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Dendrimere haben eine Reihe einzigartiger Eigenschaften, die sie zu
interessanten Architekturen fiir biomedizinische Anwendungen ma-
chen. Bisher wurden multivalente und multimodale dendritische
Strukturen tiberwiegend durch die statistische Modifikation der End-
gruppen hergestellt. Ihre potenzielle Anwendung am Patienten ver-
langt dagegen nach wohldefinierten, monodispersen Materialien mit
einer einheitlichen Struktur. Aktuelle Fortschritte in der chemischen
Biologie und bei chemoselektiven Ligationsmethoden ermoglichen es
nun, sich dieser Herausforderung zu stellen. In diesem Kurzaufsatz

diskutieren wir die unterschiedlichen Synthesestrategien, einige An-
wendungen, die diese neue Generation multivalenter und multimo-
daler Architekturen bereits nutzen, und die Herausforderungen fiir

zukiinftige Weiterentwicklungen.

1. Einleitung

Seit den spédten 70er Jahren haben sich Dendrimere zu
einer vielseitigen Substanzklasse zwischen kleinen organi-
schen Molekiilen und den Polymeren entwickelt. Thre stu-
fenweise Synthese liefert hochverzweigte, im Wesentlichen
monodisperse Makromolekiile mit einer wohldefinierten
Zahl von Endgruppen.!'! Wihrend sich frithe Studien auf die
chemische Synthese und die Charakterisierung beschriankten,
hat man sich bald auch fiir die Eigenschaften und Funktionen
mit Blick auf mogliche Anwendungen interessiert.”! Bei
Dendrimeren lassen sich GroBe, Architektur, Dichte und
Zahl der Endgruppen flexibel einstellen, was sie zu einer sehr
vielseitigen Strukturklasse fiir die Materialforschung und die
Biomedizin macht.®! Unter anderem werden sie fiir den
Wirkstofftransport, die Gentransfektion und die molekulare
Bildgebung eingesetzt.! Die ausgezeichnete Kontrolle iiber
die Zahl der Endgruppen eroffnet zudem die Moglichkeit,
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durch multivalente Wechselwirkungen
Liganden mit einer erhohten Affinitat
und Spezifitét fiir biologische Targets
herzustellen.’!  Typischerweise sind
Dendrimere sphérische Objekte mit
Durchmessern im Nanometerbereich,
was im Vergleich zu kleinen organi-
schen Molekiilen zu einer verldngerten
Zirkulationszeit im Blutkreislauf fiithrt. Aus der verglichen
mit normalen Polymeren geringeren Polydispersitit (nahe
1.0) ergeben sich zudem verbesserte und reproduzierbarere
pharmakokinetische Eigenschaften.’! Der biomedizinische
Einsatz von Dendrimeren steht nun an erster Stelle der For-
schung, und es existiert eine ganze Reihe exzellenter Uber-
sichtsartikel mit einer Fiille von Informationen tiber praktisch
alle bedeutsamen Dendrimere, !> 3.-4¢.52.7]

Zahlreiche Forschungsgruppen haben iiber die statistische
Modifikation von Dendrimeren mit einheitlichen Endgrup-
pen fiir Anwendungen wie Bor-Neutroneneinfangtherapie
(boron neutron capture therapy, BNCT),®! Kernspintomo-
graphie (magnetic resonance imaging, MRI)®! oder Wirk-
stofftransport’”! berichtet. Allerdings geht durch die statisti-
sche Verteilung der Endgruppen der Vorteil der Mono-
dispersitat und der Homogenitédt des Materials verloren. Der
zunehmende Fortschritt in der chemischen Biologie fiihrte zu
neuen Forschungsthemen, wie multimodalen bildgebenden
Verfahren, gerichtetem Wirkstofftransport oder der Kombi-
nation aus Bildgebung und Therapie.'!! Derartige Anwen-
dungen erfordern die Einfiihrung mehrerer Funktionalitidten
in einer hochkontrollierten Weise, wodurch die Dendrimer-
forschung einen neuen Impuls erhielt. Die Einfiihrung che-
moselektiver Ligationsmethoden!'” wie der nativen chemi-
schen Ligation, der Staudinger-Ligation,® der kupferkata-
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lysierten Azid-Alkin-Cycloadition (CuAAC)"! oder auch
der Thiol-En-Reaktion® fiihrte zu Verbesserungen in der
Synthese, allerdings ist noch immer der ausgiebige Einsatz
orthogonaler Schutzgruppen erforderlich. Nichtsdestotrotz
bereiten diese Methoden, die die kontrollierte Synthese von
wohldefinierten dendritischen Strukturen mit mindestens
drei Funktionalititen ermdglichen (z.B. Targeting, Bildge-
bung und Therapie), den Weg sowohl fiir eine breitere An-
wendung in der biomedizinischen Forschung als auch fiir den
Ubergang vom Labor in die Klinik. In Abschnitt 2 dieses
Kurzaufsatzes werden zunéchst ausgewéhlte Syntheserouten
zu wohldefinierten multimodalen dendritischen Verbindun-
gen mit Blick auf potenzielle biomedizinische Anwendungen
vorgestellt. In Abschnitt 3 diskutieren wir Anwendungen, in
denen solche Materialien bereits genutzt werden. Wir haben,
ohne den Anspruch auf Vollstandigkeit, die unserer Meinung
nach anschaulichsten Beispiele der letzten zehn Jahre fiir die
Synthese von wohldefinierten, multivalenten und multimo-
dalen dendritischen Architekturen ausgewéhlt. SchlieBen
werden wir mit einem kurzen Ausblick auf zukiinftige Ent-
wicklungen.

