 mg

(0,334 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffes vor.
R¢ 0,6 (15% MeOH in EtOAc).

'H-NMR (300 MHz, CDCI3): & (ppm) = 7.17 (s, 2H, NHmia), 5.25 (s, 2H, NHcarpamat)»
343 — 331 (m, 6H, CH:N3, CH;NHgmqa), 3.31 — 3.18 (m, 4H,
CH,NH carbamat), 2.74 (t, J = 6.0 Hz, 4H, CH,CO), 2.61 (t, ] = 5.7 Hz, 2H,
N3CH,CH,N), 2.36 (t, ] = 5.9 Hz, 4H, NCH,CH,CO), 1.43 (s, 18H, -CH3).

FD/MS (m/z): 516,1 g/mol - berechnet: M+H" 515,6 g/mol fiir C2pH43N3Os.

FT-IR 534 (B), 634, 781, 868, 978, 1038, 1167 (s), 1236, 1277, 1365, 1446, 1527
(vs), 1645, (vs), 1685 (vs), 2102, 2829, 2937 (B), 2978 (B), 3068, 3317,
3357 cm™.
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9. Azido-G2,0-PAMAM-Boc4-Dendron (37)

BocHN NHBoc

L—
O4LW\N/()§O
-/

N N NHB
N3/\/ \/\n/ \/\N/\)J\N/\/ OoC
O j\
(6] NH
NHBoc

In einem Rundkolben mit Magnetriihrer werden 102 mg (0,132 mmol, 1 eq.) Azido-G2,0-
PAMAM-Dendron (6) in 1 mL Dichlormethan und 0,3 mL Methanol geldst und im Eisbad
gekiihlt. Zu dieser Losung werden nacheinander 166 mg (0,76 mmol, 5,8eq.) Di-tert-
butyldicarbonat und 183 pL (134 mg, 1,32 mmol, 10 eq.) Triethylamin zugegeben. Das
ReaktionsgefdB wird mit einem Septum verschlossen und das Eisbad nach einer Stunde
entfernt. Man riihrt fiir weitere 40 Stunden bei Raumtemperatur und bricht die Reaktion
durch Entfernen der fliichtigen Reaktionskomponenten bei 40 °C mit Unterdruck ab. Nach
Aufreinigung durch Séulenchromatographie (Silicagel, Gradient 17% —=> 20%
Methanol/Dichlormethan) erhélt man 97 mg (83 mmol, 63%) eines farblosen Feststoffes.

R¢ 0,22 (18% MeOH in DCM).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.57 (s, 2H), 7.43 (s, 4H), 5.66 (s, 4H), 3.30
(m, 26H, N3CH,, CH;NH,mia, CH>CO), 2.76 (m, 8H), 2.65 (t, J = 5.6 Hz,
2H), 2.55 (t, 4H, NH-CH,-CH,-N), 2.38 (m, 12H, N-CH,»-CH,-CO), 1.45

(s, 36H, -CHs;).
FD/MS (m/z): 1196,6 g/mol - berechnet: M+Na' 1194,4 g/mol fiir Cs;HogN 60 4.
FT-IR 647, 782, 861, 977, 1038, 1164 (vs), 1248, 1268, 1365, 1391, 1454, 1526 (s,

B), 1644 (vs), 1687 (s), 2101, 2850, 2929, 2975, 3072, 3282 (VB) cm’.
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5.3.2 Ethinyl-Dendrone

Literatur: Modifizierte Synthesen nach J. W. Lee, B.-K. Kim, H. J. Kim, S. C. Han, W. S.
Shin, S.-H. Jin, Macromol. 2006, 39, 2418-2422.

10. Ethinyl-G0,5-PAMAM-Dendron (15.1)

o0
i

X

Eine Losung aus 2,0 g (36,3 mmol, leq.) Propargylamin in 3 mL Methanol wurde zu
20 mL (19 g, 220 mmol, 6,1eq.) Methylacrylat, welches vorher im Eisbad gekiihlt und mit
Argon gespiilt wurde, langsam zugetropft. Nach 20 Stunden Reaktionszeit wurde die
Losung am Rotationsverdampfer bei 40 °C und Unterdruck eingeengt. Man erhélt 5,67 g
eines gelben Ols als Rohprodukt. Nach Aufreinigung durch S#ulenchromatographie
(Silicagel, Gradient 40% —> 65% Ethylacetat in Hexan) konnen 2,07 g (8,96 mmol, 26%)
eines hellgelben Ols isoliert werden. Als Nebenprodukt wurde hauptsichlich
monofunktionalisierte Michael-Addukt erhalten (R¢ = 0,38, EtOAc/hex 1:1).

R; 0,69 (EtOAc/hex 1:1).

