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1. Einleitung

1. Einleitung

Krebs ist eine der haufigsten Todesursachen deshanden 21.Jahrhunderts. Unter dem Begriff
.Krebs* werden alle boésartigen Neubildungen eingfllich der Lymphome und Leukamien
zusammengefasst. Hauptrisikofaktoren sind vor allamak- und Alkoholkonsum sowie Ubergewicht
und Bewegungsmangel. In Deutschland betragt daskoRis1 Laufe seines Lebens an Krebs zu
erkranken als Frau 38% und als Mann 47%. Bei Fraiatie haufigste Krebsneuerkrankung mit 29%
das Mammakarzinom (Brustkrebs), bei Mannern mit 2@#s Prostatakarzinom. Bei den
Krebssterbefallen steht das Prostatakarzinom ntit, iftach dem Bronchialkarzinom (Lungenkrebs,
26%) und dem kolorektalem Karzinom (Darmkrebs, 128)dritter Stellé.

Unter Prostatakrebs bzw. dem Prostatakarzinom efdrainan eine bdsartige Verdnderung der
Vorsteherdrise (Prostata). Was diese Krebsart mderan unterscheidet, ist das langsame und spat
einsetzende Tumorwachstum. Davon abzugrenzen sitagtige Veranderungen der Prostata, wie das
Benigne Prostata-Syndrom (BPS) oder das Prost8gtisirom. Das BPS ist eine ,harmlose*
VergroRerung der Prostata, die bei 50% der 60géhriund 90% der 80-jahrigen Manner auftritt.
Unter dem Prostatitis-Syndrom werden entzindlicloemien und nicht entzindliche chronische
Schmerzsyndrome der Prostata zusammengéfasst.

Eine evidenzbasierte Pravention von Prostatakrebddr Risikofaktoren noch vor ihrem Auftreten
eliminiert werden, ist primar nicht moéglich. Sekéndkann jedoch eine Vorbeugung Uber eine
Friherkennung erreicht werden, wobei die bdsaNigginderung der Prostataidealerweise in einem
moglichst friihen Stadium bemerkt werden soll, uduteh die Chancen auf Heilung zu verbessern.
Obwohl ab einem Alter von 45 Jahren eine jahrlidtigjtal-rektale Untersuchung (DRU) von den
gesetzlichen Krankenkassen tbernommen wird, nemuefa8.3% der Manner in Deutschland dieses
Angebot in AnsprucR.Der Erfolg dieser Methode zur Erkennung von Ptek&rzinomen ist zudem
mit 2-5% sehr gering. Daneben wird die ,transagkt Ultraschall“(TRUS)-Untersuchung
durchgefuhrt. Ein weiteres Verfahren ist die Bestinmg des ,Prostata-spezifischen Antigens” (PSA)
im Blut. Ein grol3er Nachteil ist hierbei jedoch eimohe Rate an falsch positiven Befunden.
Individuelle Einflussgrof3en wie die GroRRe der Vehgrdriise oder Infektionen kénnen einen erhéhten
PSA-Wert zur Folge haben, ohne dass ein Karzinortiegb. Klarheit kann hier nur eine Entnahme
von Gewebeproben (invasive Prostatabiopsie) samaffeich die falsch negative Diagnose ist
aufgrund des Testergebnisses mittels PSA moéglhludch diese ,nur” 75% aller asymptomatischen
Karzinome der Prostata erkannt werdaofgrund der aufgezeigten Defizite werden die genem
Methoden in Kombination verwendet.

Es existiert eine Reihe von Therapien bei Prostatek Bei organbegrenztem Tumor besteht die
Mdglichkeit einer Operation mit vollstandiger Emtiang der Prostata (Prostatektomie), einer
Bestrahlung (externe 3D-Konformationsbehandlung r o®rachytherapie), des kontrollierten

Zuwartens (,Watchful-Waiting“) oder einer Hormonemgstherapie.



1. Einleitung

Der Erfolg dieser Therapien héngt jedoch entscineiden einer frihen Erkennung des Karzinoms
ab, da eine Heilung bei organiberschreitenden Tembzw. Metastasen zunehmend schwieriger
wird. Durch eine effektive Friherkennung kénnenemdTherapierisiken, wie z.B. Impotenz oder
Harninkontinenz, zunehmend verringert werden. Ausseh Griinden sollte es Ziel einer
Friherkennung sein, den Tumor moglichst friih zuemnen, um optimale Heilungschancen zu
gewahrleisten.

Fur den Einsatz alsScreening-Methode, einer systechan, flachendeckenden Untersuchung
Gesunder, wirdein wissenschaftlich nachgewiesensa@m@menhang zwischen der Teilnahme an der
Untersuchung und der Verringerung der Sterblichleitakzeptabler Lebensqualitdt und akzeptablen
Kosten vorausgesetzt. Diese Anforderung ist gegdigviiir den PSA-Test nicht gegeben. Daraus
wird ersichtlich, dass fur die Zukunft eine neuewerlassigere, spezifischere und sensitivere
Friherkennungsmethode flir das Prostatakarzinom tigendwird,welche einen mdglichst
untersuchungsnahen Befund liefert und idealerwl@seengiinstig ist.

Ein einfach anzuwendender Ansatz fir eine neue dfkémnungsmethode ware ein Nachweis des
Tumors mit nicht-invasiven, optischen Methodensdaein untersuchungsnaher Befund gewéhrleistet
ist. Da sich das Prostatakarzinom meistens im t@ntelas heif3t zum Enddarm hin gelegenen Bereich
der Vorsteherdriise bildet und sich damit nicht waiKoérperinneren befindet, ware die Schichtdicke
an Gewebe hier gering genug, um von Licht im ndhé&arotbereich durchdrungen zu werden.Durch
den Einsatz eines sensitiven fluoreszierenden Msirkéire es so moglich, das gesamte Organ zu
erfassen. Der Farbstoff soll im nahen Infrarotl@reinregbar sein und emittieren, wodurch eine hohe
Sensitivitdt sowie eine groRe Eindringtiefe ins @bw vorhanden ware. Fir den unbeschadeten
Transport zum Wirkortsoll der Marker in polymererd#&ransporter eingebracht werden. Innerhalb der
Strukturen kommt es aufgrund einer hohen Farbsto#fentration zum Phanomen des
Fluoreszenzquenchings, wodurch der Farbstoff essh bAustritt aus der Transportstruktur durch
Verdinnung zu detektieren ist. Um den Farbstoffizfreetzen, sollen die Nanopartikel
»Sollbruchstellen“ aufweisen, welche hoch selektivch die Serin-Protease Hepsin gespaltenwerden
kdnnen. Hepsinwird im malignen Tumor Uberexprimiend tritt in der gesunden Prostata nicht
auf’Dies tragt sehr zu einer hohen Selektivitat desfaleens bei. Die Formulierung in wassriger
Dispersionwirde eine einfache Applikation (kostersjizge Anwendung) bieten und ist durch die
Anwendung des Miniemulsionsprozesses realisiese Uberlegungen bilden die Grundlage des
interdisziplindren BMBF-Projekts, in dessen Rahmiese Dissertation verfasst wurde.

Um die Idee dieser neuen Friherkennungsmethodeatisieren, war das Ziel dieser Arbeit, zuerst
anhand eines vereinfachten Modells, die Machbarkdts Prinzips von Protease-spaltbaren
Nanopartikeln zu zeigen. Die gesammelten Erfahmngellten dann auf die Protease Hepsin
Ubertragen werden, um das Ziel der Synthese HegpsittbarerNanokapseln unter Farbstoff-

freisetzung zu erreichen.



1. Einleitung

Die Arbeit gliedert sich wie folgt: Nach einer Hihmrung in die Prinzipien der
Festphasenpeptidsynthese wird kurz auf die Hinfeidg des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET) und der radikalischen Polymemsagingegangen. Nachdem ein Uberblick tiber die
Materialklasse der Peptid-Polymer-Konjugate gezeigurde, wird kurz das Prinzip der
Nanopartikelformulierung (ber den Miniemulsionsmeg erlautert. Im Folgenden werden die
wichtigsten eingesetzten Analysemethoden, dieAwdgatellung sowie die Syntheseplanung erlautert.
AnschlieRend werden die vier Generationen an dtelffes, enzymatisch spaltbaren
Nanopartikelnvorgestellt und dabei auf die Polymaerd Peptidkomponenten eingegangen, sowie die
Ergebnisse diskutiert. Abschlie3end werden die ix@amtellen Details gezeigt und die Ergebnisse
zusammengefasst. Im Anhang befinden sich weitemgkt®ten, ein Uberblick Gber die eingesetzten
Chemikalien, Abklrzungen und Symbole und eine Hietdé Analytik der synthetisierten

Verbindungen.



2. Grundlagen der Festphasenpeptidsynthese

2. Grundlagen der Festphasenpeptidsynthese

In diesem Abschnitt werden die wichtigsten Grundtagler Festphasenpeptidsynthese erlautert und
auf die einzelnen Aspekte der Synthese eingegamijerhier nicht aufgefiihrten Strukturformeln, wie

die der 20 kanonischen Aminosauren, sind in AbsthBil zu finden.

2.1 Das Prinzip der Festphasenpeptidsynthese

Die Festphasenpeptidsynthese (engl. Solid PhasdidPefynthesis, SPPS) basiert auf einer
schrittweisen Anbindung von Aminosauren an eineldslichen polymeren Trager - das sogenannte
Harz (sieheAbbildung 1). Da die Anbindung tber d@®gruppe erfolgt, muss die Aminogruppe der
Aminosaurendurch eine Schutzgruppe wie 9-Fluoreathioxycarbonyl (Fmoc) odeert-Butyloxy-
carbonyl (Boc) geschutzt werden (siehe Abbildung Rlach der Entschiitzung der ersten
polymergebundenen Aminosaure wird die nachste Nki#gste Aminoséure zugegeben. Die
Kupplung der Aminosaure erfolgt durch ein Kuppluweggenz unter Zugabe einer Base. Das Peptid
wird schrittweise vom C- zum N-Terminus aufgebddtirch wiederholte Durchfiihrung des Zyklus
kann das Peptid bis zur gewiinschten Lange aufgetenaten. Dies bietet groRes Potential fiir eine

Automatisierung.

H O
N
> Fmoc” ﬁ)ko Q =Harz
R1
l Fmoc-Entschitzung
OO0 o
1
Neuer R
Abspaltung vom Harz Zyklus H Q
Fmoc” %OH
R2
OO0 o Kupplung einer weiteren Aminosaure
Ende der /
Sequenz R2 H o)
F N N
| Fmoc N)\[( \)‘ko
H o R

Abbildung 1: Prinzip der Festphasenpeptidsynthese.

Das Peptid ist Uber einen Linker an den polymengdr angebunden. Am Ende der Synthese erfolgt
die Abspaltung des Peptids vom Harz mittels einespaltungsreagenzes. Je nach gewahltem Linker
kann dabei das Peptid als Séure oder als Amid efseigt werden (siehe 2.6 und 2.12). Die
Schutzgruppen der Seitenketten der Aminosaureneddsimultan zur Abspaltung des Peptids vom
Harz entfernt werden. Bei der Wahl des richtigemzels und des richtigen Abspaltungsreagenzes ist

es auch mdglich, vollstandig geschiitzte Peptiderkalten.



2. Grundlagen der Festphasenpeptidsynthese

2.2 Vorteile der Festphasensynthese gegeniiber dgmhese in Losung
Die Verwendung von Harzen in der Festphasenpepiitisge bietet im Vergleich zur Peptidsynthese
in Losung folgende Vorteilé:
- Durch die Verwendung eines groRen UberschussesageRzien kann die Reaktion nahezu
quantitativ durchgefiihrt werden;
- Die Frage der Loslichkeit der wachsenden Peptidksdllt sich nicht;
- Uberschiissige Reagenzien und losliche Nebenprodokieen durch einfaches Waschen des
Harzes quantitativ entfernt werden;
- Durch die kovalente Anbindung des Peptids werdettiugte des Produkts minimiert;
- Es besteht ein hoher Grad an Automatisierbarkeit zle Quantitéatssteigerung, enormer
Zeitersparnis und geringerem Arbeitsaufwand fuhrt.
Eingeschrankt einsetzbar ist die SPPS bei deriRsytethese (> 100 Aminosauren). Aul3erdem kann
die Synthese spezieller Aminoséaurefolgen,aufgrutetissher Wechselwirkungen, problematisch

sein’®

2.3 Geschichtliche Entwicklung der SPPS

Die Entwicklung der automatisierten Festphasennuethiois zu der in dieser Arbeit angewandten
Form wird in diesem Kapitel kurz dargelegt.

Die erste in der Literatur beschriebene Peptid®sghsowie die Pragung des Begriffs ,Peptid”
erfolgten 1901 von Fischer und Fournéabie Entdeckung der ersten reversiblen Schutzgruppe
Carbobenzoxy (Cbz) - im Jahr 1932 geht auf Bergmamth Zervas zuriick.Die Synthese eines
aktiven Peptids mit Oxytocin ahnlicher Wirkung reitt ,klassischer* Peptidsynthese in Lésung
gelang erstmals Du Vigneaud 195Ba sich dieser Weg routinemaRig als sehr zeitandiggerwies,
wurde bald nach Alternativen gesucht.

In den friihen 1960er Jahren schlug Merrifield dezwendung eines auf Polystyrol-basierten Harzes
fur die Synthese von Peptiden vor. 1963 konnterf@igeeich die Synthese eines Tetrapeptides auf
Festphase durchfiihrén. Dabei wurde Cbz als Schutzgruppe fir die-Aminoséuren,
N,N -Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als Kupplungsreagetnd HBr bzw. NaOH (Esterhydrolyse)
fur die Abspaltung des Peptides vom Harz angewahdtden folgenden Jahren wurde die
Festphasenpeptidsynthese modifiziert. So wurde 1€6Butyloxycarbonyl (Boc) als Schutzgruppe
und Fluorwasserstoff (HF) als Abspaltungsreagenerwendet. Die erste Automatisierung des
Prozesses unter Verwendung von Boc erfolgte duretrifiéld, Steward und JernbefgDer Prozess
wurde im Laufe der 1970er und 1980er Jahre weitgbassetf und zur Synthese verschiedener
Peptide verwendéf:®1972 wurde 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) vongli@ als N--Schutz-
gruppe eingefiihit. Da diese Gruppe mithilfe einer mittelstarken Bastfernt werden konnte, bot
sich nun eine chemisch mildere Alternative zu Boaher wurde Fmoc in den spaten 1970er Jahren in
die SPPS integriert. Es konnte damit ein orthogemabyntheseweg beschritten werden, da
Seitengruppen (z.B. COOH, OH, SH,...) rmatt-Butyl (t-Bu) geschiitzt und Hydroxymethylphenoxy-

5



2. Grundlagen der Festphasenpeptidsynthese

basierte Linker als Harz verwendet wurden.So koremteh die Aminosdaure Tryptophan (Trp)
eingesetzt werden, die bisher durch Nebenreaktiat®anindolrings in der Boc-basierten Synthese
nicht eingesetzt werden konrfelm Laufe der nachsten Jahre wurden bestehenddeRrepwie
schlechte Léslichkeit der wachsenden Peptidkettier tangsamere Kupplungskinetik, besetfigt
und so etablierte sich die Fmoc-basierte SPPSHafter der nachsten Jahre wurde die
Festphasensynthese zunehmend verbessert. 1992nwanste Versuche unternommen, mithilfe von
Mikrowellenstrahlung die Peptidsynthese zu besctitgn??

Lange Zeit wurde dieses Feld vernachlassigt, da amrahm, dass unerwinschte Nebenreaktionen
durch Mikrowelleneinwirkung beginstigt werden. Naakensiver Entwicklung ist es mittlerweile
nicht nur méglich, Peptid&innerhalb von wenigen Stunden anstatt in mehr@agen zu erhalten,
sondern auch andere organischen Synthesen dabisehleunigef’ Der Erfolg dieses Prinzips zeigt
sich unter anderem in der kommerziellen Verfigharken automatisierten Mikrowellen-basierten
Peptidsynthesizer.

Mehrere Effekte erscheinen essentiell fiir die Rédakder Reaktionszeit der Einzelschritte auf drei
bis funf Minuten. Eine ausfiihrliche Diskussion Ubden Effekt von Mikrowellen auf die
Reaktionsfiihrung erfolgte bereits in zahlreichertdkchtsartikelf®

Die N-terminale Aminogruppe sowie das Peptidriickghad polar und richten sich im alternierenden
elektrischen Feld der Mikrowellen stetig neu ausiesB Wellenbewegung fiihrt zu einer
Verminderung der Aggregation der Peptidketten, aiggrund von Wasserstoffbriickenbindungen
auftreten kann. Dadurch sind die wachsenden Petatk zuganglicher als bei der herkdmmlichen
SPPS?

Ein weiterer Aspekt ist die Madoglichkeit einer efémten, homogenen und sehr schnellen
Temperaturerhfhung. Da in einem Mikrowellenfelde gliolaren Molekile in Bewegung versetzt
werden, wird das Reaktionsgefal von innen heransoben erwarmt. Bei einem Olbad hingegen
erfolgt der Warmeiibertrag inhomogen von der Gefa@waus nach innefi.Die Moglichkeit, die
Temperatur innerhalb von Sekunden zu andern, sélt zur Automatisierung des Prozesses bei.
Weitere in der Literatur beschriebene Effekte dekrbvelle sind unter anderem die Existenz von

“lodervon nichtthermischen Mikrowelleneffektén.

~Hotspots
Potentielle negative Effekte der Mikrowellen bezcigl Racemisierung und Aspartimidbildung
konnten durch Anpassung der Kupplungszeiten unRdektionstemperatur {iberwunden wertfen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es nichureiner Weiterentwicklung im Bereich der
polymeren Trager,sondern auch bei den Kupplungeregn,den Schutzgruppen der
Seitenkettensowie bei den automatisierten Systempekommen ist. Der heutige Stand der

Festphasenpeptidsynthese soll im Folgenden datgeérden.
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2.4 Schutzgruppen der Peptidhauptkette - Fmoc und &
In der SPPS werden hauptsachlich zwei Strategiefiolge- die Verwendung von Boc- oder Fmoc-

geschutzten Aminosauren (siehe Abbildung 2).

0]

0 N

>LO)J\NHR O. .

Boc- Fmoc-
Abbildung 2: Struktur von tert-Butyloxycarbonyl (Boc) und 9-Fluorenylmethoxycarboryl (Fmoc).

Bei Verwendung der Boc-GrupPeiir die Aminofunktionen der wachsenden Peptidkbtisiert die
Synthese auf der Labilitdt der Schutzgruppen gdgemiSauren verschiedener Starke. Die
Schutzgruppen der Hauptkette (Boc) kann durch Viedwag von Trifluoressigsaure (engl.:trifluoro-
acetic acid, TFA) entfernt werden. Die Schutzgrupger Seitenketten sowie das ans Harz gebundene
Peptid sind stabil in Anwesenheit von TFA und werdest durch die Anwendung sehr starker Sauren,
wie wasserfreier Fluorwasserstoffsdure (HF) abdespésiehe 2.12).

Die Fmoc-Method¥erdffnet die Moglichkeit des orthogonalen Einsatzes Schutzgruppen. Bei
diesem Ansatz wird diebasenlabile Fmoc-Gruppe zum Schutz der wachsenden Peptidkette
verwendet,die Schutzgruppen der Seitenkette soenieshker zum Harz hingegen sirséurelabil
Diese Strategie macht die Verwendung milderer Bgdigen unter Verwendung von TFA und
Piperidin moglich, da die Entfernung der Schutzgemp nach unterschiedlichen Mechanismen
verlauft.

Aufgrund der hoch korrosiven Eigenschaften von H&, daraus resultierenden Notwendigkeit der
Verwendung von Materialien aus Polytetrafluorethy{(TFE) und der Moglichkeit der Schadigung
bestimmter Peptidsequenzen durch die stark sauzdm@ungen wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Fmoc-Methode angewendet.

Ein weiteres interessantes Detail in Zusammenhaitgdem Schutzgruppen der Hauptkette ist der
Grund fur den Aufbau der Peptide in der SPPS vormu@ N-Terminus. Dieser liegt in der besseren
Stabilitat der Urethan-basierten Schutzgruppen hésieAbbildung 2) fir Amine gegeniber

Epimerisierung.

2.5 Schutzgruppen der Peptidseitenketten

Neben den beiden Schutzgruppen fiir die Hauptkette Reptids gibt es noch eine Vielzahl an
Schutzgruppen fur die Peptidseitenketten. Aufgrdadgrof3en Flle sollen in diesem Abschnitt nur
diejenigen beschrieben werden, die sich in der i®@pithese bewéahrt habéndie kommerziell
erhaltlich sind und die beim Einsatz der entspradea Aminoséuren in dieser Arbeit verwendet

wurden (siehe Tabelle 1).
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Basierend auf der Fmoc-Synthesestrategie wurden diégr Synthese ungeschitzter Peptide
Schutzgruppen verwendet, die simultan mit der Albspg des Peptids vom Harzdurch 95%ige TFA
entfernt werden kénnen (siehe 2.12).

Tabelle 1: Reprasentative Schutzgruppen der Aminoséaaseitenketten in der SPPS®

Der Pfeil zeigt das Atom, Uiber das die Bindung zugchutzgruppe erfolgt.

Aminoséaure Schutzgruppe
Arginin (Arg) Pbf (2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sufp
H NH, g 5
Asparagin (Asp)/ Glutamin (Glu) tBu (tert-Butyl)
O
A o=
Serin (Ser)/ Threonin (Thr)/ %OR
Tyrosin (Tyr)
_OH =
Asparagin (Asn)/ Glutamin (GIn) Trt (Triphenylmethyl, Trityl)
O

A
Cystein (Cys) O

_SH =~ R O
Histidin (His) O

N=\
| NH =~

Lysin (Lys) Boc (tert-Butyloxycarbonyl)

Tryptophan (Trp) i J<
)

AN
NH <—

2.6 Das Harz - polymerer Trager und Linker
Der polymere Trager wird zusammen mit dem sogemanhinker als Harz bezeichnet. Aus der
Vielzahl von kommerziell erhéltlichen Systemen aolhier nur die wichtigsten und fiur diese Arbeit

bedeutenden Harze aufgefuhrt werden.

Der polymere Trager besteht aus vernetzten Miktiqadin (,beads”) mit einem Durchmesser von

75 - 150 umoder 38 - 75 um. Am héaufigsten sind §tgtpl (PS)-basierte Harze mit einer Beladung
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an funktionellen Gruppen von 0.5 bis 0.8 mmol/g eimer geringen Vernetzung von 1%, die durch
Zugabe von Divinylbenzol erreicht wifdDie daraus resultierende gute Quellbarkeit in DNiebt

eine schnelle Diffusion der Reagenzien innerhalbMig&ropartikel und eine gute Zuganglichkeit zu
den wachsenden Peptidketten. Fir langere (> 25 ésdimren) und schwieriger herzustellende
Peptidsequenzen wird eine geringere Beladung (0.2 mmol/g) benétigt® Eine Funktionalisierung
(-NH, -Cl, -COOH) wird durch nachtréagliche Behandlurey Mikropartikef” oder durch die Zugabe
von 4-Methoxymethylstyrol bei der Polymerisierunteeht:

Bei hydrophileren Peptiden, bei denen die physskakn Eigenschaften stark von denen des Polymers
PS abweichen, fuhrt die Verwendung von vernetztety(8@methylacrylamid) (PDMA)-basierten
Harzen zu héherer SyntheseeffiziéhzZDie Vernetzung wird hier durch Copolymerisationnvo
Di-1,2-(acrylamido)ethan erreicht. Die Funktionaising erfolgt durch den Einbau von
N-MethoxycarbonylmethyN-methylacrylamid®

Weitere hydrophilere Alternativen, die sich fir ti@snte Peptidsequenzen und -lAngen besser eignen,
sind Polystyrol-Polyethylenglycol (PS-PEG)-basignarze’® Diese kénnen z.B. durch Veretherung
des Polystyrol-Harzes und anschlielendem AufbalPB&-Kette hergestellt werden.

Die Anbindung der ersten Aminosaure einer Peptideegzy an das Harz wird als ,Beladung”
(“loading“) bezeichnet. Dies erfolgt Uber einen ken, der das Peptid kovalent an den polymeren
Trager bindet. Er ist Uber eine C-C-, eine Ethéerceine Amid-Bindung an den polymeren Trager
gebunden. Beispiele sind 4-(Methoxymethyl)phenyl,-(Clormethyl)phenyl,  Chlortrityl,
4-(Hydroxybenzyloxy)benzyl oder (Methoxycarbonylimgd.* Die Anbindung der Aminoséure an
den Linker kann je nach gewiinschter Endfunktioralisig des Peptids erfolgen. Prinzipiell ist die
ganze Vielfalt der funktionellen Gruppen der orgahen Synthese darstellbar. Dies wirde allerdings
in das sehr weite Feld der SPOS (Solid-Phase Qrgawithesis) fiihreiDarum wird hier nur
genauer auf die Peptidendgruppen (-COOH, -C@Nthgegangen. Um diese zu erhalten, wird der
Linker in fast allen Fallen Uber einen Benzylestder ein Benzylamid an den polymeren Trager
gebunden (siehe 2.12).