2. Synthesestrategien fiir wohldefinierte multifunk-
tionelle Dendrimere

Der Schliissel fiir eine erfolgreiche Synthese von wohl-
definierten monodispersen dendritischen Strukturen ist die
préazise Kontrolle iiber einzeln reaktive Endgruppen an der
Dendrimeroberfliache. Diese Kontrolle kann z.B. durch or-
thogonal geschiitzte funktionelle Gruppen, chemoselektive
Funktionalitdten oder eine Kombination beider Moglichkei-
ten erzielt werden. Historisch wurden fiir die Dendrimer-
synthese sowohl konvergente als auch divergente Strategien
verwendet, die beide ihre Vor- und Nachteile haben. Der di-
vergente Ansatz wurde von den Arbeitsgruppen um Tomalia
und Newkome eingefiihrt und wird aufgrund der einfachen
Durchfiihrbarkeit hiufig verwendet.! Diesen Dendrimeren
fehlt jedoch — besonders bei den hoheren Generationen — die
volle Kontrolle iiber die Reinheit und damit auch die exakte
Zahl der Endgruppen. Daher weisen multifunktionelle Ma-
terialien héufig eine statistische Verteilung, bestenfalls eine
abwechselnde Anordnung der Endgruppen auf. Die prépa-
rativ anspruchsvollere konvergente Synthese wurde von
Hawker und Fréchet eingefiihrt.'! Der hohere Syntheseauf-
wand macht sich mit einer sehr hohen Reinheit der resultie-
renden Dendrimere bezahlt. Zudem ermdéglicht diese Vor-
gehensweise die Herstellung von Dendrons, die als Bausteine
fir die Synthese asymmetrischer Dendrimere mit unter-
schiedlichen Funktionalitidten an definierten Positionen die-
nen und auch fiir sich genommen iiberaus niitzlich sind.

Beginnen werden wir mit Beispielen konvergenter und
divergent/konvergenter Synthesestrategien, die auf der
schrittweisen Ankniipfung verzweigter Einheiten an einen
Kern beruhen. Dies ist die hdufigere Vorgehensweise. Eine
Ausnahme ist die divergente Festphasensynthese von Peptid-
Dendrimeren, die als sogenannte ,multiple antigenische
Peptide* hiufig eingesetzt werden und deren Syntheseme-
thoden an anderer Stelle umfassend beschrieben worden
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sind.” Allerdings wurden in den letzten Jahren Peptid-
Dendrimere héufig auch mit chemoselektiven Verkniipfungs-
oder anderen Konjugationsmethoden kombiniert. Diese
Ansitze ermoglichen ebenfalls die kontrollierte Synthese von
wohldefinierten multimodalen Makromolekiilen und wurden
daher ebenfalls in diesen Kurzaufsatz aufgenommen. Zuletzt
werden noch einige Beispiele von divergenten Prozessen
diskutiert, die typischerweise von einem orthogonal ge-
schiitzten Kern ausgehen und diese Orthogonalitit durch die
gesamte Synthese beibehalten.

2.1. Divergent/konvergente oder konvergente Ansiitze

Eine frithe Synthese von Dendrimeren mit zwei unter-
schiedlichen, orthogonalen Schutzgruppen wurde von Fré-
chet und Mitarbeitern beschrieben,!'” die eine konvergente
Strategie!™ fiir die Synthese von aliphatischen Polyether-
Dendrons nutzten, um eine prizise Kontrolle tiber die den-
dritische Architektur zu erlangen. Der entscheidende Bau-
stein ist 3-Chlor-2-chlormethyl-1-propen (Methallyldichlorid/
MDC), das zwei wichtige Eigenschaften mitbringt: Zum ei-
nen kann das doppelt vorhandene Allylchlorid in einer Wil-

www.angewandte.de

Chemie

107


http://www.angewandte.de

Kurzaufsitze

108

liamson-Reaktion substituiert werden, zum anderen lésst sich
das verbleibende Alken durch Hydroborierung und Oxidati-
on in eine Hydroxygruppe tiberfiithren, die fiir den néchsten
Zyklus benotigt wird. Dieses Vorgehen ermoglicht sowohl die
Synthese von Dendrons, bei denen die unterschiedlichen
Schutzgruppen bzw. Funktionalititen gleichmiBig verteilt
sind (Schema 1B, oben), als auch von Dendrons, bei denen
sich die unterschiedlichen funktionellen Gruppen jeweils in
einer Hilfte befinden (Schema 1B, unten). Spéter verwen-
deten Lindhorst et al. diese Strategie zur Synthese von Poly-
etherglycodendrons mit Galactose- und Mannose-Einheiten
(Schema 2).'"" Dendrons mit diesen biologisch relevanten
Zucker-Epitopen konnten als niitzliche Oligosaccharid-Mi-
metika in biologischen Anwendungen dienen.

Ein weiteres Beispiel fiir das Potenzial der konvergenten
Strategien sind die auf Triazin basierenden Dendrimere, die
von Simanek und Mitarbeitern synthetisiert wurden. Durch
Nutzung der fiir die Triazin-Chemie charakteristischen Re-
aktionskontrolle konnten Dendrimere mit fiinf oder sechs
unterschiedlichen funktionellen Gruppen (ungeschiitzte und
geschiitzte Hydroxygruppen, Boc-geschiitzte Amine und
Thiopyridyldisulfide) fiir die weitere Modifizierung herge-
stellt werden (Schema 3)."%1 Alle Arten von Konjugations-
reaktionen mit Hydroxy-, Amino- oder Thiolgruppen konnen
eingesetzt werden, um die gewiinschte Funktionalisierung zu
erreichen. Fiinf oder sechs chemoselektive Funktionalitidten
diirften fiir jede erdenkliche Anwendung mehr als ausrei-
chend sein.