'H-NMR (300 MHz, CDCl): & (ppm) = 3.66 (s, 6H, -OCH;), 3.41 (d, ] = 2.4 Hz, 2H,
HCC-CH,-N), 2.83 (t, ] = 7.1 Hz, 4H, CH,CO), 2.46 (t, ] = 7.1 Hz, 4H, CO
CH,CH>-N), 2.19 (t, ] = 2.4 Hz, 1H, HCC-CH,).
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11. Ethinyl-G1,0-PAMAM-Dendron (16)

\/N\/WN\/\NHz
0]
In einem 100 mL-Rundkolben mit Magnetriihrer werden 6 mL (5,4 g, 90 mmol, 20eq.)
Ethylendiamin in 0,9 mL Methanol geldst und unter Rithren im Eisbad gekiihlt. Der
Kolben wird mit einem Septum verschlossen. Mit einer Spritze werden langsam 0,998 g
(4,4 mmol, 1 eq.) Ethinyl-G0,5-PAMAM-Dendron (15.1), geldst in 1 mL. Methanol, unter
starkem Riihren zugetropft. Man entfernt das Eisbad nach 1,5 Stunden Reaktionszeit und
lasst weitere 40 Stunden bei Raumtemperatur rithren. Dann verdinnt man die
Reaktionslosung mit 30 mL eines Losungsmittelgemisches aus Methanol/Toluol (1:9) und
engt bei 40 °C am Rotationsverdampfer ein, sodass das iiberschiissige Ethylendiamin
azeotrop entfernt wird. Diesen Vorgang wiederholt man weitere viermal und entfernt
zuletzt sukzessive das Toluol durch Zugabe von Methanol und azeotroper Destillation bei
40 °C mit Unterdruck. Nach Trocknung am Hochvakuum fiir 23 Stunden erhilt man 1,29 g

(4,4 mmol, quant. Ausbeute, verunreinigt mit etwas MeOH) eines gelben viskosen Ols.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.22 (s, 2H, NHamia), 3.41 (d, J = 2.3 Hz, 2H,
HCC-CH,-N), 3.28 (dt, J = 11.6, 5.7 Hz, 4H, CH,-NHCO), 2.82 (m, 8H,
CH,-NH,, CH,-CONH), 2.37 (m, 4H, CH,-N), 2.21 (t, J = 2.3 Hz, 1H,
HCC-CH,), 1.55 (s, 4H, -NH>).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) = 172.31 (s), 77.63 (s), 73.64 (s), 49.53 (s),
42.02 (s), 41.62 (s), 41.43 (s), 34.05 (s).

FT-IR 536, 582, 667 (B), 935, 1032, 1122, 1190, 1244, 1360, 1433, 1547,
1641 (vs), 2837, 2929, 3066, 3282 (VB) cm™.
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12. Ethinyl-G1,5-PAMAM-Dendron (16.1)
o~ o~
O%\L J/&O
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O;/NH

(0]
H
\/N\/\[(N\/\N/\)ko/
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Oio/

Es werden 351 mg (4,08 mmol, 12eq.) Methylacrylat in einem Rundkolben mit
Magnetriihrer im Eisbad gekiihlt und mit Argon gespiilt. Dazu tropft man langsam eine
Losung von 101 mg (0,40 mmol, leq.) Ethinyl-G1,0-PAMAM-Dendron (16) in 0,3 mL
Methanol im Argon-Gegenstrom zu und lidsst das Eisbad Raumtemperatur annehmen.
Nach 53 Stunden Reaktionszeit wurde die Losung am Rotationsverdampfer bei 40 °C und
unter Unterdruck eingeengt. Nach Aufreinigung durch Sdulenchromatographie (Silicagel,

15% Methanol in Ethylacetat) erhilt man 145 mg (0,231 mmol, 68%) eines hellgelben Ols.
Ry 0,59 (MeOH/EtOAc 1:4).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.10 (s, 2H, NH), 3.67 (s, 12H, -OMe), 3.46
(d, J = 2,4 Hz, 2H, HCC-CH>-N), 3.29 (dt, J = 11.5, 5.6 Hz, 4H, CH,-
NHCO), 2.85 (t, J = 6.6 Hz, 4H, CH,CONH), 2.76 (t, J = 6.7 Hz, 8H, ,
CH>CO,Me), 2.54 (t, J = 5.9 Hz, 4H, NCH,-CH,-NHCO), 2.41 (m, 12H),
2.19 (t, 1H, J = 2,4 Hz, HCCCH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) = 173.21 (s), 172.03 (s), 77.46 (s), 77.37 (s),
73.51 (s), 53.16 (s), 51.80 (s), 49.56 (s), 49.44 (s), 37.24 (s), 34.04 (s), 32.89

().

FD/MS (m/z): 628,4 g/mol - berechnet: M+H" 628,7 g/mol fiir M: C9H49N50 .
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13. Ethinyl-G2,0-PAMAM-Dendron (17)

\/NWH\AN/\)OLN/\/NHZ
0 j\ H
0”7 "NH
.
Eine Losung aus 603 mg (0,961 mmol, leq.) Ethinyl-G1,5-PAMAM-Dendron (16.1) in
0,7 mL Methanol werden zu einer eiskalten Losung aus 2,4 mL (2,31 g, 38 mmol, 40 eq.)
Ethylendiamin in 0,3 mL Methanol im Argon-Gegenstrom zugetropft und dabei geriihrt.
Das Eisbad nimmt innerhalb von 1,5 Stunden Raumtemperatur an. Nach 72 Stunden
Reaktionszeit verdiinnt man mit 5 mL Methanol und engt die Reaktionslésung bei 40 °C
und bei Unterdruck ein. Dann verdiinnt man die Reaktionslosung mit 30 mL eines
Losungsmittelgemisches aus Methanol/Toluol (1:9) und engt bei 40 °C am
Rotationsverdampfer ein, so dass das iiberschiissige Ethylendiamin azeotrop entfernt wird.
Diesen Vorgang wiederholt man weitere fiinfmal und entfernt zuletzt Toluol durch Zugabe
von Methanol und azeotroper Destillation bei 40 °C mit Unterdruck. Nach Trocknung am
Hochvakuum fiir 20 Stunden erhdlt man 737 mg (0,96 mmol, quant. Ausbeute,

verunreinigt mit etwas MeOH) eines gelben hochviskosen Ols. Man bewahrt das Produkt

unter Argon bei -18 °C auf.

