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Dendritische Polymere

Reversible Vernetzung von hyperverzweigten
Polymeren: eine Strategie zur kombinatorischen
Dekorierung multivalenter Geriiste**
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Funktionale Polymere im Nanometerbereich konnen biome-
dizinische Prozesse wie die Immunisierung, Transfektion,
Adhizsion und Wirkstoff-Aufnahme steuern.'! Multivalente
Gertiste, darunter lineare oder verzweigte Polymere und
Dendrimere, waren besonders niitzlich in solchen Anwen-
dungen.”) Die Polymere wurden fiir die mehrfache Priisenta-
tion einzelner Liganden zur Verstdrkung schwach affiner
Bindungen verwendet.”! Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass dendritische Strukturen in vivo wesentlich
stabiler gegen Proteolyse waren als die entsprechenden
monovalenten Liganden.™
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Wihrend einfache, nichtdekorierte Polymere leicht zu-
ginglich sind,” ist die Synthese chemisch modifizierter
Polymere mit spezifischer biologischer Aktivitdt sehr viel
aufwiéndiger. Die Synthese an l6slichen Polymeren wurde
zwar eingehend untersucht,”! erwies sich aber in den meisten
Fillen wegen der mithsamen Aufarbeitung und der geringen
Ausbeuten als ineffizient. Die einzige praktikable Methode in
diesem Bereich ist gegenwirtig die Konjugation der Polymere
mit vorgeformten kleinen Molekiilen; allerdings sind die
Konjugationstechniken auf wenige Kupplungsreaktionen be-
schriankt und ermoglichen keine starke Variation der Poly-
merdekorierung und -beladung. Fiir systematische Struktur-
Aktivitdts-Untersuchungen, z.B. bei der biologischen Opti-
mierung von Polymerwirkstoffen, wird die Herstellung und
Variation von dekorierten multivalenten Geriisten mit er-
hohtem Durchsatz durch parallele oder kombinatorische
Methoden erforderlich sein.

Hier wird eine Strategie vorgestellt, die bisherige Proble-
me bei der Polymermodifizierung eliminiert und einen flexi-
blen Zugang zu komplex dekorierten Geriisten eroffnet
(Schema 1). Verzweigte Polymere wurden unter Bildung

Schema 1. Reversibel vernetzte, hyperverzweigte Polymere erméglichen
die leichte Festphasendekorierung von makromolekularen Strukturen:
a) Hochverzweigtes PEl wird zu einem quellfihigen Harz vernetzt, das
als robustes Tragermaterial bei der Polymer-unterstiitzten Synthese
fungiert. b) In einer mehrstufigen Festphasensynthese kénnen komple-
xe Molekiile aufgebaut werden. c) Die Zersetzung des Harzes erfolgt
durch die Spaltung der Vernetzermolekiile.

eines quellbaren Polymerharzes vernetzt, das sich als robustes
Triagermaterial fiir die Festphasensynthese eignet (Schema 1,
oben). Mithilfe der einfachen Polymer-unterstiitzten Synthe-
se wurde in mehreren Stufen auf jedem Makromolekiil eine
Reihe identischer Zielmolekiile aufgebaut. Anschliefend
wurden die Vernetzereinheiten des polymeren Trigers ge-
spalten und so die dekorierten Polymergeriiste freigesetzt.
(Schema 1, unten).

Stark verzweigtes Polyethylenimin (PEI) wurde als idea-
les Ausgangsmaterial zur Herstellung eines reversibel ver-
netzten Harzes gewihlt.'>!7) PEI wurde bereits als hyperver-
zweigte Verbindung in mehreren biologischen Anwendun-
gen, z.B. in der In-vivo-Transfektion, angewendet.[”! Kiirzlich
wurde gezeigt, dass PEIs gut fiir den Aufbau ultra-hochbe-
ladener Polymertrager (Ultraharze) geeignet sind, die in der
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organischen Synthese und als Polymerreagentien verwendet
wurden, 17