In einem neueren Beispiel wurde der Einsatz einer or-
thogonal geschiitzten Boc/Dde-Variante beschrieben (Dde =
1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)ethyl) beschrie-
ben, die durch die hohere Stabilitidt z.B. im Vergleich zur
Thiopyridylgruppe die Synthese und Aufreinigung erleich-
terte. Die Methode fiihrte zur Synthese eines Dendrimers mit
24 Boc- und 12 Dde-geschiitzten Aminen. Um die funktio-
nelle Modifizierung zu demonstrieren, wurden die Dde-
Schutzgruppen entfernt und durch Thiopyridyl-geschiitzte 3-
Thiopropansdure ersetzt sowie die vormals Boc-geschiitzten
Amine PEGyliert (PEG = Polyethylenglycol), wodurch ein
voll funktionalisiertes Dendrimer von 57 kDa erhalten wur-
de.l")

Weck etal. setzten monofunktionalisierte Bausteine
(Schema 4 A) fiir die Synthese von Newkome-artigen Den-
drimeren ein, die entweder eine oder zwei selektiv reagie-
rende Gruppen enthalten.” Um die Monofunktionalisierung
zu erreichen, wurde ein Halbdendrimer mit einer orthogonal
geschiitzten Hydroxygruppe mit einem weiteren Halbden-
drimer, das ausschlieBlich rBu-Ester enthielt, verkniipft
(Schema 4B). Die Kombination aus zwei Halbdendrimeren
mit jeweils einer selektiv reagierenden Gruppe (einer freien
und einer acetylierten Hydroxygruppe) erméglicht die Syn-
these von Dendrimeren mit einem zur weiteren Modifikation
(z.B. durch Oxim-Ligation)?!! geeigneten Aldehyd und einem
Azid, das beispielsweise zur direkten Umsetzung in CuAAC-
Reaktionen verwendet werden kann (Schema4C). Das
Endprodukt enthilt drei chemoselektive Gruppen und sollte
daher die Anbindung von beliebigen anwendungsspezifischen
Schliisselfunktionalitidten ermdoglichen (Target-Erkennung,
Wirkstoff, diagnostische Markierung).
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Schema 1. A) Desymmetrisierung von 3-Chlor-2-chlormethyl-1-propen
(nach Hydroborierung und Oxidation der Doppelbindung kann der
Baustein fuir die Synthese der niachsten Generation verwendet werden).
B) Orthogonal funktionalisierte Dendrons, synthetisiert mit der in (A)
gezeigten Methode.'

Ein Sonderfall der konvergenten Strategie ist die Ver-
kniipfung zweier dendritischer Einheiten durch spezielle
Verbindungsstiicke. Diese konnen eine kovalente oder eine
nicht-kovalente Verkniipfung der beiden Fragmente ermog-
lichen. Eine der ersten Reaktionen, die hierfiir genutzt wur-
den, war die CuAAC-Reaktion. Lee et al. untersuchten ver-
schiedene Reaktionsbedingungen, um eine optimale Kupp-
lung von Fréchet-artigen Benzylproparglyether-Dendrons
(Schema 5A) oder Poly(amidoamin)(PAMAM)-Dendrons
(Schema 5B) zu erzielen.’” Allerdings diirften die Bedin-
gungen fiir die Verkniipfung der Fréchet-Dendrons (Toluol,
50°C, >20h)?* fiir den Einsatz mit funktionalisierten
Dendrons ungeeignet sein. Die Bedingungen fiir die Ver-
kniipfung der PAMAM-Dendrons (THF/Wasser 4:1, Raum-
temperatur, 4 h)?®! sollten hingegen auch fiir Dendrons mit
empfindlichen Funktionalititen geeignet sein.

Die Diels-Alder-Cycloaddition ist eine weitere selektive
und effiziente Konjugationsreaktion, die fiir die Verkniipfung
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Schema 2. Zuckermodifizierte Polyether-Dendrons, synthetisiert mit
der in Schema 1 gezeigten Methode.!"”
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zweier Halbdendrimere verwendet wurde. Kose et al. setzten
ein Furan-funktionalisiertes Polyarylether-Dendron in Kom-
bination mit Maleinimid-funktionalisierten Polyester-Den-
drons als Modellsystem ein (Schema 6).*! Die Reaktions-
ausbeuten fiir das Modellsystem wurden lediglich fiir Reak-
tionen in Benzol bei 85°C angegeben, was bei funktionali-
sierten Systemen zu Problemen fiithren konnte. Vollstindige
exo-Stereoselektivitdt wurde nur mit den Dendrimeren der
ersten Generation erzielt. Die unterschiedliche Stereochemie
betrifft jedoch den Kern des Makromolekiils und diirfte daher
—auf jeden Fall bei Dendrimeren hoherer Generationen — nur
einen vernachléssigbaren FEinfluss auf die Gesamtstruktur
haben. Die Autoren konnten zeigen, dass die Reaktion auch
bei Raumtemperatur moglich ist (auch wenn hierfiir keine
Ausbeuten angegeben wurden), und die Reaktion wurde auch
schon mit Peptiden in wissrigen Systemen eingesetzt.** Der
Ansatz konnte daher auch fiir Peptid-funktionalisierte Den-
drimere geeignet sein.