'H-NMR (300 MHz, CDCls):  (ppm) = 7.88 (t, 2H), 7.54 (t, 4H), 3.43 (d, ] = 2.2 Hz,
2H), 3.27 (m, 12H), 2.81 (m, 12H), 2.73 (t, 8H), 2.51 (t, J = 5.8 Hz, 4H),
2.35 (m, 12H), 2.21 (t, J = 2,2 Hz, 1H), 1.64 (s, SH).
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14. Ethinyl-G2,5-PAMAM-Dendron (17.1)
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Eine Losung aus 453 mg (0,612 mmol, 1 eq.) Ethinyl-G2,0-PAMAM-Dendron (17) in
2 mL Methanol wird in eine Mischung aus 3 mL (2,85 g, 33,1 mmol, 54 eq.) Methylacrylat
und 1 mL Methanol unter Eiskiihlung und starkem Riihren zugetropft. Man ldsst das
Eisbad innerhalb von 2 Stunden Raumtemperatur annehmen und riihrt fiir weitere
18 Stunden. Nach Einengen bei 40 °C und vermindertem Druck liegen 825 mg eines
gelben Rohproduktes vor, welches sdulenchromatographisch aufgereinigt wird (Silicagel,
Gradient 15% = 22% Methanol/Dichlormethan). Nach Trocknung am Hochvakuum erhélt
man 501 mg (351 umol, 57%) eines hellgelben viskosen Ols.

R¢ 0,63 (18% MeOH in DCM).

'H.NMR (300 MHz, CD,CL,): § (ppm) = 7.70 (s, 2H), 7.01 (s, 4H), 3.65 (s, 24H),
3.47 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 3.25 (m, 12H), 2.76 (m, 28H), 2.60 (broad s, 4H),
2.52 (t, 8H), 2.38 (m, 28H), 2.26 (1, J = 2.2 Hz, 1H).

BC-NMR (75 MHz, CD,Cl,): & (ppm) = 173.56 (s), 172.46 (s), 73.73 (s), 53.49 (s),
52.04 (s), 50.58 (s), 50.01 (s), 49.84 (s), 37.71 (s), 34.41 (s), 33.25 ().

FD/MS (m/z): 1429,7 g/mol - berechnet: M+H" 1429,7g/mol fiir M: CgsH 13N 1305,.

MALDI-TOF (m/z): 1428 g/mol - berechnet: M" 1428,7g/mol fiir M: CgsH 13N 1305,.
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15. Ethinyl-G3,0-PAMAM-Dendron (18)
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In einem 10 mL-Rundkolben mit Magnetriihrer werden 2,5 mL (2,38 g, 40 mmol, 274eq.)
Ethylendiamin in 0,4 mL Methanol geldst und unter Riithren im Eisbad gekiihlt. Der
Kolben wird mit einem Septum verschlossen. Mit einer Spritze werden langsam 0,209 g
(0,146 mmol, 1 eq.) Ethinyl-G2,5-PAMAM-Dendron (17.1), geldst in 2,5 mL Methanol,
unter starkem Riihren zugetropft. Nach 1,5 Stunden Reaktionszeit ist die Reaktionslosung
orange gefirbt und man entfernt das Eisabad. Es wird weitere 40 Stunden bei
Raumtemperatur  gerithrt und dann die Reaktionslosung mit 15 mL eines
Losungsmittelgemisches aus Methanol/Toluol (1:9) verdiinnt. Man engt bei 40 °C am
Rotationsverdampfer ein, so dass das iiberschiissige Ethylendiamin azeotrop entfernt wird.
Diesen Vorgang wiederholt man weitere viermal und entfernt zuletzt sukzessive das Toluol
durch Zugabe von Methanol und azeotroper Destillation bei 40 °C mit Unterdruck. Nach
Trocknung am Hochvakuum fiir 23 Stunden erhdlt man 251 mg (146 mmol, quant.

Ausbeute, verunreinigt mit etwas MeOH) eines gelben, hochviskosen Ols.

'H-NMR (700 MHz, MeOD): & (ppm) = 3.48 (s, 2H), 3.26 (m, 28H), 2.80 (m, 28H),
2.74 (m, 16H), 2.59 (m, 2H), 2.38 (m, 28H), 2.21 (t, 1H).