Leider ist die Namensgebung bei den Harzen nichsiktent und folgt verschiedenen Aspekten, wie
dem Name des Entwicklers (Wang, Rink), dem Triaahen (Trityl), Akronymen (PAM) usw. Im
Folgenden wird nur ein Ausschnitt aus der Vielzainl Harzen aufgezeigt.
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2.6.1 Peptide mit C-terminaler Sadure

Fur die Synthese von Peptiden mit einer C-termmaB&iure werden haufig die in Abbildung
3dargestellten Harze verwend&f! Sie sind mit den Bedingungen der Fmoc-Strategierun
Verwendung von TFA und Piperidin, kompatibel.

O/

/©/\OH<— O H ©/\0H<—
N
Qo Q<)o @y e
X O
Wang-Harz
HMPB-Harz

X: H, Tritylchlorid-Harz
X: ClI, 2-Chlortritylchlorid-Harz
Abbildung 3: Harze fir die Synthese von Peptiden miC-terminaler Séure. Der Pfeil zeigt die funktiondle Gruppe,

tiber die das Peptid angebunden wird (nacf).

2.6.2 Peptide mit C-terminalem Amid
Fur die Synthese von Peptiden mit einem C-termmakenid werden haufig die in Abbildung

4dargestellten Harze verwendetSie sind ebenfalls mit den Bedingungen der Fmoat&gie, unter

Verwendung von TFA und Piperidin, kompatibel.

NH, <— o~ — NH, O
¢ L O
Q o 0 Q o NS e
Sieber-Harz Pal-Harz Rink Amid-Harz

Abbildung 4: Harze fur die Synthese von Peptiden niC-terminalem Amid.Der Pfeil zeigt die funktionelle Gruppe,
tiber die das Peptid angebunden wird (nacf).
Die meisten Linker sind beim Kauf schon an den pasen Tréger gebunden. AuRerdem ist die
Anbindung der ersten Aminosaure ein Schliissel$éhriter Synthese, da durch ihn die Harzbeladung
definiert wird. Bei diesem Syntheseschritt kanz@esermehrter Epimerisierung, Dipeptidbildung und
geringer Beladung kommen. Um diese Fehlerquelleszwmchliel3en, wurde in dieser Arbeit

ausschlieYlich vorbeladenes Harz verwendet (79 4B).

2.7 Entschitzung der wachsenden Peptidkette
Die Fmoc-Schutzgruppe wurde in den 1970er Jahnege&iinrt’ und ist stabil gegen Sauren, aber
labil in Gegenwart von Basen. Die Entfernung etfagrch -Eliminierung. Das Wasserstoffatom

anC9 wird durch den Aromaten aktiviert und kannlaoht durch Deprotonierung in ein Anion
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2. Grundlagen der Festphasenpeptidsynthese

umgewandelt werden (siehe Abbildung 5). Die dadimduzierte Elektronenverschiebung fuhrt zum

Bindungsbruch. Es bildet sich ein Carbamat-Aniord ubibenzofulven mit einer exocyclischen

999
Peptid
() ' i
N R-NH, + CO,
NaOH

L og Ol 0
CQOJLNHRG)—H; o NHR—.+ S n
5T S

R-NH, + Addukt
Peptid

Doppelbindung.

Polymer

Abbildung 5: Mechanismus der Fmoc-Entschiitzung mitls Piperidin (nacH).

Um zum gewinschten Amin ¢N-R) zu gelangen, musste unter wassriger Aufarbgit€G
abgespalten werden. Fir die Entschitzung wird abeler Praxis ein sekundares Amin, meistens
Piperidin (20% in DMF), in groRem Uberschuss (14fuikalente) verwendet, was auch schon zur
vorangegangenen Deprotonierung dient. Da es zuekeBasentwicklung wéhrend der Reaktion
kommt, wird mdglicherweise ein Addukt aus £@nd Piperidin gebildet. In der Literatur wird die
Existenz von Piperidinium-1-piperidincarbamat-Mowpdtat beschriebeff.

Die Verwendung dieser Base hat auRerdem den Vodisis das nach der Deprotonierung gebildete
Anion aufgrund der Nukleophilie der Base abgefange die Bildung des Dibenzofulvens, welches
zur Polymerbildung neigt, unterdriickt wird. Soméink die Bildung von Nebenprodukten verringert
werden.

Da Piperidin flissig, sehr geruchsintensiv und titbarkeitsschadigend ist, wurde fir die Synthesen
der ungefahrlichere Feststoff Piperazin (5% in DME)wendet. Die Entschitzung findet hier etwas

langsamer statt, der Entschiitzungsmechanismusufteatder identisch’

2.8 Basen fur die SPPS

Neben der Fmoc-Entschitzung besteht die Aufgaler &ase in der Peptidsynthese zum einen darin,
die N-geschitzten Aminosauren zu deprotonierengima Reaktion mit dem Kupplungsreagenz zu
ermdglichen. Zum anderen muissen die Protonen, @iwemd der Amidbildung auftreten, abgefangen
werden. Zu diesem Zweck werden tertiare Amine vadeg da sie sehr schwache Nukleophile sind
undso kaum mit Elektrophilen, die an der Reaktieteligt sind, reagieretum die gewiinschte
Reaktion effektiv ablaufen zu lassen und gleicigéiebenreaktionen zu vermindern, ist die Balance
zwischen Basenstarke und sterischer Hinderung deisdhen Stickstoffs essentiell. In der SPPS

eingesetzte Basen sind zum Beispiel 2,4,6-Trimptmdin  (TMP)>® N-Methylmorpholin

11
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(NMM), > Triethylamin  (TEA}?oder  Diisopropylethylamin  (DIEA}® In Verbindung mit
Phosphonium- und Uronium-Salzen (siehe 2.9) zeipi&f und TMP die groRRte Kupplungseffizienz
und eine sehrgeringe Tendenz zur RacemisierungPdptids wahrend der ReaktithAus diesem

Grund wurden diese Basen im Rahmen dieser Arbagesitzt.

2.9 Peptidkupplung

Eine Peptid- bzw. Amidbindung entsteht aus einar&and einem Amin. Die Reaktion erfolgt bei
Raumtemperatur jedoch nicht spontan. Die notwen8lgeinierung von Wasser findet erst bei hohen
Temperaturen (z.B. 200 °G3tatt. Da sich solche Reaktionsbedingungen meishtedig auf die
Stabilitat der an der Reaktion beteiligten MolekUdswirken, ist es noétig, sogenannte
Kupplungsreagenzien einzusetzen. Durch sie wirdDéieGruppe der Saure vor der Reaktion mit dem
Amin in eine gute Abgangsgruppe umgewandelt. An Higpplungsreagenzien werden hohe
Anforderungen, wie hohe Reaktivitat und geringedesrz zur Epimerisierung gestellt. Bei schlechter
Wahl des Kupplungsreagenzes ist es moglich, dass .eAminosaure Uber die Bildung eines
Oxazolons in die D-Form umgewandelt witrdsieheAbbildung 6) und somit das resultierendetifep

seine physiologische Aktivitat verlieren kann.

o) 0 RITH O 0 0
R1\Hkx RH)kX X ) (xR +BH" R
L-Form - o = Ny = X =—= X L-Form
N0 H'S-© Y N 0° -BH* HN__O
) . R2 he o
R R R2 B R2
H B: Base
o) Rl 0O R 0]° Rl 0O
K 4 3 (0]
re, L _N__R2 R*NH, — | b Y RNH, H =
N ) =—— N_ O~ | N_O == N_.O 2
- Y Y Y b
o) o1
R2 R2 R2 RO
D-Form L-Form

Abbildung 6: Der Oxazolon-Mechanismus.

Um diese Nebenreaktion zu vermeiden, werden hohtorderungen an das Kupplungsreagenz
gestellt. Aus diesem Grund wird im Folgenden einefibick tUber die verschiedenen Arten von
Kupplungsreagenzien gegeben und vor allem auf dialieser Arbeit verwendeten Methoden
eingegangen.

Im Vergleich zur Peptidsynthese in Losung konnehtnalle denkbaren Kupplungsreagenzien fur die
Festphasensynthese verwendet werden, da aufgrenslyd¢heseprinzips eine Einschrankung besteht.
Die Methode der sogenannten gemischten Anhytfrat®vie die Verwendung von 1-Ethoxycarbonyl-
2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin (EED&¥ind in der SPPS nicht mdglich, da man den nuklégph
Angriff des Amins an der falschen“ Carbonylgruppges Anhydrids nicht ausschliel3en
kann.Acylazidé® reagieren zu langsam und die Herstellung der Adgtienidéist zu aufwandig.

Es wird nur genauer auf die Kupplungsmethoden egiaiggen, die in der SPPS Anwendung finden.
Ein umfassender Uberblick kann in zahlreichen Ubbtsartikeli”® erhalten werden.
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2.9.1 Carbodiimide

N,N -Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) ist der bekanntestertreter dieser Reagenzklasse und wurde

in der Peptidsynthese zum ersten Mal 1955 besamnfétDie Aktivierung verlauft iber die Bildung
einesO-Acylharnstoffs (siehe Abbildung 7). Durch den redgphilen Angriff eines Amins bildet sich
das gewiinschte Amid urid,N -Dicyclohexylharnstoff. Dieser ist in der Reaktsbisung unléslich,
fallt aus und kann durch Filtration entfernt werdbtogliche Nebenreaktionen sind die Bildung des
Saureanhydrids, woraus ebenfalls das Amid resuki@rie die Bildung debl-Acylharnstoffs®? Ein
groBer Nachteil bei der Verwendung von DCC ist Méglichkeit der Oxazolonbildung (siehe
Abbildung 6). Ein Uberblick tiber die moglichen Reaken bei der Verwendung von DCC ist in
Abbildung 7dargestellt.

(@) H 0
Ormer O Ormesd s 3o
HO l 0

O- Acylharnstoff
Ol S
o R2-NH,
A R 0
RN R coo/ O R1)LN R2
+ 0O O
H H /U\ /U\ B|Idung der L-Form
NTN R1” SN0 R!? tiber Oxazolonmechanismus

N,N'-Dicyclohexylharnstoff o N- Acylharnstoff

2
R! H’R + R'-COOH

Abbildung 7: Mégliche Reaktionen bei der Verwendungvon DCC.

Die Bildung des unldslicheN,N -Dicyclohexylharnstoffs wahrend der Reaktion istder SPPS ein
groBer Nachteil. Andere Carbodiimide (siehe Abhiglu8) wie N,N-Diisopropylcarbodiimid
(DIC),*®N,N -tert-Butylmethylcarbodiimid (BMC) odeN,N -tert-Butylethylcarbodiimid (BEC¥'sind
hier besser geeignet, da ihre Nebenprodukte eiefatiit organischen Losemitteln entfernt werden
kénnen. Zu erwdhnen sind hier noch wasserldslicharbdtliimide wie 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC,die zur Amidbildung in wéassriger Umgebung eingeiset
werden konnen. Diese sind aber sehr teuer undfihesst zu keiner effizienten Kupplung, da sie mit

dem im groRen Uberschuss vorhandenen Nukleophis¥vasagieren.
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v
A
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Z=0=Z2
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e

N

1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid (EDC)

N,N'-Diisopropyl-

N,N'-tert-Butylmethyl-
carbodiimid (DIC)

N,N'-tert-Butylethyl-
carbodiimid (BMC)

carbodiimid (BEC)

Abbildung 8: Einige wichtige Carbodiimide.

Um das Problem der Epimerisierung aufgrund der Glabildung zu verringern, wurde von Konig
und Geiger 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) als Addiéingefiihrt (siehe Abbildung 8j.

N XN
Crv O
N NN
OH OH
1-Hydroxy- 1-Hydroxy-
benzotriazol (HOBY) 7-azabenzotriazol (HOAY)

Abbildung 9: Additive fur die Carbodiimidkupplung.

Durch den Einsatz von HOBtwar es mdglich, hohersb®uten und geringere Epimerisierungsgrade
zu erhalten. Dies wird zum einen dadurch erreithiss HOBt die Oxazolonbildung vermindert, indem
es derO-Acylharnstoff (siehe Abbildung 10) protoniert, des<€lektrophilie erhéht und somit dessen
Umsetzung beschleunigt. AuRerdem wird dadurch dagoéhzotriazol-Anion erzeugt, welches als
Nukleophil agiert. Zum anderen wird, ebenfalls duRrotonierung, die Enolbildung des Oxazolons,
die zur Epimerisierung fiihrt, durch HOBt unterdriiiehe Abbildung 10).

r H N O-Acylharnstoff Oxazolon
H o N-R* Ho R 0O
N Hopt _, . NR RNH, )X
R3 \O -OBt ——— R —N:C\ —_— NYO
O
R1‘< R1‘< R2
. o . O HOBt
Peptid 1 1
R @) R, 0]
j\ R2-NH, OBt —

R? <g— R

B H’N{\@O -OBt —#>= N._ O

1
R H O

Y
R2 R?
Abbildung 10: Reaktionsschema der Carbodiimidkupplung durch den Einsatz von

HOBt zurVerminderung der Epimerisierung (nach®.
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Ein verwandtes Additiv, 1-Hydroxy-7-azabenzotriazHOAt), wurde 1993 von Carpino
entwickelf’(siehe Abbildung 9) und als noch effizienter hihglich Ausbeute, Kinetik und geringem
Epimerisierungsgrad beschrieben.

Es ist zu beachten, dass diese Komponenten expldsigenschaften aufweisen. Solange den
Verbindungen im trockenen Zustand keine Warme Zilgefwird, ist der Umgang damit aber

unbedenklich.

2.9.2 Symmetrische Anhydride

Eine weitere wichtige Mdoglichkeit fir die Peptidélyase ist die Methode der symmetrischen

Anhydride. Die Reaktion von zwei Aquivalenten dettsprechend geschitzten Aminosaure unter
Zugabe von einem Aquivalent eines Aktivierungsreags (z.B. DCC) fiihrt zu deren Bilduffiach
dem Aktivierungsschritt werden die Nebenproduktéfegnt (z.B. bei DCC durch Filtration). Die
eigentliche Knupfung der Peptidbindung erfolgt dalumch Zugabe des symmetrischen Anhydrids -
(Fmoc-NH-CHR-CO)O - zur wachsenden Peptidketie.

Die Verwendung symmetrischer Anhydride bietet demt®fl einer hohen Reaktivitat. Nachteilig an
dieser Methode sind Loslichkeitsprobleme bei derrwémdung einiger Aminoséuren wie
z.B. Glycin/°’AuRRerdem ist es bei diesem Syntheseweg notweneimemdem ohnehin schon groRen
Uberschuss an Reagenzien, den das Konzept dergsstsynthese mit sich bringt, diese noch in
doppelter Menge aufzubringen. AuRerdem solltenAdibydride vor jeder Synthese neu dargestellt

werden.

2.9.3 Aktivestersynthese

Ein weiterer Ansatz, um Peptide zu synthetisieistrgie Verwendung von Aktivesteffinter diesem
Begriff versteht man Derivate d&kgeschitzten Aminosauren, die stabil genug sindgalagert zu
werden, aber noch so reaktiv sind, um mit Aminosduweiter zu reagieren. Man erhalt diese
Verbindungen unter anderem, indem man die Amin@saumit einem Phenol- oder
Hydroxylaminderival?”* umsetzt. Aus der Vielzahl an Mdglichkeiten sind Abbildung 11die

bekanntesten aufgefiihrt.

F
oF : o © 1 N=N
X s G
R™ O F 0
F
Pentafluor- Succinimid (-OSu) 1H-Benzotriazoyl
phenyl (-OPfp) (NHS-Ester) (-OBt)

Abbildung 11: Beispiele von Aktivestern.

Zu erwahnen sind neben Pentafluorphenol (HOPfp)ldeaydroxybenzotriazol (HOBt) und da¢

Hydroxysuccinimid (HOSu), deren Nebenprodukte wigssntfernt werden kénnen. Die Aktivierung
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2. Grundlagen der Festphasenpeptidsynthese

kann durch den elektronenziehenden Effekt der 8ubaten erklart werden. Das Problem bei den
Aktivestern ist die Lagerfahigkeit, da diese mitnebmender Reaktivitit zunehmend geringer
wird."Daher wurde in dieser Arbeit auf den direkten Binsteser Verbindungen verzichtet. Indirekt
kommen diese jedoch trotzdem zum Einsatz, da dier Ber Hydroxamsauren als Zwischenstufe in
Kupplungsreaktionen auftreten, bei denbhRHydroxylkomponenten (z.B. HOBt) als Additive
zugesetzt wurden (siehe 2.10).

2.9.4 Kupplungsreagenzien basierend aifBenzotriazol

Bei diesen Kupplungsreagenzien (Strukturen, siéh2) findet man viele Salze dekl-Benzotriazols

wie Uronium-/Aminium-, Phosphonium - und Immoniu@atbonium-Salze (siehe Abbildung 12).

R1 @ R2 Rlﬁ R2 N:N R1\® R2 R‘I\G’\DI’Rz R [©) RZ
L e N, N S N=y N
/k 3 N -R ~ ! /Rs Q ,N\ 3 \ [
R Qo NN 0PN ToNp N R N.g i go
R R6-N R* o R
RS
Uronium- Aminium- Phosphonium- Immonium- Carbonium-

Abbildung 12: Salze des H-Benzotriazols.

2.9.4.1 Uronium-/Aminium-Salze

Es sind sowohl Uronium- als auch Aminium-Isomera 8l-Benzotriazol identifiziert worden (siehe
Abbildung 13). Die Frage nach der Struktur ist nadéd vor umstritten und hangt vom verwendeten
Lésemittel, der Isolierungsmethode und dem Gegealdn Die bekanntesten Vertreter dieser Klasse
der Kupplungsreagenzien sind  wohlO-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat (HBTU) und O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluramiu
hexafluorophosphat (HATU) (siehe Abbildung 13).

=N/ N S
NN X \ PFG
SN N
HBTU:X=CH [ T ) X Nb N
LY = % 4
HATU: X =N W N® ~(
) N\
Og /
Aminium Uronium

Abbildung 13: Uronium- und Aminium-Form von HBTU und HATU.

Der detaillierte Mechanismus der Aktivierung von ioséuren ist in Abbildung 14dargestélie
N-geschiitzte Aminosdure fROOH) muss erst durch eine Base (z.B. DIEA) in &ésireanion
Uberfiihrt werden. Das Carboxyanion greift das posigeladene Kohlenstoffatom des
Kupplungsreagenzes (z.B. HBTU) an, und @icyluroniumkation sowie das Benzotriazoylanion
werden gebildet. Nun stehen zwei mdgliche Reakiege zum Peptid zur Verfligung,entweder der
direkte Angriff des Amins der wachsenden Peptigk@é®-NH,) am Acylkohlenstoff unter direkter
Bildung des Peptids oder der Angriff des Benzotydanions am Acylkohlenstoff, was zum
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2. Grundlagen der Festphasenpeptidsynthese

Benzotriazoylester fuhrt. Dieser kann dann wiedarrvom Amin der wachsenden Peptidkette
(R*-NH,) zum gewiinschten Peptid umgesetzt werden. Da elidtion nur vollstéandig ablauft, wenn
das sich bildende HOBt neutralisiert wird, wird ohistens ein zweifacher Uberschuss an Base

zugegeben.

/
—~N
8 -
\N®)\o PFe

\ N/\N
Q DIEA Q N o/ N” -O‘N
Kow™ o - R1ko)@rr/ " N;:@
N

R “OH R "0
Saureanion
O-Acyluronium- Benzotriazoyl-
)\ J\ kation anion
Diisopropyethylamin (DIEA): )N R2-NH, | -TMH TMH
)
Tetramethylharnstoff (TMH): ~. L o o)

N™ "N R2 R*NH,
I R1JLN/ ~om R1J\OBt
H -HOBt

Peptid
Abbildung 14: Mechanismus der Peptidsynthese unteverwendung von HBTU (nacH).

Da die Bildung eines Guanidinium-Nebenprodukts Hulfie Reaktion des Amins tRIH,) mit dem
Kupplungsreagenz maglich iStsind die Reihenfolge und der Zeitpunkt der ReaigenrZugabe sehr
wichtig.

Andere  Uronium-/Aminium-Salze  wie O-1H-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3-tetramethyluronium-
tetrafluoroborat (TBTU)?0-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluromitetrafluoroborat
(TATU),*” 1-(Dipyrrolidinylmethylen)-H-1,2,3-triazolo[4,55]pyridinumhexafluorophosphat-3-oxid
(HAPyU),” (2-(6-ChloroiH-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium)hfidarophosphat
(HCTU)® oder 1-((Dimethylamino)(morpholino)methylenftbenzotriazoliumhexafluorophosphat-
3-oxid (HDMB)™ kénnen jeweils kleine Vorteile in Hinblick auf Liihkeit oder ahnlichem
aufweisen. Hinsichtlich Ausbeute, Racemisierungsgmad Kinetik bieten sie aber im Vergleich zu
HATU oder HBTU keine drastische Verbesserfing.

2.9.4.2 Phosphonium-Salze
Eine weitere Gruppe ist auf den Phosphonium-SalzenHOBt und HOAt basiert. Sie bieten den

Vorteil, kein Guanidinium-Nebenprodukt bilden zunk@&n. Das erste Reagenz dieser Art war
1H-BenzotriazolyIN-oxytris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophospBDP) % Seine
Kanzerogenitat, die auf die Bildung von Hexamethgphoramid wahrend der Reaktion
zurtickzufuhren ist, fihrte zur Entwicklung voH-Benzotriazol-1-yloxytri(pyrrolidino)phosphonium-

hexafluorophosphat (PyBOB. Durch Insertion eines weiteren Stickstoffatoms iedth man
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(7-Azabenzotriazol-1-yl)oxytris(dimethylamino)phtsmiumhexafluorophosphat (AOP) und (7-Aza-
benzotriazol-1-yl)-oxytris(pyrrolidino)phosphoniuesafluorophosphat (PyAOP).Auch hier fiihrte
dieser Schritt wieder zu einer reaktiveren SpeAésweitere Verbindungen sind hier[(6-Nitrobenzo-
triazol-1-yl)oxy]tris(pyrrolidino)phosphoniumhexatirophosphat (PyNOPpder6-Chloro-1-
hydroxybenzotriazol-1-yN-oxytris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorophosphatPyClockKf®  zu
nennen, die aber jeweils Nachteile wie geringe Hiydestabilitdt oder geringe Léslichkeit aufweisen.

2.9.4.3 Immonium-Salze

In die Kategorie der Immonium-Salze fallen Reagemziwie 5-(H-Benzotriazol-1-yloxy)-
3,4-dihydro-1-methyl-B-pyrroliumhexachloroantimonat (BDMP),  HiBenzotriazol-1-yloxy-
N,N-dimethylmethaniminiumhexachloroantimonat (BOMI) eod 1-(1-(H-Benzo[d][1,2,3]triazol-
1-yloxy)ethyliden)pyrrolidiniumhexachloroantimongBMMP).2® Obwohl BDMP gute Resultate
hinsichtlich Reaktivitat und Racemisierungsgradaaigt, wurde hier kein Vergleich mit klassischen

Reagenzien wie HBTU oder HATU angestellt.

2.9.4.4 Sonstige Reagenzien basierend BuBé&nzotriazol

Diethoxyphosphinyloxybenzotriazol (DepOBt), ursmlich Benzotriazol-1-yldiethylphosphat (BDP)
genannt, wurde zum ersten Mal von Kim erwdl#-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridin-
3-yldiethylphosphat (DepOAL), 1-(2,8-Dimethylpheapkosphinyloxy)-7-azabenzotriazol
(DmppOAt) und 1-[DiQ-tolyl)phosphinyloxy]-7-azabenzotriazol (DtpOAt) vden von Carpino
synthetisierf® zeigten jedoch keinen Vorteil gegeniiber HATU. Igtidh hinsichtlich des
Racemisierungsgrades zeigten DmppOAt und DtpOAkinige Prozent verbesserte Werte. Weitere
Reagenzien basierend auf Sulfonaten wurde von lehtwickelt?® wobei 6-Chloro-
1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl-4-chlorobenzolsulfon@HCSCP) die besten Resultate lieferte. Hier
erfolgte jedoch kein Vergleich mit klassischen Reagien.