Die Spaltung des Vernetzermolekiils muss streng ortho-
gonal verlaufen, um ein robustes Tragermaterial aus reversi-
bel vernetzten, hyperverzweigten Polymeren zu erhalten. Die
Wabhl fiel auf den Dialdehyd 2 mit einer Dialkoxysilanfunk-
tion. Reversibel vernetzte Harze wurden durch Polykonden-
sation von stark verzweigtem PEI (3; M,=10000, M, =
25000, Polydispersitdt =2.5) mit 2 erhalten (Schema 2). Die
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Schema 2. Der Vernetzer 2 wurde ausgehend von 1 synthetisiert und

zur Konstruktion der polymeren Triger 4 verwendet. a) Diisopropyldi-
chlorsilan, Pyridin, 1 h, 60°C. b) 2, THF, 4 h, RT. ¢) Natriumborhydrid,
THF/MeOH 2:1, 16 h, RT.

Konzentrationen von PEI und 2 waren entscheidend zum
Erreichen einer homogenen Vernetzung und hoher Ausbeu-
ten. Das Harz 4 wurde durch '"H-MAS-NMR-Spektroskopie,
FT-ATR-IR-Spektroskopie und Elementaranalyse charakte-
risiert (MAS = magic angle spinning, ATR = attenuated total
reflection). Seine Zersetzung erfolgte durch die Spaltung der
Silicium-Sauerstoff-Bindungen im Vernetzermolekiil mit
Saure (50% Trifluoressigsdure in Dichlormethan, 2 h) oder
mit Fluorid (Im Tetrabutylammoniumfluorid in THF, 2 h).
Die vollstandige Zersetzung wurde durch Gelpermeations-
chromatographie (GPC) nachgewiesen, die ein PEI-Produkt
mit dem gleichen M,-Wert wie das Ausgangspolymer zeigte
(Abbildung 1).

Das Harz 4 wurde in der Festphasensynthese eingesetzt
(Schema 3). Die Peptidsynthese wurde direkt auf den sekun-
didren Aminen des Trégers durchgefiihrt, wodurch das Harz §
erhalten wurde. Alternativ dazu wurden die Peptidsequenzen
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Abbildung 1. GPC von a) dem Ausgangsmaterial PEI (3; M,=10000,
M, =25000, durchgezogene Linie), b) PEI aus der Zersetzung von re-
versibel vernetztem Harz 4 (gepunktete Linie) und c) peptiddekorier-
tem PEI-Polymer 8 (M,=24000, M,,=75000, gestrichelte Linie).

V: Elutionsvolumen, I: Intensitét des Detektorsignals.

an einem 4-Hydroxymethylbenzoesiure(HMBA)-Linker
(Harz 6) aufgebaut. Dieser basenlabile Linker ermoglicht
die orthogonale Abspaltung der geschiitzten Peptide vom
Harz 6, ohne die Integritit des Harzes zu gefdhrden, und
dariiber hinaus die Abspaltung von entschiitzten Peptiden
von den freigesetzten multivalent dekorierten Gertisten, was
von Nutzen fiir analytische Zwecke oder fiir spezielle In-vivo-
Anwendungen ist. In einer dritten Variante wurde nur ein
kleiner Teil der freien Amine mit dem HMBA-Linker
gekuppelt, um wihrend der Peptidsynthese durch Teilabspal-
tung eine analytische Uberwachung zu erméglichen (Harz 7).

Der Peptidgehalt der multivalent dekorierten Geriiste
wurde durch die Kupplung einer sub-stochiometrischen
Menge des Linkers oder der ersten Aminosdure mit dem
Harz 4 eingestellt; die iibrigen sekundidren Amine des Poly-
merriickgrates wurden mithilfe von Boc-Anhydrid geschiitzt.
Benzotriazolyltetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU)
wurde zur Aktivierung der Fmoc-Aminosiduren verwendet.
Der Syntheseverlauf konnte durch den Kaiser-Test oder die
Abspaltung und Entschiitzung des Endproduktes verfolgt
werden.