Fin anderer Ansatz wurde fiir die nicht-kovalente Di-
merisierung zweier Ureidopyrimidinon(Upy)-funktionali-
sierter Oligoether- oder Newkome-artiger Dendrons ge-
nutzt.” Die Methode beruht auf der Bildung von Wasser-
stoffbriicken zwischen zwei Upy-Einheiten und ist daher auf
apolare Losungsmittel wie CHCl; beschrinkt. Fiir Anwen-
dungen in wissrig gepufferten In-vitro- oder In-vivo-Syste-
men diirfte sie daher ungeeignet sein. Eine mogliche Losung

B NHCH-CH-CI

NH b
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H NH,
*\N
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Schema 3. A) Synthese des Schliisselintermediats der in (B) und (C) gezeigten Konstrukte durch Desymmetrisierung von Cyanurchlorid. B) Den-
dron mit sechs chemoselektiven funktionellen Gruppen. C) Die Kombination zweier Dendrons aus (B) fiihrt zu einem Dendrimer mit immer noch

finf chemoselektiven funktionellen Gruppen.'®
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Schema 4. Dendrimere mit einer oder zwei selektiv reagierenden
Gruppen

fiir dieses Problem konnte der Ersatz der Upy-Einheiten mit
komplementdren DNA-Stringen sein. Choi et al. konnten in
diesem Zusammenhang bereits zeigen, dass mithilfe von
DNA-Stridngen zwei unterschiedlich funktionalisierte Den-
drimere verkniipft werden konnen.’ Im Unterschied zur
Upy-basierten Dimerisierung ist die DNA-Hybridisierung fiir
die Anwendung in wissrigen Systemen pridestiniert und
konnte auch zur Synthese unsymmetrischer Dimere verwen-
det werden. Fréchet und Mitarbeiter konnten zudem den
Aufbau eines Dreikomponentensystems zeigen.”” Obwohl
die Hybridisierung in beiden Féllen lediglich mit statistisch
modifizierten Dendrimeren oder unmodifizierten Dendrons
gezeigt wurde, eignet sich dieser Ansatz sicher auch zur
Verkniipfung von wohldefinierten, diskret funktionalisierten
Dendrons.
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Schema 5. Konjugation zweier Dendrons durch kupferkatalysierte Azid-
Alkin-Cycloaddition (CuAAC).
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Schema 6. Diels-Alder-Cycloaddition zwischen zwei geeignet funktio-
nalisierten Dendrons.”’!
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2.2. Divergente Strategien

Die divergenten Strategien zur Synthese multifunktio-
neller Dendrimere beruhen vor allem auf der Verwendung
orthogonal geschiitzter Bausteine. Das bekannteste Beispiel
dieses Typs sind die Peptid-Dendrimere, die an anderer Stelle
ausfiihrlich diskutiert wurden.") Anzumerken ist, dass die
Verwendung von peptidischen Geriiststrukturen in den letz-
ten Jahren durch das Aufkommen mehrerer orthogonaler
chemoselektiver Ligationsmethoden!'?**21228] deutlich zuge-
nommen hat. Der Grund dafiir ist darin zu suchen, dass es
nicht mehr erforderlich ist, Konstrukte im Ganzen sequenziell
herzustellen. Vielmehr wird die Orthogonalitit der unter-
schiedlichen Schutzgruppen dazu verwendet, die entspre-
chende reaktive Gruppe fiir eine anschlieSende Ligation der
gewiinschten Funktionalitét einzufiihren.

Ein interessantes Beispiel fiir diesen Ansatz wurde kiirz-
lich von Galibert und Mitarbeitern publiziert.” Sie verwen-
deten das von Mutter et al. 1988 eingefiihrte Cyclopeptid®”!
als Ausgangspunkt fiir die Anbindung von zwei unterschied-
lichen Peptidliganden durch orthogonale chemoselektive Li-
gationsverfahren (Schema 7)."! Diese Arbeit zeigt, dass die

PEPTID
PEPTID

Schema 7. Chemoselektive Ligationen ermdglichen die Modifikation ei-
nes geeignet funktionalisierten Cyclopeptid-Geriists.” Die 1-Ethoxy-
ethyliden (Eei)-Schutzgruppe (blau) wurde eigens entwickelt, um eine
Uberacylierung der NH-O-Funktionalitdt zu vermeiden P

Kombination von CuAAC und Oximchemie sogar die An-
bindung zweier Peptidliganden in einer Eintopfreaktion er-
moglicht, was die Aufreinigung von Zwischenprodukten
tiberfliissig macht und dadurch die Gesamtausbeute erhoht.
Hierzu mussten jedoch zunéchst geeignete Reaktionsbedin-
gungen gefunden werden, die sowohl eine schnelle und stabile
Bildung der Oximbindung als auch die CuAAC-Reaktion
ermoglichen. Dies fiihrte zu den auflergewohnlichen Reakti-
onsbedingungen von Kupfer-Nanopulver in 5-proz. Trifluor-
essigsdure (TFA). Allerdings ist die Geriiststruktur auf vier
oder sechs reaktive Positionen beschrinkt, da bei groferen
Cyclopeptiden keine konformativ definierte Grundstruktur
gewdhrleistet ist.

Ein frithes Beispiel unsymmetrischer PAMAM-Dendri-
mere wurde von Martin und Twyman beschrieben,* die ein
mono-Boc-geschiitztes Ethylendiamin als Ausgangspunkt fiir
ihre Synthese verwendeten. Nach drei Runden Standard-
PAMAM-Synthese wurden die terminalen Estergruppen
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durch Isobutylamide ersetzt. Die nachfolgende Entschiitzung
der Boc-Gruppe und drei weitere Runden PAMAM-Synthese
fithrten schlieflich zum unsymmetrischen G3-Dendrimer mit
Isobutylamid-Endgruppen in der einen Hilfte und Methyl-
ester-Endgruppen in der anderen.