Nach dem Uberblick tber die Kupplungsreagenzieniebasd auf H-Benzotriazol, lasst sich

zusammenfassend sagen, dass in diesem weiten Waitdviele Reagenzien entwickelt wurden, sich
aber diese nur sehr wenig voneinander untersché&id¢é®TU und TBTU sind die beiden Reagenzien,
die sehr gute Resultate erbringen und kommerziefaeh und kostengunstig erhaltlich sind. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit HBTU unter Zmsaon Oxyma Pure als Kupplungsreagenz

verwendet (siehe 2.10).
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2.10 Additive - HOBt und Oxyma Pure

Der Einsatz von Phosphonium- und Uronium-Salzerlizept die Aktivierung des Saureanions einer
Aminosaure. Der Benzotriazoylester ist einer voneizwmdglichen Zwischenstufen (siehe
Abbildung 14). Empirisch stellte sich heraus, ddssch die Zugabe von zusatzlichem HOBt diese
Zwischenstufe vermehrt gebildet wird, was einen itpen Effekt im Hinblick auf
Racemisierungsgrad und Ausbeute mit sich britidjese MaRnahme ist nachvollziehbar, wenn man
sich Uberlegt, dass die Racemisierung dadurch weleni werden kdnnte. Zum einenwird die Base
durch HOBt gepuffert und zum anderen wird durchidtrierung die Enolbildung des Oxazolons, die
zur Epimerisierung fuhrt, durch HOBt unterdrickel® Abbildung 10). In dieser Arbeit wurde diese
Methode angewendet, obwohl der universelle Einsater Literatur weiter diskutiert wirtl.

Alternativ zu HOBt kann Ethyl-2-cyano-2-(hydroxyina)acetat (Oxyma Pure) verwendet werden
(siehe Abbildung 15).

.OH
NO

|
O o
@)

Abbildung 15: Struktur von Ethyl-2-cyano-2-(hydroxyimino)acetat (Oxyma Pure).

Oxyma Pure wurde 1973 als potentielles Additiv Kimpplungreaktionen entdeckt.Es stellte sich
heraus, dass dieses Reagenz noch effektiver alst H&DBind einen noch geringeren Grad an
Racemisierung bietét. Aufgrund des identischen pides Oxims kann angenommen werden, dass der

positive Einfluss auf die Kupplung identisch zu deom HOBL ist.

2.11 COMU - Ein Reagenz zur Amidbildung in Losung

Obwohl COMU* - 1-[(1-(Cyano-2-ethoxy-2-oxoethyliden-aminoxy)eithylamino-morpholino)]-
uroniumhexafluorophosphat - ebenfalls auf der UronBStruktur basiert, ist es aufgrund seiner
Bedeutung in dieser Arbeit detailliert aufgefihilie Vorteile diese Reagenzes, vor allem zur
Peptidkupplung in Lésung, sind vielfaltig. Die Anmging von DCC/HOBLt (siehe 2.9) fuhrt zum
Problem der quantitativen Entfernung des gebildettarnstoffs, der, wenn auch in geringer
Konzentration, in organischen Lésemitteln 16slish BeimEinsatz der Methoden, die in der SPPS
Anwendung finden (siehe 2.9), steht man vor demblero der Aufreinigung des nicht an
einerFestphase gebundenen Produkts. Andere MetHoieplizieren zum Teil wiederum einen
grol3en Syntheseaufwand fur die Darstellung der Kungsreagenzien. Eine kommerziell erhaltliche,
einfach abzutrennende Alternative bietet das irsatieArbeit verwendete Reagenz COMU (siehe
Abbildung 16), dessen Struktur von Oxyma Pure adglwird.
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Abbildung 16: Struktur von COMU - 1-[(1-(Cyano-2-ethoxy-2-oxoethyliden-
aminoxy)dimethylaminomorpholino)]Juroniumhexafluorop hosphat.

Es besitzt eine bessere Stabilitdt als HOBt, HATd¢roHBTU und hat im Gegensatz dazu keine
explosiven Eigenschaften, agiert aber dennoch adfoifenakzeptor (siehe 2.10). AuRerdem kann
2,4,6-Trimethylpyridin (TMP) als milde Base eingesaverden, was zu noch geringerer Tendenz der
Racemisierung filhff Der Endpunkt der Reaktion kann zudem je nach eitgenEdukten tber
einen Farbwechsel der Reaktionsldsung erkannt weuhel ist bei Raumtemperatur bereits nach
2-3 h erreicht. Der gréi3te Vorteil dieses Reagetizgs jedoch in der Tatsache, dass die gebildeten
Nebenprodukte durch wassrige Extraktion entferntdee kdénnen. Dadurch wird eine effiziente
Kupplung mit einer schnellen und einfachen Aufrgumg des Produkts vor allem auch auf3erhalb der
SPPS gewahrleistét.

2.12 Abspaltung des Peptids vom Harz

Bei Anwendung der Fmoc-Strategie wird TFA zur Alspay des Peptids vom Harz verwendet. Die

Bindung des Peptids an das Harz erfolgt in vieléiteR Giber einen Benzylester oder ein Benzylamid
(siehe 2.6). Der Grund hierflr ist, dass durch atasnatische System eine elektronenreiche Bindung
generiert wird, an der der Bindungsbruch durchS#iere stattfinden kann.Es resultiert das Peptid als
Séaure bzw. Amid und ein Carbeniumion (siehe Abllyld7),das durch einen Carbokationenféanger

(,scavenger") abgefangen wifd.

m /\
(., H-doccF © EtsS-H
/@Ao R—— ©/+ CF3C00" —————= Q/
o ) 0 -Et;Si00CCF3 0
Q" A @ QO

Peptid

Abbildung 17: Abspaltung des Peptids mit TFA unter \erwendung eines Carbokationenfangers
am Beispiel des Wang-Harzes (siehe 2.6).

Unter diesen Bedingungen kommt es zur simultandfeEmng der Schutzgruppen der Seitenketten
des Peptids. Es bilden sich dabei in eingit+Schritt stabile Carbokationen (siehe Abbildung,dié

mit elektronenreichen Seitenketten von Aminosaueagieren kénnen (z.B. Ser, Met, Tyr) und zu
Nebenprodukten fiinrefi. Um dies zu unterdriicken, wird erneut von den Ceabonenfiangern
Gebrauch gemacht. Verwendet werden dafiir je nadiut8gruppe z.B. Anisdf Thioanisol?®
o/m-Kresol, 1,2-Ethandithiol, Methanol oder Wass8ilane haben dabei gegenitber Thiolen den
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Vorteil, geruchslos zu sein. Aus diesem Grund wunddieser Arbeit ein Gemisch aus TFA, Wasser

und Triisopropylsilan (95:2.5:2.5) verwendet.

Bei Verwendung Trityl-basierter Linker (z.B. Tritflorid-Harz), die saurelabiler sind, ist die
Verwendung von 1%iger TFA-Losung in DCM ausreichéimddie Abspaltung vom HarZ.Somit ist

es mdoglich,das Peptid vom Harz abzuspalten, ohieiddie Schutzgruppen der Seitenketten zu
entfernen. Man erhéalt so geschitzte Peptide, thets@rophob sind und als funktionelle Gruppen nur

den freien N- und C-Terminus aufweisen.

2.13 Nicht kanonische Aminosauren fur die gezielteeptidfunktionalisierung

Um bestimmte funktionelle Gruppen fur chemoselektiReaktionen (siehe 6.3.3) in eine
Peptidsequenz einzubauen, ist der Einsatz von Refbnischen Aminosauren ideal. Man versteht
darunter Molekile mit dem Grundgerist eineAminosaure (HOOC-CHR-N§), bei der der Rest
Rentsprechend modifiziert ist.Diese Modifikationgimnen funktionelle Gruppen wie zum Beispiel
Propargyl- oder Azidogruppen (siehe 6.3.3) sowigkigaungsstellen (,Labels®) sein, um bestimmte
Eigenschaften wie die Kupplungseffizienz oder dieyenatische Spaltung eines Peptids einfach
detektieren zu kdnnen. In dieser Arbeit wurden imsem Zweck neben den genannten funktionellen

Gruppen eir®N-Label sowie ein Fluoreszenz-Resonanz-EnergiesfeafFRET)-Label eingebaut.
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3. Fluoreszenz-ResonanEnergie-Transfer (FRET)

Allgemein wird die Emission von Licals Lumineszenz bezeichnet. Man unterschedabei
zwischen Phosphoreszenz und Fluoreszenz. Das Phanden Fluoreszenz tritt typischerweise

Molekiilen mit -Bindungen, sogenannten Fluorophc, auf’®

Ein Fluorophor absorbiert Licht ur
emittiert einen Teil davon wieder als Strahlunge®ikann anschaulich anhand eilJablonski-
Diagramms (siehe Abbilduntg) erklart werder® Ein Elektron wird durch LichtH( ) angeregt und
erreicht ein hoheres Energienivea, S;). Wegen eines Energieverlugts angeregten Zusta (S,)

durch Schwingung (0, 1, 2st die Frequenz des emittierten Lichtd §) kleinel als die des
eingestrahlten Lichts. Dieses Ph&anomen wird al®k@&t shift* bezeichné®Durch ihn ist eine

Detektion as emittierten Lichts trotz ¢ Hintergrundlichts der Anregung mdglich.

a) , b)
Energie . N
A 2 ﬁﬁ ﬂ
S, !
2
A !
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! I
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S, — ' 1 :
0 _‘ v 0 T T T "| T T
Wellenlange

Abbildung 18: a) Jablonski-Diagramm, mit Sy als elektronischen Grundzustand, Sund S, als ersten und zweite
angeregter Zustand, 0, 1 un@ als Schwingungsniveaush  als Energie desanregenden Lichts unt ¢ als Energie des
emittierten, fluoreszierenden Lichts, b) Transfer der Frequenzen in Wellenlange.

Eine Verminderung der Fluoreszenz wird als ,Quemghbezeichnt. Dieses Phanome kann durch
drei Hauptprozesse erfolgedem dynanschen Quenching (Kollisionsquenchi,dem statischen
Quenching oder dem Resonafzergie-Transfer (RET). Beim erstgenannten Proz: wird
dasFluorophor vom aegegten Zustand durch Kollisi mit dem Quencher (z.B. molekren
Sauerstoff) strahlungslos in den Grundzustand versetzt. Beimitew Prozess bildet sich ein ni
fluoreszierender Komplex auBluorophor und Quencher. BeilRET hingegen ist kein direkt

Kontakt von Akzeptor (A) und Donor (D) not

RET wird haufig auch als Fluorzenz-Resonanz-Energie-Transfer (FREEEeichnet, wenn d
strahlungslose Energietransfewischen einem angeregten Fluorophor (Donor, lund einem
geeigneten Quencher (Akzeptor, Ubertragen wird. Der Energietransfer kann dabei
Energieaustausch zwiset einem oszillierenden Dipol und einem Dipol mieigher Frequen

betrachtet werden.Der Energietransfer hangt dabei der spektralen Uberlappung der bei
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Komponenten, deren Abstand und der relativen Qeenig der Dipole aBMdgliche Donor-

Akzeptor-Paare sind in Tabelle 2aufgefihrt.

Tabelle 2: Donor-Akzeptor-Paare und deren Abkirzunge.

Fluorophor (Donor)-Gruppe Quencher (Akzeptor)-Gruppe Lit.
Abktrzung Name Abktrzung Name
Trp Typtophan Z-(4-N@ | 4-Nitro-Benzyloxycarbonyl|
EDANS | (5-[(2-Aminoethyl)amino]-| DABCYL 4-(4-Dimethylamino- 10z
naphthalin-1-sulfonsaure phenylazo)-benzoesaure

Ant Anthraniloyl- Tyr-(3-NQ) 3-Nitrotyrosin 102
Mant N-Methylanthraniloyl- Dnp 2,4-Dinitrophenyl- 104
Mca (7-Methoxycoumarin-4-yl)- Dnp 2,4-Dinitrophenyl- 102

acetyl-

Im Rahmen der Theorie von Foréf@rverden die Rate des Energietransfers und die Effizides

Energietransfers zwischen A und D beschrieben. D@begt die Rate des Energietransferszu allererst

vonder Quantenausbeute von D in Abwesenheit vob.Al@hdher dieser Wert ist, desto effektiver ist

der Energietransfer. Die gleiche Bedeutung hakFtliereszenzlebensdauer von D in Abwesenheit von
A.Wichtig sind aul3erdem der Abstand zwischen deritelpunkten von D und A und der

Brechungsindex des Mediums. Effizienter Energietf@mnsetzt folglich voraus, dass sich der Donor

und der Akzeptor in Resonanz befinden. Das hei&s dlas Emissionsspektrum des Fluorophors

(Donors) mit dem Absorptionsspektrum des Quench@tkzeptors) Uberlappen muss (siehe

Abbildung 19)%®

Abbildung 19: Schematische Darstellung der spektrain Uberlappung (gelb) vom Emissionsspektrums des

Fluoreszenzintensitat

Fluorophor
}“Abs” 7\‘Enﬁ ::"".

\2...

Quencher

.'--'.A‘Em‘
"

Wellenlange

Fluorophors (grtin) und dem Absorptionsspektrum deQuenchers (rot).

Des Weiteren hat die raumliche Orientierung deddeiMolekiildipole “einen Einfluss auf die Rate

des Energietransfers. Werte, die hier moglich simthgieren zwischen 0 und'¥%Die Rate des

Energietransfers steht in Relation zum Foérster-BadR,). Dieser ist definiert als der Abstand, bei
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dem die Ubergangseffizienz 50% erreicht fidber Forster-Radius befindet sich generell im Bzrei
von 1 -8 nm?Y’

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ratendagietransfers und somit die Effizienz des
FRET-Systems linear von der spektralen UberlappdegQuantenausbeute des Donors, der relativen
Orientierung beider Dipole und reziprok von dertsten Potenz der Distanz zwischen beiden

Komponenten und dem Brechungsindex des Mediumsnghha

Das Prinzip wird in einer Vielzahl von Anwendungas ,spektroskopisches Lineal* angewarfdt’

Es ist damit moglich, eine Konformationsanalyse Yyoteinen durchzufiihren, Proteinfaltungen zu
bestimmen,die Orientierung von Polymer-gebundeneptié®en aufzuklaren, Calciumindikatoren
darzustellen oder DNA-Bindungskinetik zu bestimmBas Weiteren hat es gro3e Bedeutung in der
Bestimmung von Enzymaktivitdten. Dabei wird die IBpagssequenz des Peptids zwischen Quencher
und Fluorophor eingebaut. Bei einer Spaltung degidReund der daraus resultierenden raumlichen
Entfernung zwischen Donor und Akzeptor kommt esiner Fluoreszenzzunahme. Dies kann sehr

einfach und hoch sensitiv detektiert werden.
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4. Enzyme

Peptide bzw. Proteine sind in der Lage, neben dendpstruktur auch Sekundar-, Tertiar- und

Quartarstrukturen zu bilden, welche unter ander@ri~dnktionalitdt von Enzymen bestimmt. Da in

dieser Arbeit die Synthese im Vordergrund stanll,ash das Thema ,Enzyme" nur kurz eingegangen
werden. Es wird auf die fur die Syntheseplanungvaaiten Details, wie Enzymcharakteristika und
Zielsubstrate, eingegangen. Detaillierte Betraaun Giber Spaltungsmechanismen, Abbaukinetik
oder Klassifizierung der Enzyme werden nicht argi#stDrei Enzyme sind hier von Bedeutung -

Pepsin, Trypsin und Hepsin.

4.1 Pepsin
Pepsin A (EC 3.4.23.1), eine Aspartat-ProteasegtmaiMolekulargewicht von ca. 35000 g/mol und

kommt im Magensaft von Wirbeltieren vor. Es ist aB7 Aminosduren bekannter Sequenz
aufgebaut®® Die Erkennungssequenz dieser Endopeptidase ist we$pezifisch und erfordert
lediglich hydrophobe Aminosauren. Die Spaltung lgtfdoevorzugt C-terminal an aromatischen
Aminosaureresten (Phe-Phe, Phe-Tyr, Tyr-Tyr, Phe-Tiyr-Leu, Leu-Val):®® Das Temperatur-
optimum der Enzymaktivitat liegt dabei bei 37 °CasdpH-Optimum zwischen 1.5 und 4.
Aktivitatshemmend wirken dabei Hydroxidionen, Nalgalze, Gallensaure und Peptide wie Pepstatin
A. Irreversible Denaturierung tritt beim Erhitzearvmehr als 70 °C oder bei einem pH-Wert groRer
als sechs ein. Technisch gewonnen wird Pepsin AhdExtraktion aus der Magenschleimhaut von
Schlachttieren’®

4.2 Trypsin
Trypsin (EC 3.4.21.4) ist eine Serin-Protease nmiem Molekulargewicht von ca.23300 g/mol,

bestehend aus 223 Aminosduren und kommt im Dinndeom S&ugetieren vdt® Diese
Endopeptidase spaltet Peptide praferentiell C-temmder basischen AminosaureArginin und
L-Lysin, da diese positiv geladenen Seitenkettendain negativ geladenanAspartat-Rest in der
Substrat-Bindungstasche ionische Wechselwirkungshiten kénnen'°

Optimale Spaltungsbedingungen werden bei 37 °Caimeim pH-Wert zwischen 7 und 9.5 erreicht.
Ein bekannter Inhibitor ist;-Antitrypsin. Irreversible Denaturierung tritt beirhitzen von mehr als
70 °C ein*™ Technisch gewonnen wird Trypsin aus der Bauchbpéiciise von Schwein, Rind und

Mensch.
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4.3 Hepsin

Hepsin (EC 3.4.21.106) wird ebenfalls zu den SPrioteasen gezahlt. Es ist eine extrazellulare
Typ-ll-Transmembran-Protease, die aus 417 Aminesaaufgebaut ist und ein Molekulargewicht
von ca. 51000 g/mol besitZ? Das Enzym spaltet Peptide ebenfalls C-terminal lisischen
Aminosauren L-Arginin  und L-Lysin,jedoch erfolgt keine Spaltung nach aromaisc oder
aliphatischen AminoséauréiiDes Weiteren nimmt die Spezifitit mit zunehmendémde der
Erkennungssequenz (QRR, RQLRVVGG) Zli.Das Temperaturoptimum liegt, wie bei vielen
Enzymen, bei 37 °C, das pH-Optimum zwischen 6 unélikivititshemmend wirken dabei generelle
Proteaseinhibitoren wie z.B. 3,4-Dichloroisocoumatieupeptin oder Aprotinifi>***

Hepsin kommt in der Leber vor und wird unter anderien Prostatakrebs UberexprimiéfiMan

gewinnt es z.B. aus der Leber (Ratte) oder ausdglren****

Ausgehend vom Zielenzym des Projektes Hepsin aseitbrimiertes Enzym in Prostatakrebs wurde
ein einfacheres, billigeres Modellsystem gesuchpsih wurde als Vertreter der Proteasen als erstes
Modellenzym gewdhlt, da es eine kurze Peptidsequdme stérende funktionelle Gruppen als
Substrat erlaubte. Firr erste Experimente war di¥séease sehr gut geeigh€ba dieses Enzym
nicht unter physiologischen pH-Werten arbeitet, deufiir die folgenden Experimente eine ebenfalls
unspezifische Protease gesucht, die eine ahnliepgd3equenz wie Pepsin spaltet. Trypsin bot sich
durch die gute Verflugbarkeit und einem ahnlichen@ptimum wie Hepsin daflr an. Nach der
Entwicklung der entsprechenden Modellsysteme wutde gewonnene Wissen auf eine Hepsin-

spaltbare Peptidsequenz lbertragen.
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5. Die radikalische Copolymerisation

Da ein Grofiteil dieser Arbeit auf einem Copolymes acrylsaure und Styrolbasiert, werden in

diesem Kapiteldie Grundlagen der radikalischen Gaperisation nur kurz beschrieben.

In der Forschung und vor allem in der Industriedwilie radikalische Polymerisation sehr haufig
eingesetzt, da sie sehr kostenginstig und einfactei Durchfiihrung ist. Aul3erdem kann dabei ein
breites Spektrum an Monomeren eingesetzt werden.

Die Vielfalt der so gewonnenen Materialien kannebtith erweitert werden, indem man zwei oder
mehrere unterschiedliche Monomere zusammen umsétztdiesem Fall spricht man von
Copolymerisation. Dabei kann man die Copolymerehnder Anordnung der Monomereinheiten
unterteilen. Es existieren statistische, altermidee Gradienten-, Block- sowie Pfropfcopolymére.

Die Theorie wird auf die radikalische Copolymerisatvon zwei Monomeren beschrankt und ist im
Detail in der Literatur beschriebéH:**

Eine Mdglichkeit, die Copolymerisation zu beschegipist das Terminal-Modelt® Hierbei wird
angenommen, dass die aktiven Kettenenden a oder tvathsenden Polymere irreversibel mit den

beiden Monomeren A und B reagieren. Daraus resuttie Copolymerisationsgleichuryf*

A
da] _ 1t ey
db] 14, [B]

[A]
Dabei ist d[a]/d[b] die Anderung der Monomer Kontzationen [A] und [B] im Copolymer unds

bzw.rgsind die Copolymerisationsparameter die durch fuligeGleichungen angegeben werdén:

_k _k
ra - a%&18 rb - bB%bA

Hier sindkaa bzw. kyg die Geschwindigkeitskonstanten der Homopolymeuitgsreaktionen unklg
bzw. kya die Geschwindigkeitskonstanten der Copolymerbitgneaktionen. Man kann aus ihnen die
Wabhrscheinlichkeit ablesen, ob ein Monomer mit dechsenden Polymerkette reagiert, wodurch
letztlich die Polymersequenz bestimmt wird.

Mithilfe der Copolymerisationsgleichung und -pardene lasst sich fur ein beliebiges
Monomerverhéltnis die Zusammensetzung des entsgmdenh Copolymers berechnen. Um die
Copolymerzusammensetzung Uber den gesamten Berdath Monomerzusammensetzungen
anschaulich zu beschreiben, ist die Verwendung @opolymerisationsdiagrammen sinnvoll
(sieheAbbildung 20)*®
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Abbildung 20: Copolymerisationsdiagramm fur ideal azeotroper,=r, = 1, gin), alternierend azeotrope

(ri=r,=0.001, rot), statistischerg= 1/r, = 10, gelb) und statistisch azeotrope{ r, = 0.2, blay Copolymerisation.
Y-Achse: Polymerzusammensetzung, -Achse: Monomerzusammensetzung.
Um die Copolymerisationsparameter zu bestirr, kann die Methode nadtewis-Mayo oder nach
Finemann-Rss angewendet werd'*®Bekannte Werte fiir bestimmte Monomerkombinatioraessér
sich in der Literatur nachschlag&h.
Alternativ lassenis sich Uber daQ-e Schema von Alfrey und Price Ubeasldende Beziehunge
ermitteln™**.

=940, ot ene —eulomer, (25 Jowleslen—e, )]

Hier beschreiben die Variabl&gbzw. Qg die Reaktivitdt des Monomers A bzw. B ue, bzw. e, ein
sind Mal} fir die Polarittdes Monomers A bzw. . Beide Gréf3en zusammen geben eine Ausl
Uber die Reihenfolge des Egnlss der Monomere ins Copolyn

Fir das verwendete Monomerp&iyrol und Acrylséure lauten dQ-, e- undr-Werte*®

Styrol: Qa=1,ea=-0.8 Acrylsdure: Qg =0.83,5=0.88
r,=0.31 r, =0.19

Da dieQ-Werte sehr ahnlich sind und ce-Werte unterschiedliche Vorzeichen haben, lasst sic
statistischer Einbau der Monomere ins Copolymemueen. Dies wird durch die recht ahnlict
Copolymerisationsparameter, die kleiner als einsnd, unterstitzt. Die resultierende
Copolymersequenz hangidoch von weiteren Pararern wie Temperatur, eingesetz Losemittel

usw. ab. Somit lasst sich aus diesen Werten neremdenz erkenne!’
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6. Peptid-Polymer-Konjugate

In diesem Abschnitt wird auf die Materialklasse daptid-Polymer-Konjugate eingegangen, ihre

Einteilung, ihre Synthese und ihre Anwendungsgelsetiutert.

6.1 Definition der Peptid/Protein-Polymer-Konjugate

Eine interessante Klasse von organischen Hybridiafigan sind die sogenannten Peptid-Polymer-
Konjugate bzw. Protein-Polymer-Konjugate. Dabeidw&ine bestimmte Anzahl an Peptiden oder
Proteinen mit definierter Primarstruktur kovalenh ain definiertes synthetisches Polymer
gebundert?’Die resultierenden Materialien profitieren dabeimvoZusammenspiel der beiden
Komponenten, indem sich entweder die positiven fSgkaften ergdnzen oder Nachteile der
Einzelkomponenten verringert werden.

Polymere besitzen eine Vielzahl an interessantgerisichaften wie die Reaktionsfahigkeit auf einen
auReren Reiz wie pH-Wert oder Temperatur (engimusi responsiveness), Bioabbaubarkeit und
-kompatibilitat, hohe mechanische Festigkeit, l&itfkeit usw'?? Um dieses Spektrum noch zu
erweitern, kann die F&higkeit von Peptiden bzw. tétnen zur Sekundar-, Tertidr- und
Quartarstrukturbildung sowie die hochspezifischkeBEnung durch Enzyme in synthetische Polymere
eingefiihrt werder??