Um die Eignung des Konzeptes zu demonstrieren, wurden
potenziell bioaktive, dekorierte multivalente Geriiste synthe-
tisiert (Tabelle 1). Zu den ausge-
wihlten Peptiden gehoren Sequen-
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Schema 3. Reversibel vernetztes Harz 4 wurde bei der Synthese von
dekorierten, multivalenten Gertisten verwendet. a) Fmoc-AS, TBTU,
HOBt, DIPEA, DMF. b) Di-tert-butyldicarbonat, DIPEA, DMF, 2x2 h,
RT. c) Peptidsynthese mit Fmoc-Strategie. d) 4-[(Acetyloxy) methyl]ben-
zoesdure, TBTU, HOBT, DIPEA, DMF, 4 h, RT. e) 0.1 m Natriumme-
thanolat in MeOH, 0.5 h, RT. f) 95% Trifluoressigsiure, 2.5% Tri-
isopropylsilan, 2.5% Wasser, 4 h, RT; R=ungeschiitztes Peptid, H
oder Verzweigung. Boc=tert-Butyloxycarbonyl, Fmoc=9-Fluorenyl-
methoxycarbonyl.

ten (95% Trifluoressigsaure, 2.5% Triisopropylsilan, 2.5 %
Wasser, 4 h), wobei die Seitenkettenschutzgruppen der Ami-
nosduren ebenfalls entfernt wurden. Zur Aufarbeitung der
dekorierten Polymere konnten Routinemethoden aus der
Peptidsynthese verwendet werden. Die wiederholte Féllung
der peptidfunktionalisierten Polymere in kaltem Diethylether
lieferte reine, dekorierte Polymergeriiste und entfernte die
nichtfliichtigen Reste der Trityl- und der 2,2,4,6,7-Penta-
methyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl(Pbf)-Schutzgruppe, was
NMR-spektroskopisch belegt wurde (sieche Hintergrundin-
formationen).

Tabelle 1: Synthese dekorierter multivalenter Geriiste mit potenziell bioaktiven Peptidsequenzen.

zen fiir das intrazellulédre Targeting

(dekorierte Geriiste 8 und 9),''! B-  Dekoriertes  Sequenz Harz Beladung M, Reinheit M, Kopien
und T-Zellepitope fiir die Vakzi-  Cerust [mmolg™] [gmol™"] (214 nm) [%] [gmol™"] pro PEl-
nierung (10-14) und ein Peptid, das Molekal
fir die Unterbrechung molekula- 8 Fluo-PKKKRKV 5 1.6 - - 30000 16
rer Wechselwirkungen bei der 2 ANWTGPKKKRKYV 5. 16 - - 32000 16
Apoptoseregulierung im Cytoplas- 10 EQPRKFG 5 3.0 N R 35000 40

. . [12] n MAYPRISVNNG 6 1.8 12346 825 32000 18
ma beschrieben worden ist (15)."%  ,;, QSQPQPPHPTPYWIG 6 1.8 17458 843 41000 18
Diese Auswahl reprasentiert ein 43 KVSTLPAITLKLGGKG 6 1.8 15959 825 38500 18
breites Spektrum an biologischen 14 QSQPQPPHPTPYWIG 7 2.2 1745.8 883 48000 22
und biomedizinischen Anwendun- 15 AVPIAQKK (Fluo)G 7 2.2 1088.79  88.3H 38000 22
gen. 16 KQAIPVAK(Fluo)G 7 22 1088.719  86.61 38000 22

Die Harze §, 6 und 7 wurden [a] Masse des Peptidmethylesters. [b] Masse des Produktes. [c] Masse und Reinheit von

unter sauren Bedingungen gespal-
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Um die Anwendbarkeit der so erhaltenen, peptiddeko-
rierten Polymergeriiste in biologischen Systemen zu priifen,
wurde die zellulare Aufnahme durch konfokale Mikroskopie
lebender Zellen untersucht. Eingesetzt wurde das dekorierte
Gertiist 8, das die Fluorescein-markierte Kernlokalisierungs-
sequenz Fluo-PKKKRKYV triagt. HeLa-Zellen wurden mit 8
(400 nm) zwei Stunden lang bei 37°C inkubiert. Sowohl eine
deutliche vesikuldre Anfirbung als auch eine homogene
Lokalisation in Cytoplasma und Zellkern wurden beobachtet
(Abbildung 2). Die vesikuldre Anfiarbung colokalisiert mit