BC.NMR (176 MHz, MeOD): § (ppm) = 175.20 (s), 174.78 (s), 174.42 (s), 78.46 (s),
53.46 (d, J = 11.6 Hz), 51.13 (s), 50.73 (s), 49.85 (), 42.84 (s), 42.23 (s),
42.01 (s), 38.62 (s), 35.01 (s), 34.80 (s).
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16. Lysin Dendron: Azido-G1,0-PAMAM-(L-LysinNHBoc)NHBoc), (23)
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Es werden 218,6 mg (0,696 mmol, leq.) Azido-G1,0-PAMAM-Dendron (4) in 2 mL
Dimethylformamid geldst und der Kolben mit Argon gespiilt. Dazu werden im Argon-
Gegenstrom 813 mg (1,738 mmol, 2,5eq.) N2,N6-Bis-(tert-butoxycarbonyl)-L-lysine-(4-
nitrophenyl)ester (,,BocLys(Boc)oNp*), gelost in 1,0 mL DMF, zugegeben. Es tritt eine
leichte Gelbfarbung auf. Man gibt 106 pL (77,4 mg, 0,76 mmol, 1,1eq.) Triethylamin zu
und beobachtet eine verstirkte Gelbfarbung. Nach 18 Stunden Riihren unter Argon gibt
man 271 pL (218 mg, 2,48 mmol, 3,57eq.) N,N-Dimethylethylendiamin (CAS 108-00-9)
hinzu, um das unreagierte Lysin zu deaktivieren und wasserloslich zu machen. Nach drei
Stunden Reaktionszeit wird mit 160 mL Ethylacetat verdiinnt und die Reaktionslosung in
einen Scheidetrichter tiberfiihrt. Man wéscht nacheinander mit Natriumhydrogencarbonat
(1 M, 3x 70 mL), halbgesittigter Kaliumcarbonat-Losung (4x 70 mL), destilliertem Wasser
(100 mL) und Natriumchlorid-Lésung (100 mL). Nach Trocknung unter MgSO4 wird
filtriert und im Vakuum eingeengt. Nach Trocknung im Hochvakuum fiir zwei Stunden

erhdlt man 481 mg (0,495 mmol, 72% Ausbeute).

'H-NMR (300MHz, CDCls): 6 (ppm) = 7.47 (s, 2H, NHCO), 7.30 (s, 2H, NHCO),
5.58 (broad s, 2H, NHBoc), 4.83 (broad s, NHBoc, 2H), 4.09 (m, broad s,
2H, alphaCH), 3.37 (m, 10H, CH,-N3, CH,-NHCO), 3.14 — 2.99 (m, 4H,
CH,-NHBoc), 2.90 — 2.53 (m, 4H, CH,-CON), 2.37 (t, J = 5.9 Hz, 4H,
CH,-N), 1.74 (broad s, 2H, Lys-Seitenkette), 1,63(broad s, 2H, Lys-
Seitenk.), 1,50 (q, 4H, Lys-Seitenk.), 1.42 (d, 22H, Boc).

BC.NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) = 173.43 (s), 172.99 (s), 156.23 (s), 155.96 (s),
79.82 (s), 79.04 (s), 70.54 (s), 54.66 (s), 49.15 (s), 40.02 (s), 39.97 — 39.88
(m), 38.93 (s), 34.03 (s), 32.43 (s), 29.58 (s), 28.41 (d), 22.71 (s).
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MALDI-TOF (m/z): 971,3 g/mol und Abbauprodukte mit -(n88) g/mol (n = 1, 2) -
berechnet: M ": 971,2 g/mol fiir M: C44Hg,N201,. Jeweils auch die Peaks

fiir das Kalium- und Natriumsalz (+ 39 bzw. +23 g/mol)

17. Ethinyl-G1,0-PAMAM-Boc,-Dendron (43)

NHBoc

O;/NH
\\\/N\/\[(H\/\NHBOC

O
100 mg (0,353 mmol, leq.) Ethinyl-G1,0-PAMAM-Dendron (16) werden in 2 mL
Dichlormethan und 0,5 mL Methanol in einem Rundkolben mit Magnetriihrer geldst. Man
gibt 230 mg (1,06 mmol, 3eq.) Di-fert-butyldicarbonat hinzu und kiihlt die
Reaktionslosung im FEisbad. Nach Zugabe von 294 pL (214 mg, 2,11 mmol, 6eq.)
Triethylamin wird flir 18 Stunden geriihrt, wéihrend man das Eisbad langsam
Raumtemperatur annehmen l4sst. Die Reaktionslosung wird dann am Rotationsverdampfer
bei vermindertem Druck und 40 °C eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Silicagel, Gradient 12% = 17% MeOH in DCM) erhilt man 123 mg (0,254 mmol, 72%)

eines farblosen Feststoffes.
Rs 0,69 (10% MeOH in DCM).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 (ppm) = 5.36 (s, 2H), 3.41 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.39 —
3.30 (m, 4H), 3.24 (m, 4H), 2.81 (t, J = 5.9 Hz, 4H), 2.35 (t, ] = 5.9 Hz, 4H),
2.21 (t,J=2,3 Hz, 1H), 1.43 (s, 18H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;): & (ppm) = 172.67 (s), 156.84 (s), 79.48 (s), 77.27 (s),
73.77 (s), 49.38 (s), 40.98 (s), 40.30 (s), 40.04 (s), 33.67 (s), 28.42 (s).

FD/MS (m/z): 484,7 g/mol - berechnet: M+H" 484,6 g/mol fiir C»3H4;N5Os.
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18. Ethinyl-G2,0-PAMAM-Boc,-Dendron (43.1)
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Es werden 284 mg (0,384 mmol, 1 eq.) Ethinyl-G2,0-PAMAM-Dendron (17) in 2 mL
eines Losungsmittelgemisches aus Dichlormethan/Methanol (7:3) gelost und im Eisbad
gekiihlt. Zu dieser Losung werden nacheinander 472 mg (2,162 mmol, 5,6eq.) Di-tert-
butyldicarbonat und 544 pL (397 mg, 3,93 mmol, 10,2eq.) Triethylamin zugegeben. Das
Reaktionsgefdl wird mit einem Septum verschlossen und das Eisbad nach einer Stunde
entfernt. Man rithrt fiir weitere 70 Stunden bei Raumtemperatur und bricht die Reaktion
durch Entfernen der fliichtigen Reaktionskomponenten bei 40 °C mit vermindertem Druck
ab. Nach Aufreinigung durch Sdulenchromatographie (Silicagel, Gradient 15% > 22%
Methanol/Dichlormethan) erhdlt man 216 mg (0,189 mmol, 67%) eines farblosen
Feststoffes.