Peptide und Proteine kénnen aber auch negativen&ipaften aufweisen. Sie kdnnen toxisch sein,
eine Immunreaktion im Organismus auslésen und kfiodogische Aktivitdt durch enzymatischen
Abbau verlieren. Hier kann die kovalente Anbindwiges Polymers helfen, diese unerwinschten
Effekte zu verminderf??

Peptid/Protein-Polymer-Konjugate sind in der Latgs Beste aus beiden Materialklassen zu vereinen,
was zu stark verbesserten oder ganzlich neuen &ipafien fuhrt. Sie wurden erstmals 1954 in der

Literatur in Form eines Polyvinylpyrrolidon)-Gly-Leu-Meskalin-Konjugats besdégben’®*

6.2 Einteilung der Peptid/Protein-Polymer-Konjugate

Es gibt mehrere Mdglichkeiten, die Materialklasser dPeptid/Protein-Polymer-Konjugate zu
klassifizieren. Zum einen kann eine Einteilung naehn Synthesemethode der Konjugate erfolgen.
Man kann dabei zwischen vier Synthesestrategieersctieiden (siehe Abbildung 24j.Die erste
Moglichkeit, die direkte Kupplung, zielt mithilfeemoselektiver Reaktionen auf die kovalente
Anbindung des vorgefertigten Peptids oder Proteins das Polymer ab. Die zweite Methode
verwendet Peptidmakroinitiatoren, um das Polymesynthetisieren (,grafting from“). Der dritte, der
inverse Ansatz, basiert auf dem Prinzip der SPP& haut das Peptid auf einem vorgefertigten
Polymer auf. Die vierte Moglichkeit der Peptid/RiotPolymer-Konjugatsynthese setzt
Peptid(makro)monomere ein, um durch deren Copolgaon ein Polymer zu erhalten (,grafting
through®).
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1. Direkte Kupplung 2. Peptidmakroinitiator 3. Inverser Ansatz 4. Peptidmonomer
(0] 0]
Peptid==="- N3-Polymer L Peptid-—N"\[Bf ] [ Polymer-NH, J [ Peptid-0*~
H
Chemoselektive Aufbau des Aufbau des Polvmerisation
Reaktion Polymers Peptids olymerisatio

Peptid-Polymer-Konjugat
Abbildung 21: Die vier Synthesestrategien der PeptiPolymer-Konjugatsynthese.

Eine weitere Moglichkeit der Klassifizierung basiauf den Eigenschaften der Einzelkomponenten.
Ausgehend vom Polymerteil kann man den Einsatz hwadrophilen oder hydrophoben Polymeren
unterscheiden (siehe 6.3.2). Betrachtet man demidPepder Proteinteil, kann dieser nach dessen
Funktion eingeteilt werden (siehe 6.3.1).

Schliel3lich besteht die Mdglichkeit, die Peptidténe-Polymer-Konjugate als Einheit zu betrachten
und nach ihren Anwendungen einzuteilen (siehe &véhei ihre kombinierten Eigenschaften zum
Tragen kommen. Als Beispiele kénnen hier besondemechanische Eigenschaftérder
Wirkstofftransport (Drug-delivery}?die Wirkung als Mineralisationsadditiv&, Selbstorganisations-
phanomené® die Bildung von biologisch aktiven Oberflach®nder die Reaktionsfahigkeit auf
einen auReren Reiz (pH, Temperatur, Enz§mj°angefiihrt werden.

Aufgrund des breiten Spektrums dieser Materialldagérd im Folgenden vor allem auf Peptid-
Polymer-Konjugate ( 40 Aminosauren) eingegangen und dabei nur Korgugait synthetischen
Polymeren vorgestellt. Der Fokus liegt dabei auyematisch spaltbaren Konjugaten. Ein umfassender
Uberblick kann in zahlreichen Ubersichtsartikéli?®*?% 3" %rhalten werden.

6.3 Synthesestrategien fir die Peptid-Polymer-Konjgate
Bevor die eigentliche Synthese der Peptid-Polymenjdgate erklart wird, muss zuerst auf die beiden
Einzelkomponenten eingegangen werden. Das Polymer ttas Peptid missen so konzipiert sein,

dass beide chemoselektiv miteinander reagierenektinn

6.3.1Die Peptidkomponente - Funktionalisierung eirrePeptidsequenz

Fur die Synthese der Konjugate sind einige wichfiggails zu bedenken. Die Anbindung an ein
Polymer darf die Peptidstruktur oder -funktion nigarandern. Auerdem muss sichergestellt werden,
dass die Gruppe, uber die die Anbindung erfolgeh m chemische Reaktionen zugénglich ist und
sich nicht im Inneren der gebildeten Tertiarstrultafindet. Der wichtigste Aspekt ist allerding di
Wahl der richtigen funktionellen Gruppe fur die Kipng. Beim Design des Peptids ist es
notig,entweder Aminosauren einzubauen, die chemkelmodifiziert werden kénnen, ohne dabei
andere Aminosauren der Sequenz zu beeinflussen,abde direkt Gruppen einzufiihren, die bei der

Kupplung des Polymers chemoselektiv agieren.
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Eine Vielzahl von Mdglichkeiten fir die erstgenamntStrategie ist in der Literatur zu
finden?*1#2128135pja Moglichkeiten dabei reichen von der Modifiziag von Aminosauren mit
bestimmten Funktionen wie Lysin (-NH Cystein (-SH), Glutamin (-CON} Tyrosin (-OH) oder
Asparagin- bzw. Glutaminsédure (-COOH) bis zur Verding des C- und/oder N-Terminus eines
Peptids. Reaktionen, die dabei zum Einsatz komsiad,zum Beispiel der elektrophile Angriff durch
aktivierte ~ Carbonséduren,  Aldehyde oder Ketbfle, die  Michael-Additiont?’die
Disulfidbildung!**Reaktionen mit -Allylpalladiumkomplexen®*die
Diazoniumkupplung®enzymatische =~ Umsetzungen  mit  Transglutamiffase oder  die
Thioesterbildund®

Das Problem dieser nachtraglichen Modifikation Beptidsequenz ist die inharente Beschrankung
des Synthesepotentials durch funktionelle Aminomdutm Nebenreaktionen zu vermeiden, muss
immer darauf geachtet werden, dass die entspreehAnidnoséure bzw. funktionelle Gruppe nur
einmal in der Peptidsequenz auftritt. Das bededteds diese Methoden zwar nicht universell, jedoch
haufig schnell und einfach anzuwenden sind und albshbei entsprechender Eignung der
Peptidsequenz sehr gute Resultate liefern.

Um diese Beschrankung zu vermeiden, ist es im Gegerzur nachtraglichen Modifikation des
Peptids moglich, eine chemoselektive Gruppe dibektder Peptidsynthese einzubauen. Bei Peptiden
mit bis zu 50 Aminosauren hat man mithilfeder SR 84bglichkeit, nicht kanonische Aminosauren
an beliebiger Position in das Peptid einzubauers®ikénnen spezifische funktionelle Gruppen
tragen, die fir eine chemoselektive Umsetzung eieigeé werden kdnnen. Beispiele hierfiir sind
Aminosauren mit Alken-, Alkin-, Borsdureester- od&zidogruppen, die in den in Abschnitt 6.3.3
aufgefilhrten chemoselektiven Reaktionen eingesegztien kénne™ Die einzige Einschrankung
hierbei ist die nétige Kompatibilitat mit den Reakisbedingungen der SPPS, welche aber bei den
genannten Gruppen gegeben ist.

Alternativ kann ein gezielter Einsatz bestimmteraéaoder Schutzgruppen in der SPPS erfolgen, um
spezielle Funktionen unter definierten Bedingunggazielt freizusetzen bzw. einzufiihren. Als
Beispiel kann die Verwendung der Acetamidomethydrd-Schutzgruppe fur die Thiolfunktion (Cys)
oder der 4-Methyltrityl (Mtt)-Schutzgruppe fiir Antigruppen (Lys) angefiihrt werd&Bei langeren
Peptidsequenzen bzw. Proteinen ist die SyntheselsniEPPS zunehmend schwieriger und wird
einfacher tiber biosynthetische Methoden realisért.

Peptide, die bei der Synthese von Peptid-Polymatjigaten Anwendung finden, haben bestimmte
Funktionen. Zum einen existieren Peptide, die beste Konformationen annehmen,wie z.B. eine
-Helix,"*’eine gewundene Schraube (coiled-cbf®jn -Faltblatt*®, und dieseauf einen Reiz hin

verdandern konnel’AuRerdem werden Peptide eingesetzt, die besonttelduselle Eigenschaften

142
0

aufweisen. Hier kénnen seidef? elastin-t* titin- **%oder collagenéahnlich& Peptide aufgezahit
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werden. Ein weiterer Aspekt sind zelladhasive Rieptiie RGD* oder zellpenetrierende Peptide wie
TAT.™® AuRerdem existieren antimikrobielle Peptide, wiB. ZTritrpticin**® oder Magainin 1?° Zu

erwéhnen sind zudem rezeptorbindéfitieder enzymatisch spaltb&f®eptidsequenzen.

6.3.2Die Polymerkomponente - Funktionalisierung deBolymers

Betrachtet man die Polymerkomponente, ist zum etierWVerwendung eines multifunktionalisierten
Polymers denkbar, zum anderen der Einsatz eines oftmtktionalisierten Polymers. Die
Funktionalitat der Polymerkomponente muss dabegilevauf die spezifische funktionelle Gruppe des
gewiinschten Peptids angepasst werden.

Es gibt eine Reihe von Polymerisationsarten, die di¢ Synthese einemultifunktionalisierten
Polymers in Frage kommen. Die (kontrolliert) radisehe Polymerisation kann verwendet werden,
um Monomere umzusetzen, die funktionelle Gruppagen, die anschlieBend chemoselektiv mit der
Peptidkomponente reagieren. Als Beispiele sind Kienomere mit Aryl-Halogeniden, Alkinen und
Aziden, Aldehyden, Ketonen, S&uren oder Aktivestanzufihred® Monomere, die mit
Aminoséauren funktionalisiert wurden, kénnen auaigesetzt werdetf® wobei die in Abschnitt 6.3.3
erlauterten Synthesestrategien angewendet werdareko

Eine weitere wichtige Polymerisationsart ist hiée dnionische Polymerisation. Die funktionellen
Gruppen missen jedoch die stark basischen Bedieguimierieren, die dabei auftreten. Durch diese
Polymerisationsart wurde unter anderem thiol-, bygl-, amino- alkin- oder saurefunktionalisiertes

r.49

Polystyrol™ dargestellt. Auch die lebende kationische Ringwéfide Polymerisation (engl.: cationic
ring-opening polymerization, CROP) stellt eine Mébkeit dar, um amino-, azido-,alkenyl- oder
aldehydfunktionalisierte Polymere zu synthetisiéféWeitere potentielle Polymerisationsarten sind
die Ring-6ffnende Metathesen-Polymerisation (ROMRJie acyclische Dien-Metathesen-
Polymerisation (ADMET) sowie die Ring-6ffnende Polgrisation (ROP) von zyklischen Estéth.

Bei derMonofunktionalisierungzon Polymeren bieten sich entsprechend funktisigte Initiatoren
oder Kettenabbruchreagenzien fur kontrollierte otidrende Polymerisationsarten an. Potentielle
Initiatoren fur die Atom-Transfer radikalische Pwolgrisation (ATRP) sind in verschiedenen
Ubersichtsartikeln aufgefihit®**Eine weitere Alternative ist der Einsatz funktidaelnitiatoren fiir
die Nitroxid-mediierteradikalische PolymerisatioNMRP), bei denen zum Beispiel geschitzte
Amino- oder Hydroxylgruppen verwendet wurden. Digarsible Additions-Fragmentierungs-Ketten-
Transfer-Polymerisation (RAFT) wurde ebenfalls dig Synthese einfach funktionalisierter Polymere
verwendet, um Amino-, Alkin- oder S&urefunktionem das Polymer einzubauen. Die anionische
Polymerisation kann bei der Wahl des passendeiatimis ebenfalls fir die Synthese von thiol-,
hydroxyl-, amino-,sdure-, oder aldehydfunktionaligér Polymere eingesetzt werdéh.

Der Einsatz von Kettenabbruchreagenzien ermégtahtEinfihrung funktioneller Endgruppen, die
dann fir die Peptidkupplung verwendet werden konsenkonnen an halogenterminierte Polymere
aus der ATRP mittels nukleophiler Substitution kix@philer oder radikalischer Addition reaktive

Gruppen wie Azide oder Amine angebunden werd®mie anionische Polymerisation kann mit
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geschitzten funktionellen Gruppen abgebrochen wer& konnen Saurefunktionen, Aldehyde,
Alkine, Azide oder Amine in das Polymer eingefulrerden. Auch bei der ROP, ADMET oder
ROMP ist die Einfiihrung von funktionellen Gruppedigtich *?*

Die Liste der Polymere, die bereits fur die Synthemn Peptid-Polymer-Konjugaten eingesetzt
wurden, ist lang. Es sind hydrophile Polymere wieolyBthylenglycol (PEG),
Poly(2-hydroxypropyl)methacrylat (PHPMA), Polyagélure (PAA), Poly{-vinylpyrrolidon)
(PVP),Polyacrylamid (PA), Polyvinylalkohol (PVA) ed hydrophobe Polymere wie Polystyrol (PS),
Polymethylmethacrylat (PMMA), Polyphenylen (PPEQlykactid (PLA), Polybutadien (PB) oder
Poly(n-butylacrylat) (PnBA) eingesetzt worden. Danebemd sauch noch Polymere zu erwahnen,
deren Polaritéat sich aufgrund von auf3eren Reize@indert. Zu solchen Polymeren zahlt unter
anderem Poly{-isopropylacrylamid) (PNIPAAm), das eine ,unteretikche L&sungstemperatur®

(engl.: lower critical solution temperature, LCST#inem interessanten Bereich aufweist.

6.3.3 Die direkte Kupplung
Bei dieser Synthesemethode von Peptid-Polymer-Katgnwird ein entsprechend funktionalisiertes,
vorgefertigtes Peptid mithilfechemoselektiver Reatén direkt an ein Polymer mit komplementarer

Funktion gekuppelt.

6.3.3.1 Die Peptidkupplungschemie

Der direkteste Weg der Synthese der Peptid-Polyoejugate liegt in der Anwendung der
Synthesemethoden,die bereits vom Aufbau der Pepg#tannt sind. Wie in Abschnitt 2.9 erlautert,
existieren hierfur tber Jahrzehnte entwickelte hheffiziente Kupplungsreagenzien fiir die Bildung

einer Amidbindung aus einem Amin und einer SaushésAbbildung 22).

7 1
R’ + HN-R? —— 2N, R?

Abbildung 22:Amidbildung alsStrategie zur Peptid-Pdymer-Konjugatsynthese.

Diese Methode wurde zum Beispiel bei der Synthesa YEGylierten Peptiden, die eine
-Faltblattstruktur einnehmer? bei Peptid-Polymer-Konjugaten basierend auf depti®sequenz
(TV)sFG und dem Polymer Polyputylacrylat}>® oder bei der Synthese von B§GANPNAAG)-b-

PS auf Festphase verwendfét.

Obwohl diese Strategie zwar bei entsprechend karam Peptiden sehr gute Resultate liefert, bleibt

eine inharente Beschrankung des Synthesepoterigdtehen. Um eine definierte Reaktion zu

gewahrleisten, muss immer darauf geachtet werdesg die entsprechende Aminosaure (Glu, Asp,
Lys) bzw. funktionelle Gruppe (-COOH, NHnur einmal in der Peptidsequenz auftritt odeichlie

Funktionen geschitzt vorliegen.
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6.3.3.2 Die reduktive Aminierung, Oxim- und Hydrabddung

Weitere funktionelle Gruppen, die in der Peptidyadr-Konjugat Synthese sehr niitzlich sind, sind
Ketone und Aldehyde. Sie kbnnen mit Aminen durafuktive Aminierung, mit Alkoxyaminen und

Hydrazinen umgesetzt werden (siehe Abbildung 2apddentstehen Amine, Oxime und Hydrazone.

3 3
o - HO -R™" Reduktion R
M+ HN-R® JN|\ — HJ\I\ Reduktive Aminierung
R1 R2 + HZO R1 R2 R1 R2
O 3 /O\ 3
J\ R JN|\ R Oximbildung
R1 R2 H2N_O - HZO R1 R2
H
)OL + R N"R® Hydrazonbild
N ydrazonbildung
R1 R2 H2N_NH _ Hzo R1J|\R2

Abbildung 23: Die reduktive Aminierung, Oxim- und Hydrazonbildung als Strategien zur Peptid-Polymer-
Konjugatsynthese.

Die reduktive Aminierung wurde unter anderem fle dbynthese von PEGylierten Proteinen
verwendet>Das gebildete Imin ist nicht stabil und somit me#s Reduktionsschritt angeschlossen
werden. Die Hydrazonbildung wurde beispielsweise flie Synthese von Polyethylenimin-
gebundenem humanem Transferrin einges&tAbie Oximbildung diente zur PEG-Modifizierung
eines Proteins mit 166 Aminosaurgh.

Ein negativer Aspekt der reduktive Aminierung liegtiederrum in der Beschréankung des
Synthesepotentials, da Amine in Form von Lysin ftgiuf Peptiden vorkommen. Die Einschrankung
bei den Oximen und Hydrazonen liegt in ihrer mandeh chemischen Stabilitéat bei pH-Werten

tber 9'°8
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6.3.3.3Die Michael-Addition
Eine haufig verwendete Synthesestrategie ist dieh&l-Addition von Thiolen. Dabei wird ein

Mercaptan (R-SH) mit Alkenen wie Acrylaten, Malginseimiden, Vinylsulfonen oder lodacetamiden

umgesetzt (siehe Abbildung 245.
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R'-NH 1 R'-NH S-R?

Abbildung 24:Die Michael-Addition als Strategie zurPeptid-Polymer-Konjugatsynthese.

Die Reaktion wurde zum Beispiel dazu verwendet, Eieptid (GCPLYKKIKKLLES) auf
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PEG-Acrylat-funktionalisiertes Harz aus der SPP&uppeln.
Der Vorteil dieses Syntheseweges sind die mildeakiRensbedingungen sowie die Abwesenheit

jeglicher organometallischer Katalysatoren. Nadigtevirkt sich die Reaktion mit Cystein in der

Beschrankung des Synthesepotentials aus, wenn radbysteineinheiten im Peptid auftreten.

6.3.3.4 Die Staudinger-Ligation

Eine weitere, chemoselektive Methode ist die Stageli-Ligation, bei der ein Azid und ein
Triarylphosphin zu einem Amid umgesetzt werden.eEWeiterentwicklung ist die sogenannte
spurlose (,traceless”) Staudinger-Ligation (siehgbi#dung 25), bei der ein Phosphinothioester mit
einem Azid reagiert, dabei ein Amid bildet, aber @egensatz zur urspriinglichen Reaktion kein

Triarylphosphin im Zielmolekiil verbleibf?

0 H,0 O
s + NgRE —— R
R1 SH R H

PPh,
- POPh,

Abbildung 25: Die spurlose Staudinger-Ligation als 8ategie zur Peptid-Polymer-Konjugatsynthese.

Diese Strategie wurde bei der Synthese eines PE®rteEn Konjugats eines bestimmten Proteins
(Thrombomodulin) verwendét® Obwohl noch nicht viele Beispiele fiir diese Sys#reute von
Peptid-Polymer-Konjugaten in der Literatur existiger ist diese Reaktion sehr wertvoll, da sie

chemoselektiv und unter milden Bedingungen verlauft
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6.3.3.5Cycloadditionsreaktionen

Eine weitere Klasse chemoselektiver Synthesen Gyaloadditionsreaktionen. Dabei kann man vor
allem die Retro-Diels-Alder-Reaktion in Kombinatiomit einer Cu(l)-assistierte Huisgen
[1,3]-dipolaren Cycloaddition (,Click-Reaktion“) ed die Click-Reaktion alleinefur die Darstellung

162

von Peptid-Polymer-Konjugaten heranziehen(sieheldibbg 26)

0
R NTONRE 0
o L+ RN, — NN
= W/
R3 R3/1 R1/3
cul)  NTUN-RE
b) R—= + RZN; — \—/

R1
Abbildung 26: a) Tandemreaktion aus Retro-Diels-Alde- und Click-Reaktion und
b) Click-Reaktion als Strategien zur Peptid-PolymesKonjugatsynthese.
Mittels einer spontanen, kupferfreien Tandemreaktaus Retro-Diels-Alder und [1,3]-dipolarer
Cycloaddition konnte erfolgreich PEG mit einem RBBgptid kovalent gebunden werdéhAuch die
Click-Reaktion alleine wurde schon mehrfach erfeigh fir die Synthese von Peptid-Polymer-
Konjugaten eingesetzt. So wurde azid-funktionatisge Polystyrol an eine alkinylfunktionalisierte
Peptidsequenz (GGR) gekuppelt, um daraus selbsigiggende Mizellen zu erhaltéf.Des Weiteren
wurde das RGD-Peptid erfolgreich durch einen ,gmaftto“-Ansatz der Click-Reaktion an einen
aliphatischen Polyestér bzw. an endfunktionalisiertes Poly(oligo(ethylgrgll)acrylat) (POEGAY®
gebunden. Auch Polystyrol wurde eingesetzt, um rdamin Derivat des TAT-Peptids
(GRKKRRQRRR) zu bindel’
Betrachtet man die Eignung dieser beiden Synthegegten, lasst sich feststellen, dass auch hier
entsprechend modifizierte Aminosauren einfach iptiele eingebaut werden kénnen (siehe 2.13). Bei
der Retro-Diels-Alder-Reaktion kénnen jedoch Nekahktionen mit Lysin, Arginin und Histidin
auftretent®® Mit der Click-Reaktion ist synthetische Vielfalndi Chemoselektivitat gewahrleistet.
AuBerdem ist es moglich, hohe Ausbeuten unter mijldedssrigen Bedingungen zu erzietén.
Obwohl Probleme durch Koordination des Kupfers Huiminosduren wie Arginin auftreten
konnen,lasst sich dies durch den Einsatz effektiv@u(ll)-chelatisierender Liganden wie
N,N,N ,N ,N -Pentamethyldiethylentriamin (PMDETA) vermeid8hUm den Aspekt der Toxizitat
von Cu(l) zu umgehen, wurden kupferfreie Variarden Click-Reaktion entwickeff®**°

6.3.3.6 Weitere potentielle Reaktionen

Theoretisch ist auch der Einsatz palladium-katatysi Kreuzkupplungen wie die Heck?, die
Suzuki-Miyaura*™ und die Sonogashira-Hagihara-Kuppltfiglenkbar. Entsprechend modifizierte
Aminosauren kénnen ebenfalls in Peptide eingebaarden. Exotischere Varianten, die nur auf

bestimmte Systeme angewandt werden kdnnen, sademir am Rande erwahnt werden. Es existiert
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die Moglichkeit der Einfihrung einer Tetracystei@it in Peptide, welche dann selektiv mit
zweifach arsenhaltigen Organometallverbindungegieean kanrt’® Eine weitere Méglichkeit ist der

Einsatz des Enzyms Transglutamin&&eler der Weg iiber eine oxidative Kuppldfiy.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es vielich@iten der Darstellung von Peptid-Polymer-
Konjugaten gibt, aber die ultimativ anwendbare Bgaéstrategie bisher noch nicht existiert. Man
muss entweder Einschrankungen hinsichtlich dertt&gsfreiheit eingehen oder aber die Anwesenheit
von metallischen Katalysatoren in der Reaktionrteten. Unter diesem Aspekt sind die kupferfreie

Click-Reaktion sowie die Staudinger-Ligation setalwersprechend.

6.3.4 Die Verwendung von Peptidmakroinitiatoren - grafting from*

Wenn bei der direkten Kupplung Probleme aufgrund dmgeschrankten Zuganglichkeit der

funktionellen Gruppen im Makromolekil oder aufgrushel schwierigen Trennung von Edukten und
Produkt Probleme auftreten, kann alternativ dig/erisation ausgehend von Peptidmakroinitiatoren
angewandt werden. In der Literatur sind dazu vie@nakontrolliert radikalische Polymerisationen wie

die ATRP®ie NMRP’’ und die RAFT’® beschrieben. Drei potentielle Initiatoren fiir dies

Polymerisationsarten sind in Abbildung 27aufgefiihrt

. Br /L N
Peptld)K( Peptid™ "0~ Peptid J\S)J\ph

F
ATRP NMRP RAFT

Abbildung 27:Initiatoren firr die ATRP, 7° dieNMRP*° und die RAFT*®! zum Einsatz in der
Peptid-Polymer-Konjugatsynthese.