Ein anderer Ansatz wurde von der Arbeitsgruppe um
Fréchet entwickelt.” Anstatt die gesamte Synthese in einem
divergenten Syntheseweg durchzufiihren, wurde so vorge-
gangen, dass das synthetisierte Dendrimer im letzten Schritt
mithilfe cyclischer Carbonate desymmetrisiert wurde. Diese
cyclischen Carbonate wurden an verschiedene Bis(hexame-
thylphosphortriamid)(HMPA)-Dendrimere angebunden. Die
hocheffiziente und selektive Ringoffnung eines cyclischen
Carbonats durch ein Amin ist ein wichtiger Schritt in der
Polyurethan-Synthese und resultiert in einem stabilen Carb-
amat. Die Reaktion setzt gleichzeitig eine Alkoholgruppe
frei, die fiir nachfolgende Modifikationen genutzt werden
kann. Dies ermoglicht die direkte Einfithrung der nichsten
Funktionalitdt ohne weitere Umwandlungs- oder Entschiit-
zungsschritte. Ein moglicher Nachteil dieses Ansatzes ist, dass
sich das Verhiltnis zwischen den beiden Funktionalitdten
nicht variieren ldsst, da beide funktionellen Gruppen immer
in gleicher Zahl vorhanden sind.

In einem verwandten Ansatz (Schema 8) wurde eine tri-
funktionelle Aminosdure an einen symmetrischen, aus ali-
phatischen Estern bestehenden Dendrimer-Kern gebunden.
Die Amine wurden anschlieBend PEGyliert,® wobei die
dritte Aminosdure fiir weitere Konjugationsreaktionen, z.B.
die Radioiodierung von Tyrosin, verblieb. Allerdings erwies
sich die quantitative Funktionalisierung der PEGylierten
Dendrimere als schwierig, wenn nicht gar unmdéglich. In ei-
nem Beispiel versuchten die Autoren, den Antitumorwirk-
stoff Doxorubicin iiber eine Hydrazonbindung an die Car-
bonsédureseitenkette einer Asparaginsdure anzukniipfen. Da
der direkte Weg einer Umsetzung der Asparaginsdure mit
tert-Butylcarbazat aufgrund der Labilitdt der a-Amidoester-
bindung gegeniiber freien Aminen fehlschlug, wurde zu-
néchst ein Boc-geschiitzter Hydroxyhydrazid-Linker einge-
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Schema 8. Abschlieende Desymmetrisierung durch cyclische Carbo-
nate.’l
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fiihrt. Anhand von NMR-Messungen wurde ermittelt, dass
die Ausbeute dieser Reaktion etwa 50% betrug. Da im Fol-
geschritt, der Anbindung des Doxorubizins an das freige-
setzte Hydrazid, ebenfalls eine Ausbeute von 50 % beobach-
tet wurde, ergibt sich eine Gesamtbeladung mit Doxorubicin
von gerade einmal rund 25 % . Obwohl dieser Beladungsgrad
fiir die angestrebten Anwendungen ausreichend sein diirfte,
geht natiirlich der Vorteil des Umgangs mit exakt definierten
Einheiten anstelle statistisch modifizierter Dendrimere wie-
der verloren.

3. Anwendungen multivalenter, multifunktioneller
Dendrimere

Die Entwicklung dendritischer Architekturen fiir den
Einsatz in biomedizinischen Anwendungen erfordert eine
Funktionalisierung der an der Oberfliche befindlichen
Gruppen. Die homogene Anbindung von pharmazeutischen
Wirkstoffen, Targeting-Funktionen und (radioaktiven) Mar-
kierungen an ein einzelnes Grundgeriist ist eine préparative
Herausforderung, zur Herstellung von Molekiilen mit ein-
deutig definierter Struktur aber essenziell. In diesem Ab-
schnitt diskutieren wir vielversprechende medizinische An-
wendungen multifunktioneller Dendrimere wie multivalentes
Targeting, multimodale Bildgebung oder eine Kombination
aus Bildgebung und Wirkstofftransport. Die vorgestellten
Makromolekiile konnen grob in die Klassen 1) Dendrons,
2) verbundene Dendrons und 3) verschiedene dendritische
Strukturen eingeordnet werden.

3.1. Dendrons

Qualmann et al. waren 1996 die ersten, die ein multi-
funktionelles Dendron, das einen Polylysin-Kern aufwies,
beschrieben.” Die Anbindung von acht Carboranclustern an
die AuBlenschale in Kombination mit einem Antikorperfrag-
ment und einem Fluorophor im Zentrum fithrte zu einem
vielversprechenden System fiir Anwendungen in der Bor-
Neutroneneinfangtherapie (Schema9). Durch Verwendung
eines TentaGel-PAP-Harzes fiir die Festphasensynthese
wurde zusitzlich eine PEG-Gruppe eingefiihrt, um die Was-
serloslichkeit des Dendrons zu verbessern. Dieses Beispiel
zeigt bereits, wie vier unterschiedliche Funktionalitdten in
einer hochkontrollierten Weise durch schnelle und effiziente
Festphasensynthese eingefithrt werden konnen. In einer
spateren Studie setzten Kantchev et al. mannosylierte Poly-
lysin-Dendrons der vierten Generation mit einem Fluorophor
am C-Terminus ein, um die vom Mannose-Rezeptor vermit-
telte Aufnahme von Pathogenen durch dendritische Zellen
nachzuahmen.® Die Verwendung derartiger Glycodendrons
konnte eine niitzliche Strategie sein, um beispielsweise die
Immunogenitét eines Peptids in der Impfstoffentwicklung zu
erhohen.’”) Seit diesen Arbeiten wurden Glycodendrimere
fiir eine ganze Reihe von Anwendungen eingesetzt. Einen
Uberblick iiber die vorhandenen Strategien und moglichen
biologischen Anwendungen von Glycodendrimeren bietet
der Ubersichtsartikel von Chabre und Roy."*!
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Schema 9. Polylysin-Dendron der zweiten Generation, das mit acht
Carboranclustern (rot), einem Antikérper-Fragment (grau) und einem
Fluorophor (griin) funktionalisiert wurde.™

FEine @hnliche Strategie wurde kiirzlich von Lsvarghi et al.
verwendet, um unterschiedliche Generationen peptidfunk-
tionalisierter Polylysin-Dendrons mit einer Biotingruppe im
Zentrum herzustellen. Die Konstrukte wurden als mogliche
Biosensoren fiir den Nachweis von Bakteriensporen in der
Luft, im Wasser und in Nahrungsmitteln untersucht.® Im
direkten Vergleich mit dem schwach bindenden, monova-
lenten Peptid wurde fiir die di- und tetravalenten Peptide eine
Erhohung der Sporenbindungsaffinitit um eine bzw. zwei
GrofBenordnungen beobachtet.