R¢ 0,25 (20% MeOH in DCM).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.63 (s, 2H, NHinner), 7.41 (s, 4H, NH yyier),
5.72 (s, 4H, NHgo.), 3.44 (d, T = 2.0 Hz, 2H), 3.36 — 3.12 (m, 20H,
CH,NH), 2.78 (t, ] = 6.0 Hz, 4H, CH,COjionner), 2.71 (t, J = 5.8 Hz, 8H,
CH,COouer), 2.52 (t, T = 5.8 Hz, 4H, NHCH,CH,N(CH,),), 2.33 (t, J = 5.8
Hz, 12H, COCH,CH,N), 2.27 (s, 1H), 1.41 (s, 36H, -CH3).

FD/MS (m/z): 1142,4 g/mol, 1164,5 g/mol, 1181,6 g/mol - berechnet: M+H"
1141,4 g/mol, M+Na" 1163,4 g/mol, M+K" 1179,5 g/mol fiir M:
Cs3Ho7N13014.
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19. Ethinyl-G3,0-PAMAM-Bocs-Dendron (43.2)
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In einem 10 mL-Rundkolben mit Magnetrithrer wurden 65 mg (39umol, 1 eq.) Ethinyl-
G3,0-PAMAM-Dendron (18) in 0,5 mL Methanol und 0,5 mL Dichlormethan gelost. Es
werden nacheinander 180 mg (82 umol, 20 eq.) Di-tert-butyldicarbonat und 81 pL (60 mg,
0,59 mmol, 15 eq.) Triethylamin zugegen und an der Luft fiir 22 Stunden geriihrt. Man
engt bei 40 °C und vermindertem Druck ein und reinigt sdulenchromatographisch auf
(Silicagel, 4% Wasser, 16% Dichlormethan in Methanol). Als Produkt erhélt man 14 mg
(6 umol, 14%) eines hellgelben Feststoffes.

MALDI-TOF (m/z): 2454 g/mol und Abbauprodukte mit -(n88) g/mol (n = 1, 2, 3, 4) -
berechnet: M+I 2454 g/l’l’lOl fir M: C113H209N29030.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.95 (s, 2H, NHgi), 7.58 (broad, 6H,
NHaa:63), 5.85 (broad s, 4H, NHg,.), 3.45 (s, 1H, CH,CCH), 3.40 — 3.24
(m, 44H), 2.90 — 2.63 (m, 28H), 2.53 (s, 12H), 2.36 (m, 28H), 2.24 (s, 2H,
CH,CCH), 1.42 (s, 81H, CH3 goc).
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5.3.3 Monosulfon-Peptid-Linker

Die Vorschriften dieser Synthesen wurde durch Anne Pfisterer entwickelt und sind Teil
Ihrer Doktorarbeit. Die Disulfid-Linker 28 und 29 wurden im Rahmen dieser Arbeit nach
dem angegeben Syntheseplan aus Kapitel 3.2 ausgehend vom 4-lodacetophenon 30
nachsynthetisiert. Die Ergebnisse (Ausbeuten und Charakterisierungen) stimmen mit denen

[111

von Anne Pfisterer (Weil, Miillen ez al.) "' iiberein.

5.3.4 Dendritische Monosulfon-Interkalatoren

20. Monosulfon-Linker-ethinyl-G1,0-PAMAM-Boc,-Dendron (46)
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In einem ausgeheizten, mit Argon befiillten Schlenkkolben werden 99 mg (205 umol, leq.)
Ethinyl-G1,0-PAMAM-Boc,-Dendron (43) und 1,6 mL trockenem Tetrahydrofuran gelost.
Dazu gibt man nacheinander 94 mg (221 umol, 1,07eq.) lod-Monosulfon (28), 9 mg (23,6
umol, 0,1 eq.) Kupfer(Il)-iodid und 0,4 ml Triethylamin. Die Reaktionslésung wird in
flissigem Stickstoff abgekiihlt, am Hochvakuum entgast und wieder unter einer
Argonatmosphire wieder aufgetaut. Man wiederholt diesen Vorgang weitere zweimal. Im
Argongegenstrom werden 11 mg (15,6 pmol, 0,07eq.) Bis-(triphenylphosphin)palladium-
(IT)-chlorid zugegen und zweimal unter Stickstoffkiihlung evakuiert. Dann wird unter
Argonatmosphére geriihrt und man beobachtet nach etwa 15 Minuten einen Farbwechsel
von orange bis dunkel-braun. Nach 12 Stunden Reaktionszeit wird mit 12mL
Dichlormethan verdiinnt und man wéscht mit Natriumhydrogencarbonat (1 M, 3 x 12 mL),

Wasser (1 x 20 mL) und gesittigter NaCl-Losung (1 x 10 mL). Es wird iiber MgSOg4
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getrocknet, filtriert und bei 40 °C mit vermindertem Druck eingeengt. Eine
sdulenchromatographische Aufreinigung (Silicagel, Gradient 5% => 10% Methanol in
Dichlormethan) ergibt 100 mg (128 umol, 63%) eines hellgelben Feststoffes.