6.3.4.1 Die ATRP
Eines der ersten, durch die ATRP synthetisierteptitR®olymer-Konjugat bestand aus einem

Poly(2-hydroxyethylmethacrylat)-gebundenem RGD-ReP!  Die Polymerisation von
2-Hydroxyethylmethacrylat wurde von einem Harz-gedbenen Peptid gestartet. Kurz danach wurde
von einer Konjugatsynthese mittels ATRP in Lésurgdhtet'®? Dabei wurde, ausgehend vom Peptid
in Losung, DFGD@s-Poly(n-butylacrylat) synthetisiert. Auf3erdem konnte durdiesen Ansatz
erfolgreich ein  ABA-Triblockcopolymer aus Polymelimgthacrylat und dem zweifach
funktionalisierten Peptid (SGSGSEGAGASG) hergeistelerden'®® Diese Konjugate zeigtenein
Aggregationsverhalten zu Mizellen. Daneben sindhazahlreiche Polymerisationen ausgehend von
Proteinmakroinitiatoren beschrieb&h.

All diese Bespiele lassen das breite Spektrum diglichen Reaktionen nur erahnen. Da aber bei der

ATRP auch Cu(ll) eingesetzt wird, kdonnen die gleichiProbleme auftreten, die schon bei der Click-
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Reaktion erwahnt wurden. Auch der Effekt von Raldikeauf bestimmte Peptidsequenzen ist noch

nicht untersucht.

6.3.4.2 Die NMRP
Mithilfe der NMRP wurden auf das Festphasen-gebnadelAT-Peptid (GRKKRRQRRR)
tert-Butylacrylat sowie Methylacrylat copolymerisietim das Konjugat TAB-Polyacrylsaure-

b-Polymethylacrylat zu erhaltéfi? Nach demselben Prinzip konnte das antimikrobiéMeptid
VRRFPWWWPFLRR (Tritrpticin) umgesetzt werden, um sdamphiphile Blockcopolymer
Tritrpticin-b-Polyacrylséaurés-Polystyrol darstellen zu kénnéff. Eingeschrankt wird die NMRP im
Allgemeinen durch die begrenzte Anzahl von MonomegzB. Styrol, Methacrylat), die eingesetzt

werden konner??

6.3.4.2 Die RAFT-Polymerisation
Auch die RAFT-Polymerisation wurde fur die Synthegen Peptid-Polymer-Konjugaten wie
GDGFDb-Poly(n-butylacrylatf®*  oder  Polyethylenoxit-(Arg).o-b-Poly(n-butylacrylat)*ein-

gesetzt. Auch Proteine wurden diesem Polymerisspi@mzess unterzogen. Als Beispiel kann die
Polymerisation vorN-Isopropylacrylamid und Hydroxyethylacrylat ausgetheszon BSA angefiihrt
werden®Ein Nachteil ist hier die Intoleranz gegeniiber Nwakihilen wie Aminen (Lys) oder Thiolen

(Cys), was bedeutet, dass nur mir geschitztendeepgjearbeitet werden kann.

Betrachtet man allgemein die Strategie der konémblradikalischen Synthese von Peptid-Polymer-
Konjugaten, lasst sich sagen, dass alle drei Methadrch die notwendige geringe Initiatordichte auf

dem Protein oder Peptid eingeschrankt werden, wsaradefinierte Produkte resultieren konfi&n.

6.3.5 Der inverse Ansatz

Bei der Strategie des Aufbaus des Peptids auf dalgmier wird wieder die SPPS eingesetzt (siehe
Abschnitt 2). Es existieren Harze, bei denen PE®deiliber sdurelabile Linker an den polymeren
Trager gebunden sind. Mit dieser Methode wurde ZBeispiel ein PEGyliertes Peptid mit
-Faltblattstruktul®® oder ein PEGyliertes-Amyloidfragment aus 27 Aminosaurensynthetist&rt.
AuBRerdem wurde die Synthese von linearen PolysBegitid-Konjugaten (PB-GANPNAAG-b-PS)
Uber SPPS beschriebEf.Daneben ist in Lésung die Synthese von PeptidiRefyKonjugaten
basierend auf PEG, PS, Polyvinylalkohol, oder Rblglenimin (PEI) moglich?®

Eingeschrankt wird diese Synthesemethode durch Rtablem der Produktaufreinigung beim
Auftreten von Abbruchsequenzen wahrend der Peptitlege. Die saulenchromatographische
Trennung stellt hier eine groRe Herausforderung dardie Produkte sich aufgrund des grol3en
Polymerteils im Vergleich zum kurzen Peptidteil séhneln.
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6.3.6 Einsatz eines Peptid(makro)monomers - ,graftig through*®

Als letzte Synthesemdglichkeit fir Peptid-Polymerriugatekann auch die Polymerisation eines
Peptidmakromonomers erfolgen (,grafting throughf)der Literatur ist die Anbindung von Peptiden
wie AAAA oder GANPNAAG an Diacetylen mit anschlieftker Polymerisation beschrieb&h!®
Des Weiteren konnte die freie radikalische Polysaibn von N-Methacryloyl-(-leucyl-
L-alanylymethylester (n=2-4}" und die freie radikalische Copolymerisation von
(2-Hydroxypropyl)methacrylat- und Methacrylamid-YHRN'*" bzw. der an(2-Hydroxypropyl)-
methacrylat gebundenen, enzymatisch spaltbareneBedBFLG® erfolgreich durchgefiihrt werden.
Auch von RAFT, NMRP, ATRP und ROMP wurde bericHfét.

Die Vorteile dieser Strategie liegen in der einfx@m Trennung des resultierenden Makromolekiils
und den niedermolekularen Edukten. Allerdings k&ys als Kettenlibertrager Probleme bereiten.
AulRerdem sinken der Monomerumsatz und das MoledeNeicht des Polymers mit zunehmender

Lange des Peptids:

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein sébs lBtertfolio an mdglichen Synthesen fir Peptid-
Polymer-Konjugate existiert. In dieser Arbeit wumggrund der Abwesenheit funktioneller Gruppen
in der eingesetzten Trypsin-spaltbaren Peptidsem@rF) die Peptidkupplungschemie eingesetzt.
Bei der komplexeren, Hepsin-spaltbaren Peptidsequweinde die Click-Reaktion verwendet, da in der

Sequenz Amide und Guanidingruppen vorhanden waren.

6.4 Anwendungen der Peptid-Polymer-Konjugaten
In diesem Abschnittwird auf die Anwendungen der tRePolymer-Konjugate eingegangen.
Detaillierter werdenenzymatisch abbaubare Konjudmtelegt, da diese den Schwerpunkt der

vorliegenden Arbeit bildeten.

6.4.1 Biomimetische Kristallisation

Ein Feld, in dem Peptid-Polymer-Konjugate erfolgppeechendes Potential aufweisen, ist die
biomimetische Kristallisation von anorganischen tk@pern. PEM-(Asp,) und PEGh-(Gluy)
wurden als Additive fir die Mineralisation von Cag@nd BaSQ eingesetzt?’Die Eignung von
PEGbH-(Glu,) als Additiv der CaC@Kristallisation in organischen bzw. organisch/wigen
Systemen wurde ebenfalls untersucfEin weiteres System, das in der Literatur beschrieburde,

ist die Bildung von Silika-Komposit-Nanofasern niifisvon Peptid-Polymer-Konjugatéer?

6.4.2 Spezielle mechanische Eigenschaften

Peptid-Polymer-Konjugate konnenspezielle mechaeisEligenschaften aufweisen. Inspiriert von
Seide wurde PEG alternierend mit einer alBaltblatt kristallisierenden Peptidsequenz (GABA

bzw. A2 verknipft. Es zeigten sich ein verbesserter Ei@tsmodul und eine erhdhte
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Reil3festigkeit. Auch der Einsatz von Paohgutylacrylat)b-(TV)sFG im Blend (5%) mit

hochmolekularem Polp¢butylacrylat) fiihrte zu einer signifikanten Erhdlguder Materialsteifheff®

6.4.3 Biomedizinischer Sektor

Haufigfinden Peptid-Polymer-Konjugate im biomedigahen Sektor breite Anwendung, was vor
allem auf den Peptidteil im Konjugat zurtickzufihirgn

Die am intensivsten untersuchte Polymerkomponeateidist PEG. Sie wurde seit den 197Uer
Jahren verwendet, um unerwiinschte NebenwirkungenRalypeptid-basierten Therapeutika, wie
eine kurze Halbwertszeit im Organismus, das Ausidseer Immunreaktion, enzymatischen Abbau
und geringe Léslichkeit, zu umgehEfVor allem im Bereich der Knochenregeneration, Biégtung
biologisch aktiver Oberflachen, der Synthese kiotsth Gewebes (,Tissue engineering”) und des
gezielten Wirkstofftransports sowie der WirkstodiBetzung (,Drug delivery and release") finden sich

viele Beispiele von Peptid-Polymer-Konjugaten.

6.4.3.1 Knochenregeneration

Peptid-Polymer-Konjugate wurden z.B. zur Knocheanegation eingesetzt. Ein Hydrogel aus PEG,
einem RGD-Peptid und einem Matrixmetalloproteas®tspaltbaren Peptid (GPQGIWGQ) wurde
dazu verwendet, Proteine auf Knochendefektstelleizifsetzen. Auf diesen Proteinen konnte neues

Knochenmaterial aufgebaut werd&h.

6.4.3.2 Biologisch aktive Oberflachen

Ein weiterer wichtiger Bereich sind biologisch akti Oberflachen z.B. fir antibakterielle

Beschichtungen.Es wurde ein PEG-modifiziertes Matfat zu Blrstenpolymeren umgesetzt und
daran das antibakterielle Peptid Magainin | bestdraus 23 Aminoséuren gebundétDes Weiteren
wurden verschiedene Oberflachen mit einem Konjagast PEG und einem muskeladhésiven Peptid

beschichtet. Dabei wurde ein deutlich reduziertew@chsen von Zellen beobacH&.

6.4.3.3 Synthese kiinstlichen Gewebes

Im Bereich der Synthese kinstlichen Gewebes (, Bigngineering®) finden sich vielfaltige Beispiele
in der Literatur. So wurde unter anderem PEG nayeratisch spaltbaren (Collagenase bzw. Elastase)
Peptiden (AK, GGLGPAGGGK) sowie mit zelladhasiven Peptiden 85 KQAGDV) umgesetzt
und anschlieBend copolymerisiert, um ein Gerust déds Aufwachsen kinstlichen Gewebes zu
erhalter?® Ein &hnliches System basiert auf PEG, RGD undneil&atrixmetalloprotease (MMP)-
spaltbaren Peptid (GPQGIWGE}.Um elastomeres Material fiir einen moglichen Eingatdiesem
Gebiet zu erhalten, wurde ein Konjugat aus PEG weitkr elastin-&hnlichen Peptidsequenz
(AKAAAKA) synthetisiert*’
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6.4.3.4 Wirkstofftransport

Besonders zum Wirkstofftransport (Drug-delivery) rden Peptid-Polymer-Konjugate erfolgreich
eingesetzt. Neben den oben erwahnten Beispieleh aimphiphile Blockcopolymere aus PEG und
Polyasparaginsaure synthetisiert worden, die zuelMim aggregieren, dabei den Krebswirkstoff
Adriamycirf® einschlieBen und spéter freisetzen konnen. Eiicilen Ansatz konnte auf den
Transport voncis-Platin angewendet werden, wobei der Wirkstoff ae &&auregruppen der
Asparaginséaure komplexiert wurtfé.Ein Uberblick Uiber Nanotransporter, die auf Tumabgielen,
kann z.B.in folgendem Ubersichtartikel erhalten aeer’®Ein Konjugat, was es bis in die klinische
Testphase geschafft hat, ist ein (2-Hydroxypropgtmacrylat (HPMA)Polymer, an das, Uber eine
enzymatisch spaltbare Sequenz (GFLG) Doxorubiciugden wurdé?®

Eine Erweiterung dieses Konzepts bietet die zushtzl Anbindung von Peptiden, die die
Zellaufnahme férdern. So wurde das von der Tranggkir-Doméane des HI-Virus abgeleitete TAT-
Peptid (GRKKRRQRRR) an Poly(2-hydroxypropyl)methdatr (PHPMA) gebunden und gezeigt,
dass die Konjugate im Vergleich zum reinen Polyrnieer einen schnelleren Weg in Zellen
aufgenommen wurde® Konjugate aus Poly(2-hydroxypropyl)methacrylat BHA) und einem
Peptid, das zu einer gewundenen Schraube (coii@d-aggregiert, sind in der Lage, durch
Selbstaggregation Hydrogele auszubilden, die alleg Reize wie lonenstarke oder Temperatur
reagieren und daraufhin quellen oder schrumpteRin weiterer Ansatz ist der Einsatz eines PEG-
Blocks, der von zwei fibrindhnlichen coiled-coil giglen flankiert wird. Dabei bildete sich durch
Selbstaggregation ein Hybridhydrog® Ahnliche Experimente wurden mit einem Tetrapheayii-
PEG-Konjugat durchgefiihrt, wobei eine Nanorohrerstir resultierté®®

6.5 Enzymatisch spaltbare Peptid-Polymer-Konjugate

Obwohl in den eben beschriebenen Anwendungen inwiedler das Phanomen der enzymatischen
Spaltbarkeit auftrat, wird hier nochmal gesondauf diesen Aspekt eingegangen, da dies der
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war.

Ein interessanter Ubersichtsartikel, der nicht gleauf Hybride aus enzymatisch spaltbaren Peptide
und Polymeren ausgerichtet ist, sondern allgemeirEazym-responsive Materialien eingeht, wurde
von Ulijn veréffentlicht?® Dort sind allerdings nicht alle hier erwéhnten Raationen aufgefiihrt, da
der Autor seinen Fokus nicht speziell auf Polynmege, sondern auch andere Materialien aufgreift.
Eine Vielzahl an Peptid-Polymer-Konjugaten wurdéwéckelt, um folgende Proteasen zu nutzen:
Cathepsin B (Spaltungssequenz GEf*&9, Cathepsin D (Spaltungssequenz LRFFC(EYP
Collagenase (Spaltungssequenz AAAAAAAAAK bzw. APGI?Y), Elastase (Spaltungssequenz
GGLGPAGGGK® bzw. DAAR'Y, Matrixmetalloproteasen - MMP - (SpaltungssequishaP-1 -
GPQGIWGG**?% MMP-13 - HKALGQP@", Plasmin (Spaltungssequenz VR Thermolysin

(Spaltungssequenz DAAR) oder Chymotrypsin (Spaltungssequenz CRYC
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Duncan et al. stellten ein Copolymer aus 2-Hydrogggl-methylacrylamid (HPMA) und einem
Methylacrylamid-gebundenem Peptid dar. Uber dash&pmin B-spaltbare Peptid GFLG wurde
Doxorubicin an das Polymer gebunden. Die Spaltufggte unter anderem in Zellen. Mittlerweile
hat es dieses System bis in die klinische Testpiasehafft.2®2'°

Weissleder et al.setzten das Enzym Cathepsin DReindessen Erkennung wurde ein gepfropftes
Copolymer aus teilweise Methoxy-PEG modifiziertemmlyP_-lysin synthetisiert und der Farbstoff
Cyb.5 (ber die spaltbare Peptidsequenz CKGLRFFERGEGt) gebunden. Die Spaltung unter
Freisetzung des Farbstoffs wurde in Lésung unceited getestet™°

West et al. verwendeten Collagenase- und Elasgmdtbare Hydrogele. Dazu wurde
diacrylatfunktionalisiertes PEG mit ABA-Blockcopoheren photopolymerisiert. Das ABA-System
wurde durch die Kupplung von zwei Acryloyl-PEG-Egilen an das jeweilige Peptid erhalten. Die
eingesetzten Peptide waren die Collagenase-smmfiSequenz GGLGPAGGK und die Elastase-
spaltbare Sequenz AAAAAAAAAK. Die Spaltung der Hgdele erfolgte dann in Lésuiy.

West und Hubbell verfolgten eine &ahnliche Stratepig Synthese Collagenase- oder Plasmin-
spaltbarer Hydrogele. Dazu wurden die Peptide ARGtllagenase) bzw. VRN (Plasmin) beidseitig
an PEG gebunden. Der resultierende Block Peptid-P&@id wurde anschlieend an beiden Enden
mit Acrylgruppen versehen und die so erhaltenen rislaknomere durch UV-Bestrahlung
polymerisiert. Die resultierenden Hydrogele konnt@mn selektiv durch die entsprechenden Enzyme
abgebaut werdeft?

Hubbell et al. setzten ein verzweigtes, vierarmiB&G ein, das mit Vinylsulfongruppen versehen
wurde. Durch die Anwendung der Michael-Reaktion éen vernetzte Hydrogele mithilfedes
MMP-1 spaltbaren Peptids QGWIGQPG erhalten werBeimch den Einbau von je einem Cysteinrest
an den beiden Peptidenden konnte das Polymer dimshPeptid vernetzt werden. Als weitere
Funktion wurde ein monocysteinfunktionalisiertesgllahdsives RGD-Peptid in die Matrix
eingebracht. Dieses System wurde in Zellen eingesend im Tierversuch mit Rattenkonnte
erfolgreich ein Protein (rhBMP-2) freigesetzt ward& 2%

Ulijn et al. wendeten Harz aus der SPPS an, umtanaegponsives Material zu erhalten. Die Partikel
im pm-Bereich, die aus einem Acrylamid-Riickgrat RIiEG-Seitenketten bestanden, wurden mittels
SPPS mit der Elastase und Thermolysin spaltbarptid®equenz DAAR versehen. Durch Anderung
des pH-Wertskonnten fluoreszenzmarkiertes Dextider @in Protein (Avidin) eingebracht werden.
Enzymzugabe fihrte zu einer Freisetzung der Méiemiadurch Quellung der Partikel, die auf
AbstoRung der sich bildenden Ladungen zuriickzufiituar 2

Roy et al. benutzten einen lithographischen Proagssdurch UV-Bestrahlung Polymerpartikel auf
Siliziumsubstraten darzustellen. Als Monomere ward#acrylatfunktionalisiertes PEG und die
diacrylatfunktionalisierte, Cathepsin B-spaltbarepftdsequenz GFLGK eingesetzt. Es konnten
verschiedene Substanzen wie Proteine, DNA oder kérger eingebracht werden und nach
Uberfiihrung der Partikel in wéssriges Milieu duftigabe von Enzymlésung freigesetzt werd@n.
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Plunkett et al. setzten die Chymotrypsin-spaltb&equenz BN-CKYC-Ac ein, um an die
Thiolgruppen des Cysteins Acrylamideinheiten zudbim Die so erhaltenen Monomere wurden zu
einem Hydrogel polymerisiert, welches in Lésung @hrymotrypsin abgebaut werden konfite.

Healy et al. entwickelten ein Peptid-vernetztes, @as auf dem Polymer PoN4isopropylacrylamid-
co-acrylsaure)-basierte. Das MMP-13 spaltbare PapdLGQPQ wurde mit zwei Acrylatgruppen
versehen und dann mi-Isopropylacrylamid und Acrylsdure umgesetzt. Ad@en wurde zusatzlich
das zelladhasive Peptid RGD an das Polymer gebumieses Material zeigte neben einer ,unteren
kritischenL6sungstemperatur” (LCST) bei 32 °C amote Spaltbarkeit durch das Enzym MMP-13 in

Lésung®®®

Die aufgezeigten Arbeiten werden durch eine undatie Synthese der Peptid-Polymer-Hybride, die
in Eintopfreaktionen synthetisiert wurden,dominiéwtiRerdem wurden fast ausschlieZlich hydrophile
Polymere, allen voran PEG, eingesetzt. Hydrophaldgnkere wurden sehr selten verwendet. Auch
die Vorteile der Formulierung als Nanopartikel(®eAbschnitt 7.) wurden nicht genutzt. Eine
Anwendung der Hydrogela vitroist oft nicht mdglich, da ein Nachweis der Spalturigufig nur
durch eine Gewichtsabnahme des Hydrogels erfolgisin vitronicht méglich ist.
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7. Formulierung von Nanopartikeln durch die Miniemulsionstechnik

In diesem Abschnitt wird auf das Prinzip der Minidgion eingegangen und vor allem der inverse
Prozess naher erlautert.

Um potentielle Wirkstoffe in den Korper zu bringdst eine Formulierung als Nanopartikel eine
haufig eingesetzte Methode.Dadurch wird im Gegengat direkten intraventsen Injektion die
Moglichkeit ertffnet, eine hohere Dosis des Wirkistoverabreichen zu konnen, die nicht durch
Verdinnung im Blut verringert wird. Gleichzeitig wien durch eine Verkapselung des Wirkstoffs
dessen Nebenwirkungen vermindert und es ist ebgnfabglich, hydrophobe Substanzen zu
verabreichen.AuRerdem wird der Wirkstoff vor unemagthtem Abbau im Organismus geschutzt.
Gleichzeitig wird der Organismus vor einer Uberdasing durch die Moglichkeit der kontrollierten
Wirkstofffreisetzung geschitZtEs existiert eine Vielzahl an Méglichkeiten, Nandip@l zu
formulieren. Es werden z.B. die Emulsionspolyméiisa die Hochdruckhomogenisation, die
Nanoprézipitation oder die Nanolithograpfifeingesetzt.

In dieser Arbeit wurde der Miniemulsionsprozesseavendet, dessen Prinzip zum ersten Mal 1973 in
der Literatur erwahnt wurde’ Der Begriff ,Miniemulsion* wurde erst spater vonh@u et al.
gepragt*®Dieses Konzept soll kurz erlautert werden. Einaitlietrte Beschreibung ist in zahlreichen
Ubersichtsartikelft®#*zu finden. Bei einer Miniemulsion handelt es sich ein kritisch-stabilisiertes
Zweiphasensystem aus nicht mischbaren Fliissigkeabei liegt die innere (disperse) Phase in
Form von Tropfchen mit einem Durchmesser von 5000 5:m emulgiert in der auf3eren
(kontinuierlichen) Phase véf: Eine Einteilung erfolgt nach der Polaritit der éned Phase. Man
unterscheidet zwischen direkten (Ol-in-Wasser-, @/Mind inversen (Wasser-in-Ol-, W/O-)
Miniemulsionen. Die Nanotropfchen werden dabei wwowmei Hauptprozessen destabilisiert - der
Ostwald-Reifun®® und der KoaleszerfZ® Unter Koaleszenz versteht man das Anwachsen der
Tropfchen durch kollisionsbedingtes Zusammenflie[®# der Ostwald-Reifung hingegen wachsen
grol3e Tropfchen auf Kosten der kleineren, bedingthl Diffusion der dispersen Phase durch die
kontinuierliche. Dies lasst sich durch die sehiirggr, aber immer noch vorhandene Laslichkeit der
dispersen in der kontinuierlichen Phase erklareas wuf den hohen LaPlace-Druck an der stark
gekrimmten Trépfchenoberflache zuriickgefiihrt wetdam. Beide Mechanismen flihren letztlich zu
einerTrennung der beiden Phasen. Weitere Faktdrerlie Stabilitdt der Miniemulsion beeinflussen,
sind die Temperatur, die Loslichkeit der Komponariteden einzelnen Phasen und das Verhaltnis der
beiden Phasenvolumif&Um trotz dieser Faktoren eine stabile Miniemulsimnerhalten, wird wie
folgt vorgegangen. Das Prinzip wird hier am Beibpger organischen Reaktion in inverser
Miniemulsion aufgezeigt, da dieses Konzept in diegebeit angewendet wurde. In der
kontinuierlichen Phase (z.B. Isooctan) wird ein Jidrgeldst. Hier werden im Gegensatz zur direkten
Miniemulsion, bei der ionische (z.B. Natriumdodetyfat, SDS) und nichtionische Tenside (z.B.
Lutensol AT50) zum Einsatz kommen, typischerweigghtionische verwendet. Der Grund ist die

Bildung von Kontaktionenpaaren beim Einsatz vonisoimen Tensiden, die nur wenig zur
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Stabilisierung beitragen. Daher werden bei der rgkden Miniemulsion haufig amphiphile
Blockcopolymere mit geringen HLB (,Hydrophilic-Liphilic-Balance*)-Werten (HLB <
7)?'eingesetzt. Diese Bedingung erfiillt z.B. Poly(bemyto-ethylen)b-poly(ethylenoxid) P(B/Es-
EO) (HLB ~ 6.7). Der hydrophobe Teil ragt dabeidie hydrophobe aufiere Phase, der hydrophile
Block in die hydrophiledisperse Phase. Diese Tensigrhindern die Koaleszenz durch sterische
AbstoRungf?® Hierfiir ist ein osmotischer und ein entropischéel verantwortlich.