Neben den Polylysinstrukturen wurde auch andere Arten
funktionalisierter Dendrons beschrieben. Beispielsweise
wurden PAMAM-Dendrons mit DNA kondensiert, nachdem
das Zentrum des Dendrons mit einem peptidmodifizierten
PEG substituiert wurde. Das verwendete Peptid (WI-
FPWIQL) kann das Konstrukt gezielt zu Zellen transportie-
ren, die das als Tumormarker identifizierte glucoseregulierte
Protein-78kDa (GRP-78) iiberexprimieren. In-vitro-Experi-
mente zeigten, dass das Dendron effizient Prostatakrebszel-
len sowohl erkannte als auch transfizierte und zudem Poten-
zial fiir die klinische Anwendung im gegen Tumorzellen ge-
richteten Gentransfer hat.*

Kostiainen et al. stellten ebenfalls prézise definierte
Dendrons her, die biokompatibel sind und einen effizienten
Gentransfer ermoglichen. Sie verwendeten Dendrons vom
Newkome-Typ der ersten und zweiten Generation, die an der
Peripherie mit Spermin modifiziert wurden. Dieses natiirlich
vorkommende Polyamin bindet mit hoher Affinitdt an DNA,
wie mit einem Ethidiumbromid-Verdrangungsassay gezeigt
wurde. Die Funktionalisierung des Zentrums mit einem Ma-
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leinimid ermoglichte die Konjugation an Proteine iiber freie
Cystein-Thiolgruppen. Die Anbindung des Adhisionsprote-
ins Hydrophobin (HFBI) an ein Spermin-Dendron der
zweiten Generation erzeugte ein selbstorganisierendes Am-
phiphil, das in vitro eine effektive Gentransfektion ermog-
lichte.!

Eine weitere dendritische Struktur vom Newkome-Typ ist
das markierte pentamere Peptid-Dendron, das in unserer
Arbeitsgruppe entwickelt wurde (Schema 10A).*?! Hier
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Schema 10. A) Pentavalentes Dendron vom Newkome-Typ, das die
multivalente Kopfgruppe des M13-Phagen nachahmt. B,C) Konfokale
Fluoreszenzbilder von Gewebeproben aus Schweineperikard, einge-
farbt mit dem fluoresceinmarkierten Dendron (griin) und Alexa-
Fluor568-markiertem CNA35 (rot).2

wurde durch Nachbildung der multivalenten Architektur des
M13-Phagenkopfes eine vielseitige Plattform fiir die Affini-
tatserhohung von durch Phagendisplay identifizierten Pepti-
den gestaltet. Die Synthese basiert auf einer orthogonalen
Schutzgruppenstrategie, die durch eine chemoselektive Li-
gation der Peptide vervollstindigt wird. PEG-Einheiten
wurden verwendet, um sdurelabile, tritylgeschiitzte Cystein-
reste an die Peripherie anzubinden, wihrend die orthogonale,
basenlabile Fluorenylmethoxylcarbonyl(Fmoc)-Gruppe die
Anbindung einer Biotin- oder Fluorescein-Markierung im
Zentrum ermoglichte. AbschlieBend wurden durch native
chemische Ligation zuvor durch Phagendisplay identifizierte,
an Collagen Typ I bindende Peptide (HVWMQAPGGG)
eingefiihrt. Bindungsexperimente mit Collagen Typ I zeigten
im Vergleich zum monovalenten Peptid einen hundertfachen
Anstieg der Affinitdt. Inkubation von Gewebe aus dem
Schweineperikard mit dem fluoresceinmarkierten Pentamer
offenbarte ein ausgeprigtes Fasernetzwerk, das ausschlieBlich
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aus Collagen Typ I bestand (Schema 10B). Eine zusétzliche
Anfiarbung mit AlexaFluor568-markiertem CNA35, einem
bekannten, an diverse Collagentypen bindenden Protein,
zeigte die Sperzifitdt des peptidfunktionalisierten Dendrons
auf (Schema 10C). Das Dendron konnte somit als Visuali-
sierungswerkzeug in der Diagnose von Krankheiten verwen-
det werden, die auf einer Storung des Collagen-Umsatzes
beruhen (wie Angiogenese oder Atheriosklerose). In der
Folge wurde tiber eine ganze Serie dieses Dendrontyps mit
arithmetischer Kontrolle des Verzweigungsgrades (AB,, AB;,
AB, und AB;) berichtet.*]

Der Einsatz von multifunktionellen Dendrons fiir die
Anwendung im Tumor-Targeting und der Tumor-Bildgebung
wurde durch die Synthese von Peptid-Dendrons mit einer
DOTA-Gruppe gezeigt (DOTA = 1,4,7,10-Tetraazacyclodo-
decan-1,4,7,10-tetraessigsdure). Monomere, dimere und te-
tramere Aminosduredendrons wurden ausgehend von 3-Hy-
droxymethylbenzoat oder 3,5-Dihydroxymethylbenzoat und
2-Bromethylamin hergestellt.*? AbschlieBend wurde eine
mikrowellenunterstiitzte 1,3-dipolare Cycloaddition durch-
gefiihrt, um die dendritischen Alkine mit N-ge-Azido-modifi-
ziertem c¢(KRGDf) umzusetzen (Schema 11). Die selektive

N=N,
o \/%/Nﬁm

YEN
O.__OH R
f \ } NI
N N/\Wpr ( .
L Jo
N N HN '
Lok, e
07 TOHHO™ 0 LS
DOTA {KRGDf

Schema 11. Struktur eines DOTA-konjugierten tetravalenten Cyclopep-
tid[c(KRGDf)]-Dendrimers !