Abbildung 2. Hela-Zellen wurden in serumfreiem Medium mit dem
Fluorescein-markierten peptiddekorierten Dendrimer 8 (400 nm) und
AlexaFluor-647-Dextran (10 um) 2 h inkubiert, gewaschen und mit kon-
fokaler Mehrkanal-Laserscanning-Mikroskopie untersucht. A) Fluores-
ceinfluoreszenz, B) AlexaFluor-647-Dextran-Fluoreszenz, C) Uberlage-
rung beider Fluoreszenzkanile, D) Transmissionsabbildung.

hochmolekularen Dextranen (10000 Da), die bekanntlich
durch Fliissigphasenendocytose internalisiert werden.! Die
beobachtete subzelluldre Verteilung ist typisch fiir eine
Aufnahme durch Endocytose, gefolgt von einer Freisetzung
aus den endosomalen Kompartimenten. Die Lokalisation in
Cytoplasma und Zellkern konnte durch Inkubierung mit
Bafilomycin Al inhibiert werden, einem hochpotenten und
selektiven Inhibitor der vakuoldren H*-ATPasen (siehe Hin-
tergrundinformationen)."” Die Homogenitit der Aufnahme
bezogen auf die gesamte Zellpopulation sowie die zelluldre
Toxizitdt von 8 wurden mittels Durchflusscytometrie unter-
sucht. Im Ergebnis fiithrte bereits eine geringe Konzentration
von 8 (50 nm) zu einer homogenen Inkorporierung in die
Zellpopulation.'”! Es wurde auch bei hoheren Konzentratio-
nen (bis 1 um) keine Toxizitdt beobachtet (Daten in den
Hintergrundinformationen).

Reversibel vernetzte Harze aus hyperverzweigten Poly-
meren sind leistungsfidhige neue Werkzeuge zur Herstellung
dekorierter multivalenter Geriiste. Durch die Verwendung
von Festphasenmethoden kann die vorteilhafte Polymer-
unterstiitzte Synthese mit der erleichterten Reaktionskon-
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trolle konventioneller Synthesen verbunden werden. Analy-
tik ist sowohl am Harz (on-bead) wie auch in Losung (off-
bead) moglich. Die Verwendung dieser Harze macht den
Einsatz kombinatorischer Methoden wie der Parallelsynthe-
se, Automatisierung und Split-and-Mix-Operationen zur De-
korierung von makromolekularen Strukturen moglich. Es
konnte hier gezeigt werden, dass die erhaltenen multivalen-
ten Gertiste fiir Anwendungen in Zellsystemen geeignet sind.
So wurde 8 homogen in die gesamte Zellpopulation inkor-
poriert. In weiteren Studien muss dieses Konzept nun bei der
Entwicklung und Optimierung biologisch aktiver Polymere
eingesetzt werden, die Funktionen im Cytoplasma oder in
spezifischen Organellen eukaryontischer Zellen ausiiben.