R¢ 0,57 (8% MeOH in DCM).

high-res ESI/MS (m/z): 782,3772 g/mol (100%), 783,3849 g/mol (37%), 784,3876 g/mol
(11%) — berechnet: M+H": 782,3799 g/mol (100%), 783,3832 g/mol (43%),
784,3866 (9%) fiir M: C40H55N5098.

MALDI-TOF (m/z): 783 g/mol, 821 g/mol — berechnet: M+H": 783 g/mol, M+K"
821 g/mol fir M: C40H55N509S.

FD/MS (m/z): 782,2 g/mol - berechnet: M 782,0 g/mol, fiir M: C49HssNsOoS.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): § (ppm) = 7.77 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.45 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.23 (s, 1H, Hojefin),
5.97 (s, 1H, Hopeqin), 5.38 (t, 2H, NHCOO), 4.32 (s, 2H, SO,CH,), 3.65 (s,
2H, CC-CH,N), 3.44 — 331 (m, 4H, CH>NHmiq), 3.26 (m, 4H, CH,CO),
2.88 (t, J = 5.8 Hz, 4H, CH>NHearpamat), 2.45 — 2.33 (m, SH, Ph-CH;,
(CH>):NCH,), 1.43 (s, 18H, CHj poc).

BC.NMR (75 MHz, CDCI3): § (ppm) = 193.98 (), 172.67 (s), 156.88 (s), 145.06 (s),
135.94 (s), 135.74 (), 135.54 (s), 133.69 (s), 131.58 (s), 130.17 (s), 129.87
(s), 129.65 (s), 128.32 (s), 127.26 (5), 79.50 (s), 57.91 (s), 49.73 (s), 49.59
(s), 40.30 (s), 40.11 (s), 33.81 (s), 28.43 (s, CHa poc), 23.50 (s), 21.65 (s).

FT-IR 520 (vs), 667, 708, 796, 843, 955, 987, 1151, 1250, 1315, 1365, 1454, 1522,
1658, 2335, 2362, 2931, 2978, 3080, 3315 (B) cm™.
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21. Monosulfon-Linker-ethinyl-G1,0-PAMAM-Dendron-TFA-Salz (47)
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In einem 10 mL-Rundkolben werden 17 mg (21,7 umol, leq.) (46) in 1,7 mL eines
Losungsmittelgemisches aus Trifluoressigsdure/Dichlormethan (1:1) geldst und fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird bei 40 °C und
vermindertem Druck eingeengt und fiir drei Stunden am Hochvakuum getrocknet. Man
erhilt 20 mg (quant. Ausbeute) eines hellgelben Feststoffes, welcher in Methanol, aber
nicht in Dichlormethan I6slich ist. Nach zwei Tagen Aufbewahrung bei Raumtemperatur in
methanolischer Losung sind keine Abbauprodukte oder intermolekulare Addukte durch

NMR-Spektroskopie erkennbar.

'H-NMR (300 MHz, MeOD): & (ppm) = 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.75 — 7.65 (m, 4H),
7.43 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.13 (s, 1H, Holefin), 5.93 (s, 1H, Hyjefin), 4.55 (s,
2H), 4.46 (s, 2H), 3.67 (t, ] = 6.4 Hz, 4H), 3.51 (t, ] = 5.8 Hz, 4H), 3.10 (t, J
= 5.8 Hz, 4H), 2.89 (t, ] = 6.3 Hz, 4H), 2.43 (s, 3H, Ph-CH}).
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22. Monosulfon-Linker-ethinyl-G3,0-PAMAM-Bocg-Dendron (48)
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In einem ausgeheizten, mit Argon befiillten Schlenkkolben werden 71 mg (162 pmol, 3eq.)
Iod-Monosulfon 28 und 4 mg (9,8 pmol, 0,2 eq.) Kupfer(I)-iodid eingewogen und drei Mal
evakuiert und mit Argon geflutet. Getrennt davon werden 131 mg (53,4 pmol, leq.)
Ethinyl-G3,0-PAMAM-Boc,-Dendron (43.2) in 2 mL trockenem Tetrahydrofuran, 1 mL
Dichlormethan und 0,6 mL Triethylamin gelost. Die Losung injiziert man im Argon-
Gegenstrom in den Schlenkkolben und kiihlt mit fliissigem Stickstoff ab. Am Hochvakuum
wird das Reaktionsgefdll entgast und wieder unter einer Argonatmosphire aufgetaut. Man
wiederholt diesen Vorgang zwei weitere male. Im Argongegenstrom werden 4 mg (6
umol, 0,11eq.) Bis-(triphenylphosphin)palladium-(II)-chlorid zugegen und zweimal unter
Stickstoffkiihlung evakuiert. Dann wird unter Argonatmosphire gerithrt und man
beobachtet nach etwa 18 Stunden einen Farbwechsel von orange bis dunkel-braun. Nach
26 Stunden Reaktionszeit wird mit 40 mL Dichlormethan verdiinnt und man wéscht mit
Salzsdure (1 M, 3 x 50 mL), Wasser (1 x 20 mL) und geséttigter NaCl-Loésung (1 x 20
mL). Es wird tiber MgSO, getrocknet, filtriert und bei 40 °C mit vermindertem Druck
eingeengt. Man erhdlt 161 mg eines braunen Feststoffes als Rohprodukt, welcher nicht

weiter aufgereinigt wurde. Daher wurde keine Ausbeute berechnet.
R¢ ~0,05 (60% MeOH, 2% Wasser in DCM).