Bindung dieser cyclischen Peptide an avp3-Integrine zielt auf
die Vorbeugung von Tumorwachstum durch Inhibition der
Angiogenese ab. Nach Anbindung der DOTA-Gruppe an den
dendritischen Kern wurden Festphasenbindungsassays und
Bioverfiigbarkeitsstudien durchgefiihrt. Das tetramere Kon-
strukt wies hierbei eine erhohte Affinitét fiir avp3-Integrine
und eine signifikant erhohte Tumoraufnahme in athymischen
Miéusen mit einem subkutan wachsenden SK-TC-52-Nieren-
karzinom auf.*
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In einer weiteren Arbeit untersuchten Wu et al. die Ver-
wendung von synthetischen Glycodendrons als neue Strategie
zur Beschichtung von einwandigen Kohlenstoffnanordhren
(SWNTs), um auf diese Weise ihre Bindung an Zellen zu
erhohen. Derartige SWNTs wurden bereits fiir die Bildge-
bung, den Wirkstofftransport und das Targeting von Krebs-
zellen verwendet, erfordern jedoch Modifikationen, um die
Zelltoxizitat zu verringern. Difunktionelle Dendrimere ba-
sierend auf dem biokompatiblen Baustein 2,2-Bis(hydroxy-
methyl)propionsidure (G2 und G3) wurden mit den unter-
schiedlichsten peripheren Kohlenhydratgruppen funktionali-
siert. Die Anbindung einer Pyrengruppe an das Zentrum er-
moglichte die Bindung an SWNTs iiber n-n-Wechselwirkun-
gen.® In-vitro-Experimente mit diesen biokompatiblen
SWNTs ergaben eine rezeptorspezifische Bindung und Mar-
kierung der Zellmembran.

3.2. Verbundene Dendrons

Bis jetzt haben wir ausschlieflich Dendrons mit einer
einzelnen Modifikation am Zentrum betrachtet. In jiingster
Zeit berichteten nun mehrere Arbeitsgruppen iiber die Syn-
these funktioneller Dendrimere durch Zusammenfiigen
zweier Dendrons. Wu et al. verwendeten den 2,2-Bis(hydro-
xymethyl)propionsdure-Baustein fiir die Synthese von Den-
drons mit entweder einem Alkin oder einem Azid im Zen-
trum. Zwei Serien bis zur vierten Generation wurden syn-
thetisiert, und die Kupplung der unterschiedlichen Blocke
durch Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition ver-
lief glatt. SchlieBlich wurde noch ein unsymmetrisches Den-
drimer mit zwei 7-Diethylcumarin-Farbstoffen im Zentrum
und 16 Mannosegruppen an der Peripherie synthetisiert
(Schema 12), das gegeniiber monomerer Mannose in einem
Himagglutinierungsassay eine 240fache Aktivitit aufwies."”

Ein vergleichbares Konzept wurde zur Entwicklung mul-
tivalenter, zielspezifischer MRI-Kontrastmittel fiir mogliche
Anwendungen in der In-vivo-Bildgebung kardiovaskuldrer
Erkrankungen genutzt. Zwei Polylysin-Dendrons mit einem
Thioester- bzw. einem Cysteinrest im Zentrum wurden durch
native chemische Ligation verkniipft. Die chemische Struktur
des Dendrimers bestehend aus einem Diethylentriaminpen-
taessigsiure(DTPA)-modifizierten Dendron der zweiten
Generation und einem Peptid-funktionalisierten (GRGDS)
Dendron der ersten Generation ist in Schema 13 darge-
stellt.*]

Deguise et al. verwendeten ebenfalls die Azid-Alkin-
Cycloaddition fiir die Synthese wohldefinierter Glycoden-
drimere mit Fucosidgruppen in der einen und Galactosid-
gruppen in der anderen Hilfte. Fucosid und Galactosid in-
hibieren PA-IL- bzw. PA-IIL-Lectine in Gram-negativen
Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa und sind daher in-
teressante therapeutische Substanzen fiir die Vorbeugung von
bakteriellen Infektionen. Die sich wiederholende Einheit fiir
die Synthese der Dendrons basiert auf einer aromatischen
Diazidoséure. Letztlich erfolgte die Verkniipfung der beiden
Bausteine durch die Bildung von Amidbindungen mit einem
Bisamin.*”) Heterodifunktionelle Dendrimere mit bis zu acht
Fucosiden und acht Galactosiden banden sowohl PA-IL- als
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Schema 12. Unsymmetrisches Dendrimer mit 16 Mannose-Einheiten
und zwei Cumarin-Fluorophoren.’]

auch PA-IIL-Lectine und fiihrten zu deren Clustering. Die
Beispiele zeigen, wie durch die Kombination zweier Den-
drons das Verhiltnis zwischen den Markierungs- und Targe-
ting-Komponenten kontrolliert und optimiert werden kann.
Dariiber hinaus sind beide Funktionalititen physisch von-
einander getrennt in individuellen Clustern angeordnet, was
eine optimale Préasentation der Liganden fiir die Bindung an
Rezeptoren ermoglicht.