Experimentelles

Synthese von 4: Polyethylenimin (M, =10000, M, =25000, 1.25 g)
wurde in THF (6.1 mL) gelost und schnell mit einer Losung von 2
(0.495 g, 1.29 mmol) in THF (4.6 mL) versetzt. Nach einer Minute
bildete sich das Polymer. Nach 4 h wurde das Polymer zersto3en, mit
THF gewaschen und in THF/MeOH (2:1, 24 mL) suspendiert.
Natriumborhydrid (0.097 g, 2.56 mmol) wurde zugegeben und die
Suspension 16 h bei RT geschiittelt. Das Polymer wurde mit THF und
MeOH gewaschen, durch ein Sieb gedriickt (400-um-Poren), mit
MeOH und CH,Cl, gewaschen und im Vakuum zum Harz 4 getrock-
net (1.5 g, 89 %). Elementaranalyse: C 55.6, H 9.7, N 21.0. "H-MAS-
NMR (400 MHz, MeOD, Rotationsfrequenz 4500 Hz): 6 =0.9-1.2
(m, Isopropyl, rel. Integral 16.7), 2.2-3.0 (m, PEI-CH,, 100), 3.72
(br.s, sec-N-CH,-Aryl, 2.52), 4.56 (br.s, tert-N-CH,-Aryl, 0.53) 7.2—
7.5 ppm (br.s, Hy,, 6.51). FT-ATR-IR: 7 =815, 1063, 1090, 1461, 1572,
2815, 2932, 3277 cm ™.

Generelle Vorschrift zur Synthese von peptiddekorierten Poly-
mergeriisten: Fmoc-Glycin (446 mg, 1.5 mmol) wurde mit TBTU
(482 mg, 1.5mmol), N-Hydroxybenzotriazol (HOBt; 230 mg,
1.5mmol) und N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA; 257 uL,
1.5 mmol) in DMF auf Harz 4 (100 mg) gekuppelt. Nach 4 h wurde
das Harz mit DMF und CH,Cl, gewaschen und im Vakuum getrock-
net. Freie Amine auf dem Harz wurden mit Di-tert-butyldicarbonat
(1.1 g, 5 mmol) und DIPEA (1.7 mL, 10 mmol) in DMF (2 x 2 h) bei
RT geschiitzt. Die Abwesenheit primédrer und sekundédrer Amine
wurde durch den Kaiser- und den Chloranil-Test nachgewiesen. Die
Beladung des Harzes wurde photospektrometrisch durch die Ab-
spaltung der Fmoc-Gruppe vom Harz bestimmt.

Peptide wurden mit der Fmoc-Strategie synthetisiert, dabei
wurden je vier Aquivalente der Aminosiure (bezogen auf die
Ursprungsbeladung mit der ersten Aminoséure), TBTU, HOBt und
DIPEA in DMF verwendet (90 min). Die Abspaltung der Fmoc-
Gruppe wurde mit 20% Piperidin in DMF (2 x 8 min) durchgefiihrt.
Die Vollstiandigkeit der Acylierungen wurde durch den Kaiser-Test
bestimmt.

Die Zersetzung des Harzes und zugleich die Entschiitzung der
Aminosdureseitenketten wurde durch Versetzen mit 95% Trifluor-
essigsdure (TFA), 2.5% H,O und 2.5% Triisopropylsilan fiir 4 h bei
RT erreicht. Die Losung wurde filtriert und der Filter mit TFA
gewaschen. Die Losungsmittel der gesammelten Filtrate wurden im
Vakuum entfernt. Nach der Fillung mit kaltem Diethylether (vier-
mal) wurden die 16slichen peptiddekorierten Polymergeriiste lyophi-
lisiert (fert-Butanol/Wasser 4:1).

Eingegangen am 5. Mai 2004,
verdnderte Fassung am 23. August 2004
Online veroffentlicht am 2. Februar 2005

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

1587


http://www.angewandte.de

Zuschriften

1588

Stichwérter: Festphasensynthesen - Kombinatorische Chemie -
Peptide - Polymere - Wirkstoff-Aufnahme

[1] a) R. Duncan, Nat. Rev. Drug Discovery 2003, 2, 347-360; b) U.
Boas, P. M. H. Heegaard, Chem. Soc. Rev. 2004, 33, 43-63;
¢) M. J. Cloninger, Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 742-748;
d) S.-E. Stiriba, H. Frey, R. Haag, Angew. Chem. 2002, 114,
1385-1390; Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1329-1334.

[2] J. P. Tam, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988, 85, 5409 —5413.

[3] M. Mammen, S.-K. Choi, G. M. Whitesides, Angew. Chem. 1998,
110, 2908 -2953; Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2755-2794.