MALDI-TOF (m/z): 2282 g/mol, 2754 g/mol, 2734 g/mol, 2646 g/mol, 2562 g/mol, 2474
g/mol — berechnet: M+Cu': 2816 g/mol, M" 2752 g/mol fiir M:
C130H223N290338.
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23. Monosulfon-Linker-azido-G1,0-PAMAM-Boc,-Dendron (39)
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In einem Schlenkkolben werden 20 mg (39 pmol, leq.) Azido-G1,0-PAMAM-Boc;-
Dendron (36) in 0,4 mL Acetonitril gelost, mit fliissigem Stickstoff gefroren und evakuiert.
Im Argongegenstrom werden nacheinander 13,9 mg (43 pmol, 1,1eq.) Ethinyl-Monosulfon
(29), 0,1 mL Dichlormethan, 1,36 pL (1,25 mg, 11,7 umol, 0,3eq.) 2,6-Lutidin und eine
Mikrospatelspitze (ca. 1mg, 0,06 eq.) Tetrakis(acetonitril)kupfer(l)-hexafluorophosphat
zugegeben. Man erhitzt unter Riihren fiir eine Stunde im Olbad auf 70 °C und engt dann
die Reaktionslosung bei 40 °C und vermindertem Druck ein. Nach Aufreinigung durch
Séulenchromatographie (Silicagel, 15% Methanol in Ethylacetat) erhdlt man 29 mg (34

umol, 88%) eines farblosen Feststoffes.
Ry 0,45 (15% MeOH in EtOAc)

FD/MS (m/z): 840,7 g/mol, 862,8 g/mol - berechnet: M+H" 840,0 g/mol,
M+Na" 862,0 g/mol fiir M: C4;HsgNgOoS.

'H-NMR (300 MHz, CDCI3): § (ppm) = 8.07 (s, 1H, Hyiazo1), 7.91 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
7.83 —7.72 (m, 4H), 7.32 (d, ] = 8.0 Hz, 2H), 6.60 (s, 2H, NH,miq), 6.22 (s,
1H, Hyjefin), 6.03 (s, 1H, Hojefin), 5.26 (s, 2H, NHCO3 carpamat), 4.53 — 4.40 (4,
2H, triazol-CH,), 4.34 (s, 2H, CH,-SO,), 3.08 (d, J = 6.7 Hz, 8H,
CH,NH,ig. CHNHCO3 carpamat), 3.01 — 2.89 (t, 2H, triazol-CH,CH,-N),
2.79 — 2.65 (t, 4H, CH,CO), 2.40 (s, 3H, Ph-CH3), 2.30 — 2.15 (m, 4H,
N(CH,)»), 1.40 (s, 18H, CH;3 poc).

BC.NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) = 194.0 (s), 145.1 (s), 135.9 (t), 134.8 (s), 133.4
(s), 130.5 (s), 129.9 (s), 128.3 (s), 125.1 (s), 79.5 (s), 77.2 (s, teilweise von
CDCl; verdeckt), 58.1 (s), 53.8 (s), 50.0 (s), 48.4 (s), 40.4 (s), 39.5 (s), 34.2
(s), 28.3 (s), 21.5 (s).
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24. Monosulfon-Linker-azido-G2,0-PAMAM-Boc4-Dendron (40)
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In einem Schlenkkolben mit Magnetriihrer werden 142 mg (121 umol, leq.) Azido-G2,0-
PAMAM-Boc4-Dendron (37) und 44 mg (136 umol, 1,1 eq.) Ethinyl-Monosulfon (29) in 3
mL Acetonitril und 1,5 mL Dichlormethan gelost. Es werden 5 pL (4,3 mg, 36 pmol, 0,3
eq.) 2,6-Lutidin zugegeben und bei Raumtemperatur dreimal entgast (bis zum Sieden der
Losemittel) und mit Argon geflutet. Im Argongegenstrom werden 4,2 mg (11 pmol, 0,09
eq.) Tetrakis(acetonitril)kupfer(I)-hexafluorophosphat zugegeben und das Reaktionsgefdl3
verschlossen. Man beobachtet eine Griinfirbung bereits nach 10 min Reaktionszeit. Es
wird im Olbad fiir 60 min auf 70 °C erhitzt und dann ldsst man weitere 10 Stunden bei
Raumtemperatur rithren. Nach Beendigung der Reaktion wird mit 30 mL Dichlormethan
verdiinnt und mit NaHCOs3 (0,7 M, 3 x 10 mL), Wasser (1 x 20 mL) und geséttigter NaCl-
Losung (1 x 20 mL) gewaschen. Man trocknet iber MgSQOy, filtriert den Feststoff ab und
entfernt die Losungsmittel bei 40 °C und vermindertem Druck. Nach einer
Séulenchromatographie (Silicagel, Gradient 13% => 23% MeOH in DCM) erhélt man
102 mg (68 mmol, 56%) eines farblosen Feststoffes.