3.3. Sonstige dendritische Strukturen

Zur Synthese von multifunktionellen Dendrimeren wur-
den nicht ausschlieBlich Dendrons verwendet. Fuchs et al.
stellten ausgehend von orthogonal geschiitzter 3,5-Bis(3-
aminopropyl)benzoesédure ein difunktionelles Polyamidamin-
Dendrimer der ersten Generation her (Schema 14 A)." In
das Konstrukt wurden drei Dansyl-Fluorophore fiir die in-
trazelluldre Detektion und drei enzymatisch spaltbare Oli-
gopeptide (GRGF) eingebaut. Dariiber hinaus wurde ein 2,3-
D,L-Diaminopropionsdure(Dap)-Ligand fiir eine mogliche
Komplexierung von antitumoraktivem Pt*" an den N-Termi-
nus gebunden. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie belegte
die schelle (10 min) Internalisierung der Dendrimere in He-
La-Zellen. Nach mehr als 18 h sammelten sich die Dendri-
mere in Clustern in der Nidhe des Zellkerns, was auf die
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Schema 13. Kombination zweier Lysin-Dendrons durch native chemische Ligation fur Anwendungen in der gerichteten MRI.1*¥

Anreicherung im Golgi-Apparat hinweist (Schema 14 B). Die
Anbindung von Antitumorwirkstoffen an spaltbare Peptide
konnte Konstrukte fiir die Krebstherapie ergeben.!!

Lim und Simanek untersuchten ein weiteres Wirkstoff-
transportsystem basierend auf PEGylierten Triazin-Dendri-
meren, die iiber zwei funktionelle Gruppen fiir die Radio-
iodierung und zur Anbindung von 16 Antitumorwirkstoffen
verfiigen. Die Syntheseroute basiert auf der schrittweisen
Reaktion von Cyanurchlorid mit Amin-Nucleophilen und
fiihrt zu dendritischen Strukturen mit drei unterschiedlichen,
exakt definierten funktionellen Gruppen.

Die Beispiele zeigen, dass wohldefinierte dendritische
Architekturen fiir den Einsatz in biomedizinischen Anwen-
dungen pridestiniert sind. Die meisten der beschriebenen
Strukturen basieren auf Dendrons mit mehreren Ligand an
der Peripherie und einer einzelnen Markierung (Fluorophor
oder Kontrastmittel) im Zentrum. Allerdings wiren mehrere
Markierungen beispielsweise fiir die In-vivo-Visualisierung
giinstiger. Dieser Aspekt wird von den wenigen bisher exis-
tierenden Beispielen fiir die Verkniipfung mehrerer Den-
drons aufgegriffen. Hierbei kann das Verhiltnis zwischen
Markierung und zielfithrenden Liganden kontrolliert werden.
Um vollstdndig von den Vorteilen der wohldefinierten, mul-
tivalenten und multifunktionellen Makromolekiile zu profi-
tieren, ist auch weiterhin eine interdisziplindre Zusammen-
arbeit zwischen der Organochemie und chemischen Biologie
erforderlich.
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4. Schlussfolgerungen

In den letzten Jahren wurden die Vorteile einer kontrol-
lierten Synthese von monodispersen, multivalenten und
multimodalen Architekturen erkannt. Eine neue Generation
dendritischer Strukturen fiir biomedizinische Anwendungen
wurde durch orthogonale Schutzgruppenstrategien — hiufig in
Kombination mit chemoselektiven Ligationsmethoden -
synthetisiert. Aus den bereits publizierten Anwendungen
lasst sich erkennen, dass die definierte Anbindung von min-
destens drei Funktionalitidten (z. B. fiir Targeting, Bildgebung
und Behandlung) essenziell fiir zukiinftige biomedizinische
Materialien ist, obwohl sie weiterhin eine pridparative Her-
ausforderung bleibt. So erfordert etwa das von Simanek et al.
hergestellte multifunktionelle Dendron (Schema 3 A) eine
mehrstufige Synthese mit nicht weniger als zehn konvergen-
ten Reaktionsschritten. Fundamentale Fragen nach der bes-
ten GesamtgroBe eines Konstrukts, der Zahl der benotigten
funktionellen Gruppen und der Lénge der Zwischenstiicke
sind immer noch weitgehend unerforscht. Diese Fragen
miissen fiir eine Feinabstimmung der Struktur-Wirkungs-
Beziehungen und fiir den Ubergang vom Labor in die Klinik
jedoch beantwortet werden. Um das endgiiltige Ziel einer
idealen Struktur fiir Targeting, Bildgebung oder Wirkstoff-
transport zu erreichen, bedarf es der bestmoglichen Zusam-
menarbeit zwischen den wissenschaftlichen Disziplinen mit
der Synthese in der Schliisselposition. Es ist jetzt erkannt
worden, dass die bahnbrechenden Entwicklungen in der
Synthese, die héufig bei der Herstellung von Wirkstoffen er-
zielt wurden, auch im schnell wachsenden Gebiet der che-
mischen Biologie eingesetzt werden miissen. Die Synthese
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Schema 14. A) Multifunktionelles Dendrimer der ersten Generation,
funktionalisiert mit einem Pentapeptid als Spaltungsstelle fiir Cathep-
sin B, Chelatliganden fiir die Pt*"-Komplexierung und einem Dansyl-
Fluorophor; B,C) Aufnahmen von HeLa-Zellen nach 18 h Inkubation
mit dem Dendrimer (griin). Die innere Kernmembran und Teile des
endoplasmatischen Retikulums wurden mit Antikérpern gegen LUMA
(rot) eingefirbt. Die Pfeile markieren Cluster der markierten Dendrime-
re.pl

multivalenter und multimodaler Architekturen wird in den
kommenden Jahren weiter an Interesse und Bedeutung ge-
winnen.
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