Die disperse Phase enthélt neben dem mdglichsbplgden Losemittel (z.B. DMF, ¥D) und den
notwendigen Edukten ein sogenanntes (Ultra)hydtoptierbei werden haufig Zucker oder Salze
eingesetzt? Durch ihren Zusatz wird der osmotische Drugk) innerhalb der Trépfchen so erhéht,
dass dieser dem LaPlace-Drugk)(der sich in den Tropfchen ausbildet, entgegenwitladurch
bildet sich ein Gleichgewicht, dass die Ostwaldi&®ej unterdriickf™

Nach der Zugabe der dispersen Phase zur kontiiwhien wird die Emulsion durch Rihren
vorhomogenisiert und eine Makroemulsion gebildge Bigentlichen Nanotropfchen werden durch
anschlieRende Behandlung mit UltrascRallerzeugt. Alternativ ist die Anwendung eines
Mikrofluidizers®* oder eines Hochdruckhomogenisatdrsnoglich.Wird Ultraschall eingesetzt, ist
das entscheidende Phanomen fiir die TrépfchenbildliagKavitation? die eine Folge starker
Scherkrafte wahrend des Prozesses ist. Durch died@eng des Ultraschallstabs entstehen Unter- und
Uberdruckphasen, die energiereiche longitudinalmpi@ssionswellen zur Folge haben. Es entstehen
Dampfblasen bzw. Hohlraume, die wéahrend der Ubekgitiasen kollabieren. Durch diesen Prozess
werden die Tropfchen immer weiter verkleinert umel weu erzeugte Grenzflache wird durch Tensid
stabilisiert. Da die Tensidmenge so gewahlt wuddess in der kontinuierlichen Phase der Emulsion
dessen kritischeMizellbildungskonzentration (cmichherreicht wird, stabilisiert es im sogenannten
,Pseudogleichgewicht* die maximale Tropfchenobetik (kritisch stabilisierter Zustanty. Somit
kann durch die Tensidmenge und -art die Tropfchibgrund somit die spatere PartikelgrofRe
bestimmt werdeR>*

Nach der Homogenisierung erfolgt die eigentliche®en in den Tropfchen durch Erhéhung der
Temperatur oder der Zugabe eines Reaktionsstgdimise 11.4.6). Da in der Miniemulsion durch
oben beschriebene Malinahmen keine Nettodiffusiaeciaen den Tropfchen auftritt, kann bei der
klassischen Polymerisation der entstandene PawikeKopie des Tropfchens angesehen weftfen.
Deshalb werden die Tropfchen auch als unabhangigeidaktoren bezeichnet.

Nach diesem Prinzip kann durch Variation der Realgparameter eine Vielzahl an Reaktionen
durchgefiinrt werden. Ein Uberblick tber die vieltign Moglichkeiten der Polymerisation in
Miniemulsion, der Verkapselung verschiedenster Malien sowie der Partikelfunktionalisierung und
potentieller Freisetzungsstimuli aus Nanopartikedann in einem ausfiihrlichen Ubersichtsartikel

erhalten werdeff°
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In diesem Abschnitt werden die fur diese Arbeitvahten Analysemethoden kurz vorgestellt.

8.1Hochleistungsfliissigchromatographie

Fur die Bestimmung der Reinheit der dargestellteeptifBe wurde die Hochleistungs-
flussigchromatographie (engl.: high performanceaitigchromatography, HPLC) eingesetzt. Sie ist
eine flissigchromatographische Methode und kann quatitativen und quantitativen Nachweis von
einzelnen Substanzen eines Probegemisches verwerddtn. Mit dieser Methode ist es mdglich,
eine sehr hohe Auflosung bei der Trennung von @Smkgemischen mit einer Analysendauer im
Minutenbereich, verbunden mit einer sehr guten Maisempfindlichkeit (<1&° g), zu erreichen.In
Abbildung 28ist der Aufbau einer HPLC-Apparatur ectatisch skizziert®

Entgaser

Pumpe Autosampler
-
[¢]
=
=
o
[<*H

UV Detektor | | |Z
Rechnert---

Elutionsmittelvorrite

Abfallbehilter

Abbildung 28: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage

Aus den Elutionsmittelvorrdten wird das gewinscHiationsmittelgemisch mithilfeder Pumpe
(Druck bis 150 bar) mit konstanter Flussrate (0.5 mL/min) durch das System geleitet. Als
Laufmittel kénnen verschiedene organische Lodseloitr wassrige Losungen (z.B. 0.1% TFA)
verwendet werden. Diese kdénnen einzeln, in einemstemten Verhaltnis (isokratisch, z.B. 10/90)
oder als Gradient, unter Variation der Zusammensetiiber die Zeit, eingesetzt werden. Um dabei
einen konstanten Fluss zu gewahrleisten, werdenEti&onsmittel mittels eines Entgasers von
geldsten Gasen befreit. Das zu untersuchende $uabstaisch wird mittels eines Autosamplers oder
einer Injektionsschleife in den Elutionsmittelstramnjiziert. Die Trennung erfolgt in der Trennsaule
und basiert auf Wechselwirkung der Analyten mit O®erflache des feinkodrnigeren Tragermaterials
(3-10 m).

Neben den chemisch modifizierten polaren Kiesetgaié funktionellen Gruppen (normal phase, NP)
werden haufig unpolare stationdare Phasen (reveptebe, RP) mit alkylsilyliertem Kieselgel
eingesetzt. Aul3erdem existieren vernetzte polyrmeéger sowie pordse anorganische Aluminium-

und Zirkoniumoxide>®Nach der Auftrennung der Substanzen werden die Kopten durch einen
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Detektor detektiert. Hierzu werden photometrisaleérsaktometrische, elektrochemische, selten auch
Fluoreszenz-Detektoren eingesétfurch die Detektoren wird, je nach Menge und Arts de
Chromophors, ein entsprechendes Signal an den Bechhbertragen. Dieser generiert ein
xt-Diagramm, indem er das Detektorsignal gegen dierRienszeit auftragt. Qualitativ kann der
Nachweis (ber entsprechende Vergleichssubstanzérigesr, die Uber die Retentionszeiten
zugeordnet werden. Die quantitative Auswertung wititber eine Kalibrierreihe mit

Vergleichssubstanzen definierter Konzentration andchlieRender Integration der Signal-Flachen

erreicht®®®

8.2Gelpermeationschromatographie

Um die Molekulargewichte der synthetisierten Polggnend deren Verteilung zu bestimmen, wurde
die einfache wund schnelle Methode der Gelpermesttotomatographie (GPC) oder
GroRenausschlusschromatographie (engl.: size ésmlwchromatography, SEC) verwend&t.Das
Trennungsprinzip dieser Methode lasst sich aus Hamen ableiten. Die Trennung basiert auf dem
molekulargewichtsabhangigen hydrodynamischen RagMslekilgréfZe”) der Polymere und nicht,
wie bei der Affinitatschromatographie, auf der Weslvirkung der Substanz mit der stationaren
Phase. Der Aufbau und die Durchfiihrung entsprientIPLC (siehe Abbildung 28). Unterschiede
bestehen in der stationdren Phase der Saule, béi&déig ein Gel aus Divinylbenzol-vernetztem
Styrol, vernetztem Dextran (Sephadex), vernetzteiyaerylamid oder auch poroses Glas verwendet
wird. Die PorengroRBe liegt in einem Bereich von 5 10° nm mit einer enger
PorengroRenverteilurfd®Durch die pordse Struktur der stationdren Phaseemebei der Elution im
Ldsemittelstrom Polymermolekille mit geringerem lyghyinamischen Radius langer zurtickgehalten
als Polymermolekiile mit groRerem. Da der hydrodysane Radius proportional zum
Molekulargewicht ist, erfolgt im Eluat eine Trenmumn Reihenfolge abnehmender Molmassen.
Detektiert werden die Molekile haufig tber die Meggsdes Brechungsindex (engl.: refractive index,
RI) oder der
UV-Absorption?*® Man erhalt daraus eine Elutionskurve, indem manRietektionssignal gegen das
Elutionsvolumen auftragt.

Die GPC stellt eine Relativmethode dar, d.h. esatfeginer Eichkurve, um auf das Molekulargewicht
und dessen Verteilung in einer Probe schlieen @unén. Dies kann mithilfevon Polymeren
identischer Struktur und bekanntem Molekulargewighnfolgen. Der analysierbare Molekular-

gewichtsbereich liegt dabei typischerweise zwisct@und 16 g/mol 2%
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8.3Photonen-KreuzkorrelationsSpektroskopie

Zur Charakterisierung dehergestellte Dispersionen wurde die Photonkreuzkorrelations-
Spektroskopie (engl.: Photon Cr Correlation Spectroscopy, PCC®Jjngesetzt, welct eine
Weiterentwicklung der dynamischen Lichtstreuung @)L bzw. der Photone-Korrelations-
Spektroskopie (engl.: Photoforrelation Spectrosco, PCS) ist. Siewird dazu verwend,
PartikelgroRen von Dispersionen und deren Gréerteilung in einem Bereich von- 2000 nm zu
analysiereri® Der Aufbau ist inAbbildung29skizziert:*

Probe

e
Strahle-
teiler

Photo- D >
detektorelD—>

Korrelator—s{ Computef

Abbildung 29: Aufbau einesPhotonen-Kreuzkorrelations-Spektrometers.

Der monochromatische, koharen®rahl eines Laserwird im Gegensatz zur DLS durchnen

Strahlenteiler geleitet, so dasaei Strahlen generiert urdiesetber Linsen fokussie werden. Die
Strahlen treffen auf ein definiertes Messvolumendar Probe und werden von den kolloide

Partikeln gestreut. Das Streulicht beider Strahlérd jeweils in einem Winkel von 90° zu d

Einstrahlwinkeln von Photodetekenm detektiert und miteinander verglict

Durch die Brown'schéVolekularbewegunkommt es zur isotropen Diffusion der zu untersudiee

Partikel, was zu einer zeitlichéntensitatsfluktuation dedetektierten Streulich®®?*fiihrt. Es wird in

Intervallen Dt) Uber einen Zeitraunt gemessen ungeweils die Anfangsintensitél,(t) mit der

Intensitat nachDt(l(t) + Dt) verglichen'’” Im Korrelator wird aus der Intensitatsfluktuation ei

Autokorrelationsfunktion errechneDie Intensitdten und somit die Korrelatisind abhéngig von der
Diffusionsgeschwindigkeit der gemessenen Teilchen. Bei grolamgsam diffundierenden Teilch

nimmt die Korrelation langsamer ab als bei kleirsminell diffundierenden Partike. %%

Unter Annahme unendlicher Verdinnt ohne Wechselwirkungzwischen den idealisie

monodispersen, kugelférmigen Partikeln gilt fur digtokorrelationsfunktiorg(t):>*

F(g,7) = A,e™P0
Dabei isA da Formfaktor der PartikeD der Translationsdiffusionskoeffizientdie Korrelationszei

undq der Streulichtvektor.
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Aus der so erhaltenen Diffusionskonstabien?/s] lasst sich mittels der Stokes-Einstein-Gleigjun
der hydrodynamische Partikeldurchmessi) lach folgender Gleichung bestimmen:

kT
P 3nDny

Dabei isks die Boltzmannkonstante (1.380662%% J/K), T die Temperatur der Probe [K] undlie
Viskositat der kontinuierlichen Phase [m§]&>°2*

Die Ergebnissesind in dieser Arbeit als Gaussfoneth aufgetragen. Der mittlere
PartikeldurchmesseiX{, kann aus dem Kurvenmaximum abgelesen werden.hDeinen Vergleich
der Signalbreite kann die Partikelgro3enverteilbestimmt werden.

Die Vorteile der PCCS gegenuber der PCSliegen in Méglichkeit, konzentrierte kolloidale
Dispersionen zu untersuchen und dabei Phanomenéefiefachstreuung und Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen durch die Uberlagerung diglelpeStrahlen auszuschlieRen. Dies erfolgt durch
die mathematische Eliminierung des StreulichtsaDaresultieren kurze Messzeiten, ein verbessertes
Signal-RauschVerhdltnis und eine hohe Toleranz mjdmer Verunreinigungen der Probe
(z.B. Staub). AuRerdem besteht die Méglichkeit udiiante Probe zu vermesseén®**

8.4"°N-Festkdrper-NMR-Spektroskopie

Um die®N-markierte Aminosaure zur Detektion der Partikelilong zu untersuchen, wurde die
Methode derN-Festkorper-NMR-Spektroskopie eingesetzt. Da daiiiche Haufigkeit von
>N-Kernen sehr gering ist, muss riN-angereicherten Proben gearbeitet werden.

Die kernmagnetische Resonanz-Spektroskopie (NMRcHidtigt sich im Allgemeinen mit den
magnetischen Eigenschaften von Kernen. Viele Isotoggen intrinsisch einen Kernshisowohl*H-

als auch™N-Kerne besitzen den Kernspiire 1/2. Wird die Probe, bestehend aus vielen Keénssjn
ein externes Magnetfeld, gebracht, so richten sich die Spins parallel odetiparallel zur
Magnetfeldrichtungz aus. Die sonst entarteten Energieniveauslin 2 Zustande werden dadurch
aufgespalten (Zeeman-Aufspaltuii$f).Durch Radiofrequenzpulse kénnen die Spins dazeragy
werden, ihre Orientierung im Magnetfeld und danndih Energiezustand zu wechseln. Die
Wiederherstellung des Gleichgewichtszustandes windlysiert und ist Gegenstand des NMR-
Experiments. Die Starke der Zeeman-Wechselwirkusiy kiernspezifisch und héngt von der
MagnetfeldstarkByab. Der energetische Unterschied zwischen den Zedliveaus kann in
Einheiten von rad/s angegeben werden gls - B,. Dabei ist das gyromagnetische Verhaltnis der
Kerne, = h/2 - das Planck'sche Wirkungsquantum unddie Resonanzfrequenz (Larmor-
Frequenz), mit der die Kernspins um das externendgldB, prazedierei*?

Eine zentrale Rolle bei der Analyse von NMR-Spekispielt die chemische Verschiebunfppm].
Sie ist abhangig von der Kernsorte und deren Umggb®ie stellt die Abweichung von der
Resonanzfrequenz einer Standardsubstanz der zachieinden Kerne dar. Solche Abweichungen

ergeben sichaus den unterschiedlichen chemischen semit magnetischen Umgebungen der
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Kernspins. So sind zum Beispiel Informationen UB&wuktur und Zusammensetzung einer Probe
zuganglich’*

In Losungen sind die Resonanzlinien einer Substargist sehr scharf und lassen sich gut
zurStrukturaufklarung nutzen. In Festkérpern hirggegommt es zu stark verbreiterten Linien. Bei
Spin ¥-Kernen kdnnen die Grinde dafir die heterean& und homonukleare dipolare Kopplung
oder die Anisotropie der chemischen Verschiebumg’&Da bei dem in dieser Arbeit betrachteten

System nur die ersten beiden Phanomene auftreerdew nur diese hier erlautert.

Alle Kernspins kdnnen in erster Naherung als mdgecle¢ Dipole angenommen werden. Unter
bestimmten Bedingungen kénnen zwei oder mehr Dipolente miteinander wechselwirken und
Energie austauschen. Man sprichtim Fall gleichenkarten von homonuklearer dipolarer Kopplung,
anderenfalls von heteronuklearer dipolarer Kopplung

Der Hamiltonoperator fur ein solches System hamgak mit der dipolaren Kopplungskonstante (
zusammen. Die extreme Abstandabhangigkeit der Kopggskonstante erfordert fir eine wirksame
Kopplung Abstande vor< 0.5 nm. Im Fall von statischen M&ruppen betragt die Kopplung um die
-11 kHz, was eine starke Verbreiterung zur Foldsehakanrf:*

Um Resonanzlinien trotz dipolarer Verbreiterung@sén zu kénnen, werden in der Festkérper-NMR-
Spektroskopie hauptséchlich zwei Methoden angewebigt Rotation im magischen Winkel, das
sogenannte ,Magic Angle Spinning" (MAS), ist einechnik, bei der die Probe in einem Winkel von
54.7° zum externen Magnetfeld sehr schnell rotiewtird. Standardmaflig werden
Rotationsgeschwindigkeiten von 10 - 35 kHz genusttdie Drehfrequenz viel groRer als die Starke
der Wechselwirkung, wird sie in erster Naherunggeuosttelt>*?

Eine zweite Technik, die auch in der Lésungs-NMR&mskopie Anwendung findet, ist die
heteronukleare Entkopplung. Dabei werden wahremdAdénahme der Signale die Resonanzen der
koppelnden Spezies mit Radiofrequenzpulsen derartipuliert, dass eine Entkopplung stattfindet
und somit schmalere Signale resultiet&n.

Ein weiterer entscheidender Faktor in der Spektpigkist das Signal/Rausch-Verhaltnis. Wird ein
Experiment N-mal wiederholt, so steigt die Sigrile¢ um den Faktdi”. Daher kann das
Signal/Rausch-Verhéltnis zwar durch Wiederholung He&perimentes verbessert werden, bei jeder
Wiederholung muss jedoch darauf geachtet werdergs dsich das System wieder im
Gleichgewichtszustand befindet. Die Zeitkonstamtie,der ein Kernspin wieder den Ausgangszustand
erreicht, ist die longitudinale RelaxationsZeitBei *°N-Kernen ist diese Zeit im Allgemeinen sehr
lang und liegt im Bereich von Minuten, wahrend Baperiment nur Millisekunden dauert.

Da 'H-Kerne wesentlich kiirzere Relaxationszeiten imeRdr von Sekunden haben, wird in der
Festkorper-NMR-Spektroskopie oft auf die Methode Kieeuzpolarisation (CP = Cross Polarization)
zuriickgegriffen. Dabei wird die Ausgangspolarisation ‘H-Kernen auf die®N-Kerne iibertragen.
Dies geschieht Uber gleichzeitiges Einstrahlen vdRadiofrequenz-Pulsen auf beide
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Kerne(Kontaktpuls). Die Effektivitat dieser Ubedtag hangt von der MAS-Frequenz, der Pulsdauer
und den Pulsstarken ab. Ein Maximum tritt bei degemannten Hartmann-Hahn-Bedingung
auf?Der Polarisationsaustausch wird {ber die dipolarepgfung vollzogen und hangt
dementsprechend auch von deren Starke ab. Dahgegithwécher die dipolare Kopplung ist, desto
langer muss der Kontaktpuls sein.

Ein weiterer Vorteil der CP-Methode ist die mégkcWergroRerung der Polarisation deX-Kerne.

Die Gr6RRe der Polarisation hangt im Wesentlichemden Besetzungszahlen der Zeeman-Niveaus ab.
Mit steigendem gyromagnetischenVerhéaltnis steigthawder Besetzungsgrad des glnstigsten
Energielevels. Daher ist die Gleichgewichtspolaigsavon *H groRer als die vorPN. CP (ibertragt
ebenfalls die Eigenschaft des Besetzungsverh@misguf diese Weise kann ddaN-Signal
zusatzlich verstarkt werdéfY:
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Wie bereits in der Einleitung erwahnt (siehe Absithh), ist die Entwicklung einer neuen, nicht
invasiven,hoch sensitiven und selektiven Friiherbiagemethode fiir Prostatakrebs wiinschenswert.
Die Eignung eines auf optischen Methoden basie®igtems wird im Rahmen eines BMBF-Projekts
untersucht. Als selektives Zielenzym wurde Hepsiewd@hlt, da es spezifisch im malignen
Prostatakarzinom uberexprimiert vorkommt.Das Kobhzegsiert auf Enzym-spaltbaren Nanokapseln,
die mit einem selbst quenchenden und somit nicldrészierenden Nah-Infrarot-Farbstoff beladen
werden.Liegt ein Tumor vor, werden die Kapseln lgaledurch Hepsin gespalten, wobei der sich
verdiinnende Farbstoff beim Austritt aus den KapsaliNah-Infrarot-Bereich fluoresziert. Da Licht
dieser Wellenlange Gewebe bis zu einer bestimmieke(3-4 cm), durchdringt, sollte es méglich
sein, den Farbstoff nicht invasiv und sensitiv mjittischen Methoden detektieren zu kénnen. Zu
diesem Zweck soll im Institut flr Lasertechnologiender Medizin und Messtechnik (ILM, Ulm),
anhand von Computersimulationen die Entwicklungegiroptischen Detektors erfolgen, dessen
Eignung im weiteren Verlauf anhand von Prostatafgraen eruiert werden soll. Die Erkenntnisse aus
den einzelnen Entwicklungsschritten sollen die Bgst der Nanokapseln weiter verbessern.
AbschlieRend sollen die Erfahrungen aus SynthedeDetektion kombiniert werden und das Material
im Hinblick auf die Anwendung in der Urologie anstitut fur klinische Transfusionsmedizin (IKT,

Ulm) in vivo getestet werden.

Um das Konzept der Enzymspaltbarkeitzu zeigenjsolleasierend auf einem Modellsystem,
enzymatisch-spaltbare, polymere Nanopartikelungs&hn dargestellt werden. Durch diesen dualen
Ansatz von Partikeln und Kapseln ist es moglichyad hydrophobe als auch hydrophile Substanzen
einzubetten, um das mogliche AnwendungspotentialAMafang an sehr breit zu gestalten. Der Erfolg
der Synthesensoll stets durch enzymatische Spakupgrimentia vitronachgewiesen werden. Nach
erfolgreicher Entwicklung des Modellsystems solé djewonnene Erfahrung aufdas System der
Hepsin-spaltbarenSequenz  Ubertragen werden, um tdatas ProjektzielHepsin-spaltbarer
Nanokapseln zu erreichen. Dies soll schlieRlichchueine Spaltung in Zellkultur nachgewiesen
werden.Neben dieser synthetischen Arbeit am MardRHnstitut fir Polymerforschung sollen von
den Projektpartnern parallel dazu Zelllinien unietd werden, die spezifisch Hepsin exprimieren.
Des Weiteren soll ein hydrophiler Nah-Infrarot-Aleszenz-Farbstoffeingesetzt werden, der eine
einfache, nicht invasiveoptische Detektion erlaukitschlielend soll das Systeim vivo getestet

werden.
Im Rahmen dieser Arbeit soll der erste Schritt @eBrojekts, die Synthese enzymatisch-spaltbarer

Nanopartikel erfolgen. Das Konzept der Partikel limiprt die Verwendung eines hydrophoben

Farbstoffs, der,wie bereits erwdhnt, das moglichewé&ndungspotential der Systeme deutlich
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erweitert. Zur Methodenentwicklung soll ein Modeltgm dienen und spater die gewonnenen

Erkenntnisse auf das eigentliche Zielenzym Ubeetmagerden.

Fur die Synthese der hydrophoben, enzymatischbspalt Partikel mussten fiinf Aspekte beachtet
werden: 1) Es sollte eine spaltbare Peptidsequegnthetisiert werden, bei der eine Detektion der
Spaltung schnell und sensitiv erfolgen kann. 2)nkisste ein hydrophobes Polymer synthetisiert
werden, dass chemoselektiv mit dem Peptid read@eiDie Kupplung beider Komponenten zu einem
Peptid-Polymer-Konjugat musste definiert erfolgem in jedem Schritt die Kontrolle Gber die

Reaktion zu haben. 4) Nach Entschiitzung des Katgugpllte die Synthese von Nanopartikeln durch
eine Vernetzungsreaktion erfolgen. Dazu wurde deridvhulsionsprozess eingesetzt. 5) Der Abbau
der Partikel sollte in Heterophase ablaufen undedaimultan detektiert werden. Der geplante

Syntheseweg ist in Abbildung 30dargestellt.

O @ © @ O

1) Fmoc Entschuitzung

$ meg
M2 (go ; GooH COOH e
Fmoc coog e NHe M HOOC COOH [ Enzym ’ ,.S
5 b é [

Abbildung 30: Syntheseweg zu enzymatisch spaltbarehydrophoben Nanopartikeln.

Die Ausgangsbedingungen werden im Folgenden kurgetigt. Als Modellenzyme fur einen
Nachweis der Machbarkeit wurden die unspezifiscResteasen Pepsin und Trypsin gewahlt. Als
Erkennungssequenz fir die Enzyme wurde eine mdglidturze und einfach zugéngliche
Peptidsequenz - Gly-Phe-Phe (GFF) - (schematiscRaty Abbildung 30, 1) identifizief® Die
Sequenz wies als funktionelle Gruppen nur den Nt dan C-Terminus, mit einer Amino- bzw.
Sauregruppe auf. Da diese jeweils orthogonal ge¢zrchierden konnten, sollen damit definierte
Peptid-Polymer-Konjugate dargestellt werden. Dabit sich der Einsatz der Uber Jahrzehnte
entwickelten und hoch effizienten Reagenzien dguifgynthese an (siehe 2.9). Somit musste die
Peptidsequenz so synthetisiert werden, dass eim Bedchiitzt ist. In der Diplomarbéivurden
bereits erste Versuche zur Konjugatsynthese uUber Stihitzung des C-Terminus des Peptids
(HoN-GFF-OEt)  durchgefihrt. Da aber beim Einsatz dethi®&ung des N-Terminus die

Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden kagtet Isich dieser Weg fiir ein flexibleres und
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tiefgreifenceres Design der Peptide an (sAbbildung 3Q 1). Daher wurde in dieser Arbedie
Schiitzung des N-Terminges Peptidverfolgt (Fmoc-GFF-OH).