R¢ 0,21 (18% MeOH in DCM).

high-res ESI/MS (m/z): 1517,8171 g/mol (100%), 1518,8258 g/mol (90%), 1519,8469
g/mol (31%), 1520,8556 — berechnet: M+Na': 1517,8166 g/mol (100%),
1518,8200 g/mol (76%), 1519,8233 (29%), 1520,8267 (7%) fir M:
Ca0HssNsOgS.

MALDI-TOF (m/z): 1497 g/mol, 1535 g/mol — berechnet: M+H": 1496 g/mol, M+K"
1534 g/mol fiir M: C4HssN5OgS.
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(m/z): 1518,6 g/mol - berechnet: M+Na' 1518 g/mol, fir M: C4oHssNsOoS.

(300 MHz, CD,Cl,): & (ppm) = 8.38 (s, 1H, Hiriazo1), 7.98 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 7.79 (m, 4H), 7.47 (broad, 6H, NHania), 7.39 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.08
(s, 1H, Hoiefin), 5.99 (s, 1H, Hokesin), 5.71 (s, 4H, NHgo), 4.52 (s, 2H,
Triazol-CH>), 4.34 (s, 2H, CH,S0,), 3.26 (m, 12H, CH;NHmiq), 3.18 (d, J
= 47 Hz, 10H, CH>NHeubama, Triazol-CH,CH,N), 2.96 (s, 4H,
NHCH,CH;N), 2.75 (s, 12H, CH,CO), 2.44 (s, 3H, Ph-CH3), 2.36 (s, 8H,
NCH,CH,COoyter), 2.27 (s, 4H, NCH,CH>COjpner), 1.40 (s, 36H, -CH3 poc).

544, 667, 710 (s), 796, 860, 955 (s), 1039, 1167 (vs), 1250, 1365, 1454,
1525 (s), 1645 (vs), 1685, 2330, 2362, 2827, 2978, 3084, 3300 (VB) cm™.

25. Monosulfon-Linker-azido-G2,0-PAMAM-Dendron-TFA-Salz (42)
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Zu 27 mg (18 pumol, leq.) gibt man 1 mL einer Mischung aus Trifluoressigsdure (0,5 mL,

0,74 g) und Dichlormethan (1:1). Man riihrt fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur und

entfernt danach bei 40 °C und vermindertem Druck die fliichtigen Komponenten. Man

erhilt 44 mg (quant. Ausbeute) eines farblosen Feststoffes welcher in Methanol und

Wasser, aber nicht in Dichlormethan 16slich ist.

'"H-.NMR

(300 MHz, MeOD): 8 (ppm) = 8.67 (s, 1H, Hyiazo1), 8.04 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.86 (m, 4H), 7.48 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.09 (s, 1H, Hoiefin), 6.00 (s, 1H,
Hefin), 5.05 (NHCO), 4.50 (s, 2H, SO,CH»), 3.96 (NHCO), 3.59 (s, 8H),
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3.49 (t, J = 5.9 Hz, 16H), 3.36 (4H), 3.09 (t, J= 5.8 Hz, 8H), 2.91 — 2.67 (m,
12H), 2.47 (s, 3H, Ph-CHs).

MALDI-TOF (m/z): 1095 g/mol, 1117 g/mol — berechnet: M": 1095 g/mol,
M+Na" 1118 g/mol fiir M: Cs;Hg,N1606S.

5.3.5 Peptid-Modifikationen

26. Allgemeine VVorschrift zur Dendronisierung von 14-Somatostatin

Somatostatin (leq.) und Tris(carboxyethyl)phosphin (TCEP) (2eq.) werden einer
Mischung aus Acetonitril (oder DMF) und wissrigem PBS-Puffer (pH 6,2, 0,05 M) (2:3)
gelost. Dazu gibt man das Monosulfon-Dendron (leq.) und inkubiert fiir mindestens 24
Stunden. Es konnen hierbei direkt Proben fiir die massenspektroskopische Untersuchung
entnommen werden. Nach Detektion eines Produkt-Signals wird die Reaktionslosung am
Gefriertrockner eingeengt und man erhélt einen farblosen Feststoff, welcher hauptsichlich
aus Salzen der Pufferlosung besteht. Fiir die Aufreinigung durch HPLC 16st man den
Feststoff in 2 mL MeCN:Wasser (1:4) und zentrifugiert ungeloste Reste ab. Der Uberstand

wird auf die HPLC-Séule aufgetragen und nach der oben beschriebenen Methode eluiert.

27. Allgemeine Vorschrift zur Dendronisierung der RGDC-Peptid-Sequenz

Das RGDC-TFA-Salz (4eq.) und das Monosulfon-Dendron (leq.) werden einer Mischung
aus DMF, Acetonitril und wissrigem PBS-Puffer (pH 6,2, 0,05 M) (8:1:1) gelost. Man
inkubiert fiir mindestens 24 Stunden. Die Reaktionslosung wird am Gefriertrockner
eingeengt und man erhélt einen farblosen Feststoff, welcher hauptsédchlich aus Salzen der
Pufferlosung besteht. Fiir die Aufreinigung durch HPLC 16st man den Feststoff in 2 mL
MeCN:Wasser (1:4) und zentrifugiert ungeldste Reste ab. Der Uberstand wird auf die

HPLC-S4ule aufgetragen und nach der oben beschriebenen Methode eluiert.
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