[4] L. Bracci, C. Falciani, B. Lelli, L. Lozzi, Y. Runci, A. Pini, M. G.
De Montis, A. Tagliamonte, P. Neri, J. Biol. Chem. 2003, 278,
46590-46595.

[5] a) G. R. Newcome, C. N. Moorefield, F. Vogtle, Dendrimers and

Dendrons, Wiley-VCH, Weinheim 2001; b) Dendrimers and

other dendritic Polymers (Hrsg.: J. M. J. Fréchet, D. A. Tomalia),

Wiley, Chichester, 2001.

Urspriinglich wurden 16sliche Polymere mit Polyolen umgesetzt:

a) M. Mutter, E. Bayer, Angew. Chem. 1974, 86, 101-102;

Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1974, 13, 88-89; b) E. Bayer, A.

Geckeler, Justus Liebigs Ann. Chem. 1974, 1671-1674; c) R.

Haag, A. Sunder, A. Hebel, S. Roller, J. Comb. Chem. 2002, 4,

112-119.

[7] K. Aoki, S. Furuhata, K. Hatanaka, M. Maeda, J.-S. Remy, J.-P.
Behr, M. Terada, T. Yoshida, Gene Ther. 2001, 8, 508 -514.

[8] M. Barth, J. Rademann, J. Comb. Chem. 2004, 6, 340—349.

[9] J. Rademann, M. Barth, Angew. Chem. 2002, 114, 3087-3090;
Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2975-2978.

[10] M. Barth, S. T. Ali Shah, J. Rademann, Tetrahedron 2004, 60,
8703 - 8709.

[11] D. A. Jans, C.-Y. Xiao, M. H. C. Lam, Bioessays 2000, 22, 532 -
544.

[12] C.R. Arnt, M. V. Chiorean, M. P. Heldebrant, G. J. Gores, S. H.
Kaufmann, J. Biol. Chem. 2002, 277, 44236 —44243.

[13] C. Plank, B. Oberhauser, K. Mechtler, C. Koch, E. Wagner, J.
Biol. Chem. 1994, 269, 12918 -12924.

[14] a) E.J. Bowman, A. Siebers, K. Altendorf, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1988, 85,7972-7976; b) T. Merdan, K. Kunath, D. Fischer,
J. Kopecek, T. Kissel, Pharm. Res. 2002, 19, 140—147.

[15] Zum Vergleich: Kiirzlich wurden 50 pm eines Fluorophor-mar-
kierten trimeren Peptides verwendet, um eine detektierbare
Inkorporation in HeLa-Zellen zu erreichen: J. Fernandez-Car-
neado, M. J. Kogan, S. Castel, E. Giralt, Angew. Chem. 2004, 116,
1847-1850; Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1811-1814.

[16] Die Zersetzung eines makroskopischen Polymers zu einer
modifizierten, multivalenten Struktur, die in diesem Artikel
beschrieben wird, ist klar von den zahlreichen Arbeiten iiber
enzymatisch oder chemisch gespaltene Dendrimere zu unter-
scheiden: ,,Spaltbare Dendrimere“ werden in ihre monomeren
Bausteine zerlegt und verlieren dabei ihren multivalenten
Charakter. Zwei aktuelle Beispiele iiber getriggerte Dendrimer-
spaltungen: a) F. M. H. de Groot, C. Albrecht, R. Koekkoek,
P. H. Beusker, H. W. Scheeren, Angew. Chem. 2003, 115, 4628 —
4632; Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 4490-4494;b) J. R. Amir,
N. Pessah, M. Shamis, D. Shabat, Angew. Chem. 2003, 115, 4632 —
4636; Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 4494 —4499.

[17] Polyethylenimin wurde gewihlt, da es das giinstigste kommer-
ziell erhiltliche Ausgangspolymer war. Im Prinzip sollte die
Vorschrift fiir andere verzweigte Polyamine und fiir Aminden-
drimere in gleicher Weise anwendbar sein.

[6

—_

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Angew. Chem. 2005, 117, 1584 —1588


http://www.angewandte.de