Da das Modellpeptid nur zwéinktionelle Gruppn tragt,muss bei der Ubertragung cPrinzips auf
die Hepsin-spaltbare SequeRQLRVVGG, die mehrere Funktionen besitgine chemoselektiv
Reaktionsfuhrung verwendeterder. Um dabeidas System in Richtung der geplanten Anwenc
eines hydrophilen Farbstoffaeiterzuentwickel, sollten in einem weiteren SchritKapseln mit
hydrophilem Kerrdargestellt werde

Fur ein Kapsebasiertes Systenist ein moglicher Syntheseweg, eineGrenzienreaktion in
Miniemulsion durchzufiihrenDazu missenein Monomer mit mehreren identischen funktione
Gruppen in der hydrophilen Phase und ein zweiteadvter mit dazu omplementéarefunktionellen
Gruppen in der hydrophoben Phase 16: sein. Die Polymerisation solhach Bildung de

Miniemulsion, durch eine selektive Reaktion der Mioere erfolgen (siefAbbildung31).

>
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Abbildung 31: Syntheseweg zu enzymatisch spaltbaren Nanokapseln.
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10. Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse dieser inpargestellt und diskutiert. Zuerst wird die
Synthese der Peptide sowie der polymeren Ausgarigsaigen erdrtert, dann die in Abschnitt
9vorgestellte Synthesestrategie verfolgt und ddleeEntwicklung von vier Generationen von Peptid-
basierten Nanopartikeln vorgestellt, die Synthestailliert erlautert und die enzymatische Spaltung
der Partikel diskutiert. Das experimentelle Vorgehsowie die vollstandige Analytik der
Produktekénnen in den Abschnitten 11.4 und 13.5ysleBen werden.

Alle enzymatischen Spaltungsexperimente fanderepuffertem Mediumbei 37 °C statt und wurden
von Niklas Kotman durchgefiihrt.Details dazu sindéimer Dissertation zu finden. Wenn nicht anders
erwahnt, sind bei Prozentangaben (%)stets Gewiazspt (%-Gew.) gemeint.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sind aus den NIgpektren beispielhaft nur die wichtigsten
charakteristischen Signale einer Verbindung besbbn, eine vollstdndige Auflistung aller Signale

kann in Abschnitt 13.5gefunden werden.

10.1 Identifizierung der enzymatisch spaltbaren Pejdsequenzen

In der Literatur wird GFF-OEt als einfach zugénigédPepsin-spaltbare Sequéinnd RGLRVVGG

als selektiv Hepsin-spaltbare Sequefweschrieben. Zur Entwicklung des Konzepts wurde dait
kommerziell verfiigbaren Enzym Pepsin gestdifen Laufe der Weiterentwicklung der Synthesen
diente Trypsin als alternatives Enzym, das die d¢t@aSequenz ebenfalls spaltet (siehe 10.4).
Schlief3lich wurden die am Modellsystem gesammdtigahrungen auf die Hepsin-spaltbare Sequenz
Ubertragen (siehe 10.6).

In Abbildung 32sind die vier Generationen an Peaptidargestellt, auf denen die vier Generationen
der Nanopartikel basieren. Zur besseren Verstdndiit sind die einzelnen Komponenten farblich
gekennzeichnet. In rot wird die Erkennungssequenz das entsprechende Enzym, in lila die
Anknipfungspunkte fur die weitere Reaktion, in gelmder 2. Generation das Fluorophor, in blau der
Fluoreszenzquencher und in schwarz sonstige Furgidargestellt.

In der ersten Generation lag der Fokus auf dem Weishder enzymatischen Spaltbarkeit der
Grundstruktur GFF (siehe Abbildung 32). In der zZemiGeneration wurde das kleinste mdgliche
FRET-Paar bestehend aus Anthranilsaure (Ant) uriditr®-L-Tyrosin (Yy) eingefiihrt, um die
enzymatische Spaltung situ detektieren zu kénnen (siehe Abbildung 32). In diéten Generation
wurde das FRET-Konzept weiterentwickelt und ein i@atin-basiertes Fluorophor (Mca) verwendet
(siehe Abbildung 32). In der vierten Generation dam schliel3lich die Peptide so modifiziert, dass si
mit der Huisgen [1,3]-dipolaren Cycloaddition (GliReaktion) umgesetzt werden konnten
(z.B. durch Azidogruppen), um so eine Reaktion mnv&senheit anderer funktioneller Gruppen zu

gewabhrleisten (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Die Evolution der Peptidstrukturen als Basis fiir die vier Generationen von Nanopartikeln.

Nach der Synthese des Polymers, welches die Gymdila die drei ersten Generationen bildet, wird

anschlie3end genauer auf die Entwicklung der eimereGenerationen eingegangen.

56



10. Ergebnisse und Diskussion

10.2Das Polymer fir die partikularen Systeme

10.2.1 Polymernomenklatur

Das im Folgenden dargestellte, multifunktionelle lyRer Poly(styrol-co-acrylsdure) (siehe
Abbildung 33) wird in dieser Arbeit als R®-PAS abgekiirzt. Bei einer polymeranalogen Umsetzung
wird das resultierende CopolymePoly[styrol-co-N-(Linker/Peptid)acrylamid] (PS€o-PAA)-
Linker/Peptid genanntund der Linker oder das Pdpitidnicht einmalig am Ende, sondern mehrfach

im Polymer auf.

Abbildung 33: Struktur von Poly(styrol- co-acrylsaure).

Um den Einsatz der einzelnen Ansatze in den bedmmen Synthesen einfacher nachvollziehen zu
koénnen, wird folgende Nomenklatur eingefiihrt. Diglyihere werden ¥-Z genannt, wobei P fur
Polymer, X fir die funktionelle Gruppe am Polym8&r£ Saure, BA = Boc-geschiitztes Amin oder A
= Amin), Y flir den Anteil der funktionellen Einhetm Polymer [%)] (siehe 10.2.4) und Z fiir das
Molekulargewicht [16 g/mol] (THF, RI) des Ausgangspolymers steht (sitDe.3).

10.2.2 Polymersynthese

Das Polymer spielt beim Aufbau und der Spaltung Manopartikel eine entscheidende Rolle. Die
Partikel sollten sich auf der einen Seite nichtNiasser I6sen oder quellen, da sonst ein Farbstoff-
bzw. Wirkstoffeinschluss nicht realisierbar istf dar andere Seitesollten sich die Fragmente nach d
enzymatischen Spaltung auflésen oder quellen, une aiffektive Freisetzung der Ladungzu
gewabhrleisten.

Polystyrol wurde als Ausgangsmaterial gewéhlt, @asgnthetischen Methoden sowie die Analytik
sehr gut ausgereift sind und es zudem ideal filteeZellversuche geeignet ist, um das
Anwendungspotential des Systems abzuschéatzen. deifdekann so derTransport einer hydrophoben
Substanz realisiert werden. Polystyrol als hydray@soModellpolymer kann dann bei Bedarf je nach
Anwendung durch andere Polymere ersetzt werdergatia auch fiim vivo-Anwendungen geeignet
sind.

Durch entsprechende Funktionalisierung sollten &s @asispolymer Anknipfungspunkte fir die
Peptidkupplung eingefiihrt werden. AuRerdem solte Feinktionalisierungsgrad so gewahlt werden,
dass nach der enzymatischen Spaltung die Partigetiente geltst bzw. gequollen vorliegen. Hierfur
eignetesich Acrylsaure als Comonomer, da das Poldadurch etwas hydrophiler wird und Uber die
SauregruppenPeptide angebunden werden kénnen.

Aus Styrol und Acrylsaure konntenmithilfeder freiesdikalischen Ldésungsmittelpolymerisation in

EthanolCopolymere dargestellt werden. Als Radikaist diente 2,2"-Azo-bis-(isobutyronitril)
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(AIBN), die Struktur des resultierenden CopolymBrdy(styroleo-acrylsaure) - P86-PAS - ist in
Abbildung 33dargestellt.

Bei Betrachtung der Copolymerisationsparameter dmiden Komponenten in Ethanol
(Styrol: rs = 0.31, Acrylsaurera, = 0.19}*Wurde die Bildung eines statistischen Copolymersaetet
(siehe Abschnitt 5). Die Untersuchung der Zusameignsg erfolgte durch GPC und
'"H-NMR-Spektroskopie, wobei eine Analyse durch MALDOF-MS aufgrund des gewahlten
Synthesewegs der freien radikalischen Polymerisatimht mdglich war, da wegen der breiten
Molekulargewichtsverteilung ein grof3es SpektrumbEamzelmolekilen detektiert wird. Dadurch ist

nur ein intensives ,Rauschen” zu erkennen, in demPdoduktsignale nicht zu erkennen sind.

10.2.3Hinweis auf die Zusammensetzung der Copolymiatten

Da die Polymersynthese mittels freier radikaliscRelymerisation erfolgte, musste trotz der breiten
Verteilung an erwarteten Polymerketten sichergiesteérden, dass die Anzahl an funktionellen
Gruppen Uber die gesamte Probe identisch ist.

Fur die Analyse wurde das Verhaltnis beider Monaimdreiten im Copolymer bei verschiedenen
Molekulargewichten bestimmt und die Verhéaltnisséemander verglichen. Bei der Untersuchung
von PSeo-PAS mit einem MolekulargewichiM,) von 10800 g/mol wurden bei der GPC-Messung
drei Fraktionen bei definierten Elutionsvolumina trenmmen, getrocknet und mittels
Gelpermeationschromatographie  (GPC)  untH-Kernspinresonanzspektroskopie 'H{NMR-
Spektroskopie) analysiert. Auf diese Weise konrdegi Polymerfraktionen bei 8000, 12900 und
20200 g/mol (siehe Abbildung 34a; 1, 2 und 3) e@dmlwerden. Ein reprasentativéd-NMR-
Spektrum ist in Abbildung 34bgezeigt.

120+
a) Gesamt: M = 10700 g/mol b)
100 Fraktion 1: M_= 20200 g/mol
Fraktion 2: Mw= 12900 g/mol |
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Abbildung 34: a) Drei Fraktionen eines GPC-Elugrammsvon Poly(styrol-co-acrylsaure),
b) ein reprasentativestH-NMR-Spektrum einer Fraktion (300 MHz, DMSO-dg, 289.3 K).
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In Tabelle 3 sind die Molekulargewichte der Copadyfraktionen 1, 2, 3 und deren Integrale der

aromatischen (arom.) und aziden (az.) Protoneniggndgefuhrt.

Tabelle 3:My, Integrale der*tH-NMR-Spektren und Monomerverhéltnisse der drei Comlymerfraktionen.

Fraktion | My (g/mol) | Integral (arom.) | Integral (az.) | Styrol/Acrylsdure
1 20200 5 0.10 91/9
2 12900 5 0.12 89/11
3 8000 5 0.11 90/10

Die Verwendung des Integrals des sauren ProtorteisVerwendung des Integrals des aliphatischen
Signals vorzuziehen, da geringe Mengen an Losdm{Ethanol, THF) die Integration der
aliphatischen Protonen verfalschen. Im Bereich ai®matischen Protonensowie im Bereich der
Sauregruppen tritt dieses Problem nicht auf. EistAusch der sauren Protonen mit dem deuterierten
Ldsemittel ist beim Einsatz vom DMSQ-ébenfalls nicht zu erwarten, da DMSO ein aprotsch
Losemittel ist und keine weiteren aziden Protonemhanden sind. Dies konnte anhand eines
Kontrollexperiments gezeigt werden.Styrol und Asélre wurden in einem molaren Verhéltnis von 9
zu 1 in DMSO-g geldst und mittel$H-NMR-Spektroskopie untersucht. Es stellte sichaber dass
sowohl ein Vergleich der aliphatischen Protonenaalsh der sauren Protonen der Acrylsdure mit den
aromatischen Signalen des Styrols zu einem iddmiscErgebnis fiihrte. Aus dem Spektrum
resultierte exakt das eingewogene Verhéltnis voru9l. Durch dieses Modellexperiment konnte
gezeigt werden, dass bei dem hier vorliegendeneByslie aziden Protonender Acrylsdure zur
Bestimmung der Copolymerzusammensetzung eingegetden konnen.

Der Gehalt von Styrol und Acrylsdure im Copolymerdai tber die Verhéltnisse der Integrale
bestimmt, indem das aromatische Signal den funfoRem des Styrols zugeordnet wurde. Vergleicht
man die Integrale der Saureprotonen untereinarsiehd Tabelle 3), lasst sich feststellen, dass
zwischen den einzelnen Fraktionen nur ein geringieterschied besteht, der sich im Rahmen des
Fehlers bei der Integration bewegt. Daraus lasktsthlie3en, dass das Verhaltnis der Monomere im
Copolymer uber alle Kettenl&angen vergleichbar ist.

Die Unterscheidung zwischen einem alternierendath ainem statistischen Copolymer lasst sich so
allerdings nicht vornehmen, sondern kann nur anhderd Copolymerisationsparameter abgeleitet
werden. Eine genauere Untersuchung Uber eine Tidaddyse wirde eine detailliertere Aussage Uber
die Sequenz erlauben.Dies ist aber nicht im Detil Bedeutung, da fir die weiteren Experimente
nur eine homogene Verteilung der funktionellen @errpiber die gesamte Probe wichtig ist, um eine

definierte Synthese zu gewahrleisten.
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10.2.4Polymeranalyse

Nach erfolgreicher Synthese wurden die Copolymerdy(Btyrol-co-acrylsdure) (P$o-PAS)
analysiert und deren Struktur mittetsl- und **C-NMR-Spektroskopie bestimmt. IfH-NMR-
Spektrum sieht man deutlich das Signal der arontagis Protonen des Styrols bei 6.10-7.51 ppm, die
aliphatischen Protonen des Polymerriickgrats b&-.42 ppm sowie das Signal der Acrylsaure bei
11.85 ppm (-CO@). Auch im*C-NMR-Spektrum sind die entsprechenden Signaleirmef. Die
Molekulargewichteder Copolymere und deren VertglRDI) wurden mittels GPC bestimmt. Als
Standard diente Polystyrol. Der Einsatz diesesdatais fuhrte aufgrund des geringen Prozentsatzes
an Acrylsaure in den Copolymeren zu verlasslichemate®, was durch Lichtstreuungs-
experimentebestatigt wurde. In Tabelle 4sind belbpit neun Anséatze gezeigt.

Tabelle 4: Probennummer, Initiator- und Losemittelmerge, My, (THF, IR) und

Polydispersitatsindex (PDI) von Poly(styroleo-acrylséure).

Probennummer | Initiatormenge | Losemittelmenge| M,y [g/mol], PDI
[mg] [mL] THF, RI
Ps16-85 752 100 8500 2.1
Ps7-88 1001 200 8800 1.6
Ps7-96 750 100 9600 2.1
Ps7-104 753 100 10400 2.0
Ps5-125 752 100 12500 1.9
Ps7-131 753 100 13100 1.6
Ps7-166 502 100 16600 1.6
Ps7-197 77 80 19700 1.6
Ps7-494 504 40 49400 15

Aus Tabelle 4werden die Einflisse verschiedenearRater auf das Molekulargewicht des Polymers
deutlich. Zum einen fuhrt erwartungsgemald eine legehdenge an Initiator zueinem geringeren
Molekulargewicht, zum anderen fuhrt der Einsatzeigeringeren Menge an Lésemittel (Ethanol) zu
einem erhéhten Molekulargewicht. Der PDI der Polsgrteewegte sich zwischen 1.5 und 2.1, was im
erwarteten Bereich (1.5 - 2.0) der freien radikdden Polymerisation war.

Eslasst sich festhalten, dassséaurefunktionalisiBxaéymere fur die Peptidanbindung mit einem

Molekulargewicht zwischen 8500 g/mol und 49400 déyathetisiert werden konnten.

10.2.5Bestimmung der Copolymerzusammensetzung

Die Bestimmung der Copolymerzusammensetzung eefolgittels *H-NMR-Spektroskopie und
Titration. Bei der erst genannten Methodewurdenldiegrale der Protonensignale verwendet. Der
Anteil an Styrol (ns{%]) und Acrylséure f1nd%]) wurde anhand eines Vergleichs zwischen dem
aromatischen Protonensigndld, 6.1 - 7.5 ppm) und dem Signal des S&aureprotdgs ¢er
Acrylsaure bei 11.85 ppm berechnet. Das aromati®ibeal der Styrolprotonen wurde auf flnf
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normiert. Daraus ergibt sich der prozentuale Anteidler beiden Monomere im
Copolymer.Beispielsweiseergibt ein Integral degeradrotonslgp von 0.11, einen Gehaltvon 7.1%
Acrylsaure und 92.9% Styrol.

Zusétzlich zur Bestimmung der Copolymerzusammeunsgtaittels'H-NMR-Spektroskopie wurde
eine volumetrische Analyse durch Titration durcligef und die Ergebnisse beider Methoden
miteinander verglichen. Dazu wurdedreimal einerdefte Mengen an Polymer geldst und jeweilsmit
0.1 M NaOH bis zum Aquivalenzpunkt titriert und d&mschlagspunkt bei pH 8.2 mittels
Phenolphtalein visualisiert.Die Eignung dieser Mell wurde zuvor unter Zuhilfenahme einer
pH-Elektrode zwischen pH 6 und 12 verifiziert. [egebnisse beider Methoden sind inAbbildung
35aufgefiihrt.

Abbildung 35: Bestimmung der Zusammensetzung von Rg(styrol- co-acrylsdure) iiber *H-NMR-Spektroskopie und
Titration im Vergleich mit der eingesetzten Menge arAcrylsaure.

Der Abweichung der Messungen bei der BestimmungeeitNMR liegt,bedingt durchFehler bei der

Integration, beiX%=z 0.6%. Bei der Titration liegtied Abweichung bei X%+ 1%, was auf

Schwankungen in der Wahrnehmung des Umschlagspunktéckzufiihren ist.

Aus Abbildung 35ist ersichtlich, dass im Rahmen &ehlerbereichs mit beiden Methoden die

gleichen Ergebnisseerreicht wurden. Die Titratibhrfe im Allgemeinen zu héheren Werten als die

'H-NMR-Analyse, da bei der Bestimmung mittels Timat der Umschlagspunkt nach dem

Aquivalenzpunkt auftritt.

Bei Ps16-85 wurden 20%, beis®-125 5% und bei den anderen Probeg/{® 10% Acrylsaure

eingesetzt. Es fallt auf, dass bei allen Ansatzemiger Acrylsdure eingebaut als der Reaktion

zugesetzt wurde, was offensichtlich an den moderdimsatzen von 35 - 70% liegt (siehe 11.4.1).

Trotzdem erfolgte eine Polymersynthese mit eindinggten Zusammensetzung der Copolymere mit

5, 7 und 16% Acrylsaure. Aus der ermittelten Copwyzusammensetzung wurde dieflr die weiteren

Synthesen notwendige Anzahl an funktionellen Gragperechnet.

Damit ein N-terminal-geschitztes Peptid Uber sei@eherminus an das Polymer gebunden werden

konnte(sieheAbbildung 30, Abschnitt 9), musste Badymer mit Aminogruppen funktionalisiert

werden. Um im Verlauf der Synthese zu definierteandpartikeln zu gelangen, sollte das
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aminofunktionalisierte Polymer dem saurefunktiosialiten Gegenstiick mdglichst &hnlich sein. Ein
effektiver Weg, um einen ahnlichenPolymerisatioadgreine @hnliche Molekulargewichtsverteilung

und eine mdglichst identische Anzahl an funkticerelGruppen zu erreichen, ist eine polymeranaloge
Reaktion. Dadurch konnte Poly(stymmd-acrylsdure) wie folgt in Poly[styrae-N-(2-aminoethyl)-

acrylamid] umgewandelt werden.

10.2.6 Polymeranaloge Umsetzung von Poly(styrob-acrylsaure)
10.2.6.1 Kupplung von Boc-geschiitztem Ethylendiamin

Poly(styroleo-acrylsdure) wurde unter Anwendung von Peptidkupgdueagenzien mit einfach Boc-
geschitztem Ethylendiamin umgesetzt. Neben der &fawng vonN,N -Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) in Kombination mit 1-Hydroxybenzotriazol-Hytr(HOBtH,O) undTriethylamin (TEA) bzw.
N,N-Diisopropylethylamin (DIEA)wurde comMu (1-[(1-(Cyar2-ethoxy-2-oxoethyliden-
aminoxy)dimethylaminomorpholino)Juroniumhexafluohmsphat und 2,4,6-Trimethylpyridin (TMP)
eingesetzt(sieche Abbildung 36). Eine genaue Disknssiber den Unterschied der

Kupplungsreagenzien erfolgt in Abschnitt 10.4.

COMU,
T™MP
COOH o N/\/NH—Boc

H

Abbildung 36: Polymeranaloge Umsetzung von Poly(stgl-co-acrylséaure) zu
Poly|[styrol-co-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid].

Das Produkt (P$o-PAA)-C,H,-NH-Boc konnte durch einfache wassrige Extraktiarigareinigt
werden, da alle Edukte und Nebenprodukte wassmtoslaren. Ein negativer Ninhydrintest zeigte
die Abwesenheit freier Aminogruppen, was ein Hirsdaflr war, dass der eingesetzte Uberschuss an
Amin quantitativ entfernt werden konnte. Dieerfelighe polymeranaloge Reaktion wurde mitteis
und **C-NMR-Spektroskopienachgewiesen. Das Signal dertoRem der Aminogruppe von
Ethylendiamintritt im Produktspektrum nicht mehif.aviergleicht man das Spektrum von Edukt und
Produkt, treten die Signale der &Bruppen des Ethylendiamins hochfeldverschoben2/:88 nach
2.50 ppm auf. Eine CHGruppe wird dabei vom aliphatischen Signal des/felts Uberdeckt, die
andere ist immer noch deutlich bei 2.63-3.13 ppmerkennen. Aul3erdem tritt das Signal der
Protonen der Boc-Schutzgruppe bei 1.38 ppmauf*@aNMR-Spektrumtreten die entsprechenden
Kohlenstoffsignale ebenso vollstandig auf.
Aus den Spektren ist aulerdem ersichtlich, dassSdigregruppen des Polymers nicht quantitativ
umgesetzt werden konnten.10% der Saurefunktionemtka nicht funktionalisiert werden. Der
Grund dafir liegt wahrscheinlich in der steriscidaschirmung vereinzelter reaktiver Gruppen durch
die Polymerketten. Auf das mogliche Auftreten dsederoblems wurde bereits im Theorieteil

hingewiesen (siehe 6.3.4).
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Der nicht vollstdndige Umsatz hat an dieser Stabler keinerlei negativen Auswirkungen auf die
weiteren Syntheseschritte. Wenn die freien Saupggmu im weiteren Verlauf reagieren, tragen sie zur
weiteren Vernetzung der Partikel bei. Kommt es evbih zu keiner Reaktion, sind die vereinzelten
Sauregruppen bei der enzymatischen Partikelspaltlem Auflésen bzw. Quellen der Partikel eher

zutraglich.

10.2.6.2 Entfernung der Boc-Schutzgruppe

Das erhaltene Produkt Poly[styrad-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid] wurde
anschlieRend in Poly[styrale-N-(2-aminoethyl)acrylamid] (P8e-PAA)-NH-C,H,4-
NH.umgewandelt, indem die Boc-Schutzgruppe sauerrahtfairde (siehe Abbildung 37).

y H EtOAC/HCI y
—_
G N/\/N\”/O\’/ o N/\/NHzHC|
H o H

Abbildung 37: Umsetzung von Poly[styroleo-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid] zu
Poly[styrol-co-N-(2-aminoethyl)acrylamid].

Die Boc-geschutzte Vorstufe wurde in HCI/Ethylatefidst, geriihrt und das Lésemittel entfernt. Da
alle Nebenprodukte ausschlieBlich gasférmig awitrakonnte so das Produkt rein als Hydrochlorid
erhalten werden. Die Struktur wurde mitteld- und **C-NMR-Spektroskopie verifiziert. Die
Entfernung der Schutzgruppe kann sowohl't#aNMR-Spektrum als auch iffC-NMR-Spektrum
iber dieAbwesenheit der Signale der Boc-SchutzgrUp: 1.15 ppm (-C(Els)s), °C: 28.22 ppm
(-C(CHy)3), 77.57 (-CCHa3)3) und 155.53 ppm COOC(CH)s)]nachvollzogen werden.

Im weiteren Verlauf der Synthese wird auf die Angiabbon GPC-Daten verzichtet, da die

resultierenden Polymere strukturell zu sehr voninandenen Polystyrol-Standard abweichen.

10.2.6.3Analyse der Polymerzusammensetzung

Die Zusammensetzung des erhaltenen Polymers bavAdiahl der funktionellen Gruppen im
Polymer wurde, wie bereits bei der Vorstufe (siebleiflung 35), mittels'H-NMR-Spektroskopie
bestimmt,indem das Protonensignal der;NBruppe des Ethylendiamins bei 8.13 ppm mit dem
aromatischen Protonensignal verglichen wurde. bapretisch erreichbaren Werte, die ausgehend
vom Ausgangsmaterial Poly(styrob-acrylsdure) berechnet wurden,sind zusammen mit den

experimentell ermittelten Werten in Abbildung 38geftihrt.
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Abbildung 38: Experimentelle und theoretisch, berebnete Werte fiir die Zusammensetzung von
Poly[styrol-co-N-(2-aminoethyl)acrylamid].

Der Fehlerbereich liegt bei den experimentellen téfer durch eventuelle Abweichungen bei der
Integration, bei X%+ 1%. Bei den theoretischen Weitegt der Fehlerbereich bei X%+ 0.6%.
Die theoretischen Werte weichen nur geringfiigig  vomlenmittels ‘H-NMR-
Spektroskopieexperimentell bestimmten Werten aln kénn feststellen, dass fast die gleiche Anzahl
an funktionellen Gruppen wie im Ausgangspolymerliegt. Es lasst sich auch auf eine identische
Verteilung der funktionellen Gruppen in den Polyereund einen identischen Polymerisationsgrad
schliel3en, da es bei der polymeranalogen Umsetaukginer Depolymerisationsreaktion gekommen
ist.
Hier stellte sich die volumetrische Analyse zurtBesiung der Anzahl der funktionellen Gruppen im
Polymerals nicht geeignet heraus.DieTitration mai¥ an mehreren Proben fuhrt im Vergleich zur
Bestimmung ibefH-NMR-Spektroskopie stets zu erhthten Werten. Esdendaraus geschlossen,
dass ein geringer Rickstand an Uberschissiger RCIPiodukt die Werte dementsprechend

erhdht.AuBerdem verfalschen die nicht umgesetzéemegruppendas Messergebnis.

10.2.7Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durctedieddikalische Copolymerisation von Styrol und
Acrylsaure und der anschlieBenden polymeranalogesktion, beide polymere Bausteine fir die
weiteren Synthesen erfolgreich hergestellt wurdgie. polymeranaloge Reaktion erméglichte dabei
ein  Maximum an Vergleichbarkeit von Poly(stymmacrylsdure) und Poly[styrale-
N-(2-aminoethyl)acrylamid]  beziglich  der  Anzahl fdaokeller  Gruppen  unddem

Polymerisationsgrad, der sich bei dieser Umsetzicty &nderte.
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10.3 Enzymatisch spaltbare Nanopartikel der 1. Gemation (GFF)

Im ersten Schritt wurde die kurze ErkennungssequeRE eingesetzt, um enzymatisch spaltbare
Polymerpartikel zu erhalten. Es sollgezeigt werdetassdas Peptid mittels der gewéhlten
Syntheseroute an das Polymer gekuppelt werden kiasseine Nanopartikelbildung mdéglich ist und
dasseine enzymatische Heterophasenspaltung erveéctien kann. Des Weiteren sollen die nétigen
Syntheseschritte anhand des preiswerten Peptidsickett werden, bevor ein kosten- und

zeitintensiveres System eingesetzt wurde.

10.3.1 Peptidsynthese von GFF-OH

Die kiirzeste von Proteasen spaltbare Sequenz?G#irde als Grundlage der Experimente gewahlt.
Die Sequenzen Fmoc-GFF-OH(siehe Abbildung 39) uyNdGFF-OH wurden mittels
Festphasenpeptidsynthese (siehe 11.4.4),unter Vidomg der Fmoc-Schutzgruppenstrategie,

synthetisiert.

Abbildung 39: Struktur von Fmoc-GFF-OH.

Die Struktur wurde mittels'H- und*C-NMR-Spektroskopiesowie Matrix-unterstiitzter Laser
Desorptions-lonisations-FlugzeitmassenspektromgdLDl TOF-MS) analysiert. Im*H-NMR-
Spektrumtreten unter anderem die charakteristischertonensignale des Phenylalanins
(-NH-CHPhe-CO-) im Peptidrickgrat (4.40 - 4.59 ppm) aué Bignale der aromatischen Protonen
sind zwischen 7.13 und 7.29 ppm zu finden. Wiclgighier, dass die Fmoc-Gruppe vorliegt und
somit im weiteren Syntheseverlauf die Aminogrupesaiiitzt ist. Dies kann durch dda$-NMR-
Spektrum bestatigt werden. Die Signale der alighh&n Protonen der Fmoc-Gruppe treten zwischen
4.18 und 4.27 ppm(4€-CH,-OCO-NH-) und dieSignale der aromatischen Protooein7.31, 7.41,
7.70 und 7.89 ppm auf. IC-NMR-Spektrumerkennt man unter anderem die SignateFmoc bei
46.62(CH-CH,-OCO-NH-) und 65.78 ppm (-CEH,-OCO-NH-), sowie die Signale des
Phenylalanins bei 53.45 und 53.53 ppm (-NHRBie-CO-).
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10.3.1.1 Analyse der Reaktionsparameter der Syatms GFF-OH

Bei der Analyse der Reaktionsparameter der Peptilege wurden die einzelnen Ansatze der
gleichen Peptidsequenz im Hinblick auf die Reinbeid die Ausbeute verglichen. Die Grinde fur die
Unterschiede bei diesen Werten sind auf drei Paenmirickzufiihren: erstens die Ansatzgrolie,
zweitens, ob und wie oft eine Temperatur von 80dhnend der Synthese Uberschritten wurde, und
drittens, wie oft bei den einzelnen Synthesesehmrith 90 s die erforderliche Temperatur von 75°C
erreicht wurde. Diese Faktoren sind in Tabelle Sfiér Synthese von GFF aufgefihrt und werden im

Folgenden detailliert erlautert.

Tabelle 5: Peptidansatz, Ausbeute [%)] und Peptidreiheit [%)] korreliert mit den Syntheseparametern, Ansatzgrof3e
[mmol], Maximaltemperatur ( Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80 °Cif< 80 °C) sowie die Anzahl der
Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 75C und 80 °C fig;) im Vergleich zur Gesamtzahl an

Reaktionsschritten figes) der Peptide Fmoc-GFF-OH und BN-GFF-OH.

Ansatz | Ausbeute AnsatzgroRel Tyax | N< 80 °C/nges| |Reinheit | Nopt / Nges.
[%] [mmol] | [°C] [%]
1 Fmoc- 50 3 80 4/4 92 4/4
2 Fmoc- 53 3 80 4/4 97 4/4
3 Fmoc- 56 0.5 84 2/4 99 4/4
4 Fmoc- 67 0.5 86 3/4 90 2/4
5 Fmoc- 76 0.5 82 2/4 90 2/4
6 HoN- 80 0.5 82 3/4 87 3/4
7 Fmoc- 80 0.1 80 4/4 78 0/4
8 Fmoc- 82 0.1 79 4/4 93 3/4

Aus Tabelle 5 wird ersichtlich, dass Ansatz 1 undséhr niedrige Ausbeuten aufweisen. Die
AnsatzgroRe hat einen groRen Einfluss auf die Autshavas vor allem bei diesen beiden Ansatzen
(3 mmol) zu sehen ist. Aufgrund der grol3en Harzreemgrde ein geringeres Verhaltnis von TFA zu
Harzmenge zugegeben. Dies flhrte offensichtlicheiner unvollstandigen Peptidabspaltung vom
Harz, was zu einem deutlichen Ausbeuteverlust eeizimmol Ansatzen flihrte.

Die Ausbeute der Ansatz 3 bis 8 steigt zunehmergk Wird der zweite wichtige Aspekt deutlich.
Essentiell fur die Ausbeute ist auch, ob bei dentlsgse eine Maximaltemperatur von 80 °C
Uberschritten wurde. Ab dieser Temperatur kannueBenaturierung sowie zu einer Abspaltung der
Peptide vom Harz kommen. Dieser Effekt erhéht gishehmend bei héheren Temperaturen (z.B.
Ansatz 4, 86 °C). Aus diesem Grund ist in Tabelldi® MaximaltemperaturTy.x) der Synthese
angegeben. AuRBerdem gibt die Zahl in der finftealt8gh < 80 °C/nges) Auskunft dartber, in wie
vielen Syntheseschritten 80 °Cnicht liberschrittemde fi< 80 °C). Diese Zahl wird mit der Anzahl
der Gesamtschrittend.s) verglichen. Aus dem Verhaltnis lassen sich Ricksse Uber die Ausbeute

ziehen. Je seltener eine Uberschreitung von 80 &Bremd der Synthese auftrat (hohex 80°C/
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neesWert), desto hdher sind die Ausbeuten. Dies scldit in den Ansatzen 3 bis 8 nieder. Da hier
immer seltener 80 °C Uberschritten wurde, nimmtAdisbeuteimmer weiter zu.

Ein entscheidender Faktor fiur die Reinheit der iBeptist, ob die bendtigte Mindest-
reaktionstemperatur von 75 °C innerhalb von 90 eieht wurde. Aufgrund der sehr kurzen
Reaktionszeiten (3 min bei der Entschiitzung undrbbai der Kupplung, siehe 11.2.1) muss sich die
Reaktionstemperatur nach 90 s im optimalen Bereigischen 75 und 80 °C befinden. Ist das nicht
der Fall, kdbnnen die Reagenzien nicht effizientugereagieren, was zu unvollstdndigen Reaktionen
und somit zu einer Zunahme der Nebenprodukte fliniTabelle 5 gibt die letzte Spaltesf: / Nges)
Auskunft dartber, in wie vielen Syntheseschritten dptimale Temperaturbereich fir die Synthese
erreicht wurderfo,). Diese Zahl wird mit der Anzahl der Gesamtsc#iritks.s) verglichen. Aus dem
Verhéltnis lassen sich Riuckschliisse Uber die Repthkit ziehen. Je haufiger diese
Optimaltemperatur wahrend der Synthese erreichtl@/inohemep: / nges Wert), desto héher ist die
Reinheit. Die Reinheit ist bei den Ansatzen 2 uradrBhdchsten, da sich die Reaktionstemperatur am
haufigsten im optimalen Bereich bewegte. Die Rainlvarde durch HPLC bestimmt und konnte bei
Ansatz 3 auf 99% gesteigert werden.

Die hier im Detail besprochenen Aspekte treffen allé weiteren Peptide zu. Daherwird in den

entsprechenden Generationen darauf nur kurz eingega

10.3.2 Synthese der Peptid-Polymer-Konjugate
10.3.2.1 Kupplung von Peptid und Polymer

DasGFF-Peptidwurde an das synthetisierte Ausgahgepo gekuppelt. Dazu wurde Fmoc-GFF-OH
mittels DCC/HOBt/DIEA aktiviert und mit Poly[styralo-N-(2-aminoethyl)acrylamid] (F7-166)
umgesetzt (siehe Abbildung 40).

DCC,
HOBt
O N/\/NHZ HCl + Fmoc-HN NH HN}QH O N/\/NH -Phe-Phe-Gly-Fmoc

Abbildung 40: Reaktionsschema firr die Synthese vaS-co-PAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc.

Das erhaltene Produkt (R8-PAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc wurde aufgereinigt und konnte mit eine
Ausbeute von 94% erhalten werden. Der anschlielfdunghgefiihrte Ninhydrintest zeigte ein
negatives Ergebnis, was die Abwesenheit von Amimggen und somit einen vollstandigen Umsatz
indizierte. Die Struktur des Peptid-Polymer-Konjtsgaurde mittelsH- und**C-NMR-Spektroskopie
verifiziert. Im '*H-NMR-Spektrum ist eine deutliche Verbreiterung Beotonensignale des Peptids zu
erkennen, was auf eine Anbindung an das Polymdie8em lasst, da aufgrund einer eingeschrénkten
Beweglichkeit dieT,-Zeiten verkirzt werden. AuRerdem treten das S&oi@p des Peptids bei

12.78 ppm sowie die Aminoprotonen des Polymers8t8 ppm nicht mehr auf. Daneben treten alle
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anderen zu erwartenden Signale 'H-Spektrum auf, obwohl ein groRer Teiér Peptidsignalvon
den Signalen des Polymers ubgert wirc. Klar zu erkennen sind zum Beispiit Protonensignale
des Phenylalaningwischen 4.37 und 4.64 ppm (I-CHPhe-CO),die Protoneigmale er Fmoc-
Gruppezwischen 4.09 und 4.31 pp-CH-CH,-OCO-NH3), sowie zwischen 7.64 unc.08 ppm (vier
Aromaten-protonen)(siehe 10.3... Anhand der Verschiebung der Kohlenstoffsignale, der
Amidbindung benachbart sind, d& erfolgreiche Anbindung ebenfalldurch eilen Vergleich der
¥%c-Spektren von Edukt und Prod nachvollziehbar.Rhe anderen zu erwartenden Signisind

ebenfalls zu finden.

10.3.2.2 DOSY-NMRSpektroskopi

Der endglltige Beweis der quantitativen Anbindung as Ealymer konntiiber dffusionsabhangig

KernspinresonanzspektroskopiPOSY-NMR-Spektroskopie, engl.:diffusionraered spectroscopy)
erbracht werdenMit dieser Methode ist « méglichDiffusionskoeffizienten D, [m?s]) von
Molekiilen zu bestimmen und mit der'H-NMR-Spektrum zu korrelieren. IAbbildung 41ist die
Uberlagerung von drei DOSNMR-Spektren zusammen mit deid-NMR-Spektrun des Produkts

dargestellt.
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Abbildung 41: Uberlagerung von drei DOSY-NMR-Spektren:Fmoc-GFF-OHin rot, PS-co-PAS (Ps7-166) in schwarz
und (PS<o-PAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc in griin (700 MHz, DMSO-d;, T = 289.3 K).

Der Diffusionskoeffizient von Moleken ist Uber die Stokes-Einstein-Gleichuaigiie 8.) mit inrem
hydrodynamischen Radius verknupft. Mit zunehmen@edRe des Molekils verringert sich
Diffusionskoeffizient. Durcheinen Vergleich der DOS-NMR-Spetren kdnnen so verschiede
MolekulgréRen unterschien werden. ie Signale des reinen Peptids, FmocF&PH, sind in rot
dargestellt und entsprechen einem Diffusionskoeffien von 1.7710"° m’/s. Die Signale de
polymeren Ausgangsmaterials sind chwarz dargestellt und kénnen einem Diffusionskaieffiten
von 4.96610* m¥/s zugeordnet werden. Veeicht man beide Werte, erkennt maasdas Polymer

als grofieres Molekil einekleinerer Diffusionskoeffizientenals das Peptid besi. In grin ist
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schlieBBlich das Signal des Peptid-Polymer-Konjugat®PSeo-PAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc - mit
einem Diffusionskoeffizienten von 4.510™ m’s dargestellt. Dieser Wert ist kleiner als der des
reinen Polymers, was auf ein Molekul mit gré3ergmirbdynamischen Radius schlie3en lasst. Daraus
lasst sich schlie3en, dass ein ,groReres” Molehktdtanden ist und somit die Peptide erfolgreich an
das Polymer gekuppelt werden konnten. Diese Bealagtwird durch die Tatsache unterstitzt, dass
sowohl die Protonensignale des Peptids (z. B. b&i,2.96, 7.41 oder 7.70 ppm, lila markiert) als
auch die Protonensignale des Polymers (z. B. B&-1.83 oder 6.42-7.51 ppm, lila markiert) bei dem
gleichen Diffusionskoeffizienten auftreten. Die 1&dp bei 3.33 ppm und bei 2.50 ppm (blau

markiert), die in allen drei Spektren auftretendsiVasser und DMSOszlizuordnen.

Aus Abbildung 4lwerden allerdings auch die Nachteilder Verwendung von
N,N -Dicyclohexylcarbodiimid ersichtlich. Zwischen 0.7und 1.75 ppm sowie bei 5.57 ppm (blau
markiert) sind Signale im ,griinen” Spektrum beiegmdeutlich h6heren Diffusionskoeffizienten zu
sehen. Es stellte sich heraus, dass entgegen dgabém in der Literatdf® die quantitative
Entfernung des bei der Kupplung entstehehdiiDicyclohexylharnstoffs durch Filtration nicht
moglich war. Daher musste ein alternatives Kuppdueggenz gefunden werden. Trotz dieser
Verunreinigung wurde die Synthese weiterverfolgh, die Machbarkeit der geplanten Syntheseroute
Zu zeigen.

Es lasst sich feststellen, dass aus dem gezeigtektr8m,trotz der Verunreinigung, der Erfolg der
Kupplung eindeutig zu sehen ist. Aulerdem konnte dinwesenheit von freiem Peptid
ausgeschlossen werden, da sonst im grinen Spek8ignale des Peptids bei gré3eren
Diffusionskoeffizienten vorhanden waren.

Die Analyse des erhaltenen Konjugats zeigte, di@zsAmbindung von Fmoc-GFF-OH an das Polymer

Poly[styrolco-N-(2-aminoethyl)acrylamid] mdglich war.

10.3.2.3 Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe

Im nachsten Syntheseschritt musste die Fmoc-Grgopiernt werden, um die fir die Kupplung
notwendige Aminogruppe zu entschitzen, damit ddmltene Konjugat fur die Synthese der
Nanopartikel eingesetzt werden konnte. Beim erStersuch, die Fmoc-Schutzgruppe zu entfernen,
wurde die aus der Peptidsynthese bekannte Entfgrnuonittels Piperidin (siehe Abschnitt
2.7)angewendet. Die Entschitzung von @@3RAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc wurde erreicht, jedoch
konnte das dabei entstehende Fmoc-Addukt nichememtfverden. Versuche wie Umbkristallisieren,
Ausfallen, wassrige Extraktion oder eine saulenclatmgraphische Aufreinigung waren nicht
erfolgreich. Die saulenchromatographische Aufreinmund die Ausféllunggestalteten sich aufgrund
der sehr ahnlichen chemischen Eigenschaften voduRtaund Nebenprodukt als schwierig. Das
Umkristallisierenwar aufgrund des amorphen Charakties Polymers ebenfalls nicht durchfuhrbar.

Die wassrige Extraktion schien eine sehr vielvesspende Alternative zu sein, da als Ersatz fir
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Piperidineine ahnlich starke Base - 4-Aminomettpdpidin (4-AMP) -gefunden wurde, deren Addukt
wassrig zu entfernen sein sofffé.Dazu wurde (P$o-PAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc in Chloroform
gelést und mit hundertfachem Uberschuss an 4-Amatlyipiperidin versetzt. Nach Ausfallen mit
Phosphatpuffer und mehrfacher Aufreinigung wurde aodukt mit einer Ausbeute von 56%
erhalten.

Da dieser Weg prinzipiell funktionierte, konnte clureine Anpassung des Losemittels (THF) die
Fmoc-Gruppe erfolgreich abgespalten und vom Prodettennt werden. Durch den Einsatz der Base
Tris(2-aminoethyl)amin (TAEAJ#die &hnliche Eigenschaften wie 4-AMP aufweist, kenulie
Aufreinigung des Produkts quantitativ durchgefiilmtl beschleunigt werden (siehe Abbildung 42).

TAEA,

X y THF y
o H/\/NH—Phe—Phe—GIy—Fmoc—> o H/\/NH-Phe-Phe-GIy-NHz

Abbildung 42: Reaktionsschema fir die Synthese vaiPS-co-PAA)-C,H ,-NH-FFG-NH.,.

Die Struktur des Produkts (R®-PAA)-C,H,-NH-FFG-NH, wurde mittels'H- und “*C-NMR-
Spektroskopie verifiziert.Im'*H-Spektrum sieht man deutlich, dass nach der Umsgtzdie
Protonensignale der Fmoc-Gruppe des Edukts bei 7.89, 7.41, 7.31 ppmnicht mehr vorhanden
sind. Dieselbe Beobachtung kann'i@-Spektrum gemacht werden. Hier treten die SigdateFmoc-
Gruppe bei 156.39, 143.82, 140.70, 127.61, 12712%,25, 120.09, 65.75 und 46.59 ppm ebenfalls

nicht mehr auf.

10.3.2.4 Bestimmung des Peptidgehalts im Konjugat

Der Peptidgehalt im Konjugat wurdeanschlieBenditoest, um die Anzahl an freien Aminogruppen
zu quantifizieren. Diese Information war fur derciméten Syntheseschritt, der Partikelbildung durch
Vernetzung, essentiell, da hier die Aminogruppeningdent zu den Sauregruppen eingesetzt werden
soliten. Die Bestimmung der Produktzusammensetzomnte nicht mehr wie beim polymeren
Ausgangsprodukt P8e-PAS erfolgen (siehe 10.2.4), da desNMR-Spektrum nun die Signale des
Polymers und des Peptids vereinte und somit sele viberlagerte Signale aufwies. Somit war kein
getrenntes Signal des Polymers, das als Vergleéated konnte, mehr vorhanden. Aus diesem Grund
wurde die quantitative'H-NMR-Spektroskopie unter Verwendung eines exterr@andards
eingesetzt. Eine definierte Menge Produkt und ededinierte Menge des Standards DSS
(4,4-Dimethyl-4-silapentan-1-sulfonsaure-Natriurayalurden eingewogen und in DMSQ-gkl6st.
Das Salz kann genau eingewogen werden und hat dangh grof3en Vorteilgegeniber anderen
potentiellen,fliichtigeren NMR-Standards (wie z.B,1,2,2-Tetrabromethan). Im resultierenden
Spektrum trat das Signal der Methylprotonen desdatals - R-Si-(El3); - nach Kalibrierung auf das
Losemittelsignal (DMSO+ 2.50 ppm) bei 0.03 ppm auf. In diesem Bereichah@én sich keine
Signale des Produkts. IMH-NMR-Spektrumtrat ein separiertes Signal bei 4@f&m auf, das
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einemProton des Phenylalanins (-NHHh-CO-) zugeordnet werden konnte. Aus dem Verlsittar
Integrale und den eingewogenen Massen konnte digy®lan Peptid als 25.5% bestimmt werden. Der
theoretische Wert wurde, ausgehend von einer datiméin Umsetzung vonsP-166, als 32.6%
berechnet. Daraus wird ersichtlich, dass an etw& tr Aminogruppen eine Peptidsequenz
gebunden werden konnte. Daraus lasst sich aufgewésse sterische Hinderung des Polymers bei der

Peptidanbindung schlief3en.

10.3.3 Synthese der Nanopartikel

Hydrophobe Peptid-vernetzte Polystyrol-Nanopantiketen durcheine Vernetzungsreaktion in
inverser Miniemulsionstechnik hergestellt. Diesesfahren ist, wie in Abschnitt 7 beschrieben, eine
vielseitige Methode, um definiertNanopartikel datelien?*Bisher wurde der inverse Ansatz
hauptséachlich fur die Synthese von Polymerpartikettymeren Kapseln mit flussigem, hydrophilem
KernZ?*anorganischen Nanopartikéh?*®oder zur Hochtemperaturpolymerisafibreingesetzt.

In dieser Arbeit wurde DMF als hydrophile, dispeRlease verwendet, da es ein ausgezeichnetes
Losemittel fir die eingesetzten Peptide, das Palyuie synthetisierten Peptide-Polymer Konjugate
sowie fur alle nétigen Reagenzien war. AuRerdenrmkas nach der Uberfihrung der Partikel in
Wasser durch einfache Dialyse aus der Dispersitfiereh werden. Als kontinuierliche Phase wurde
Isooctan gewéhlt, da es nicht mit DMF mischbar uad durch moderates Erhitzen, nach der

Uberfiihrung in Wasser, entfernt werden kann.

Im Folgenden wurde eineReaktion zwischen dem KatjufPSeo-PAA)-C,H,;-NH-FFG-NH,
basierend auf F-166 und Poly(styroto-acrylsdure) (E7-166)durchgefiihrt. Es sollte gezeigt
werden, dass Uber den Einsatz des inversen Mingtomsiprozesses eine Nanopartikelbildung
moglich ist und eine Vernetzung in den Partikelfirdau

N,N -Dicyclohexylcarbodiimidkonnte als Kupplungsreagemicht verwendet werden, da die
guantitative Entfernung des ausfallenden Harnsto#ish der Partikelbildung kaum maoglich (siehe
10.3.2) ist. Als Alternative wurdenKupplungsreagenz aus der Festphasenpeptidsynthese

(siehe 2.9)angewendet.

10.3.3.1 Reaktion in Homophase

Zur Bestimmung der Reaktionsparameterwie Reagemepgen, Losemittelmengen, Reaktionszeit
usw. (siehe 11.4.6) wurde die Reaktion in Homopthassgefuhrt.Dazu wurde
(PS€0-PAA)-C,H,-NH-FFG-NHbasierend auf 7-166, Poly(styroko-acrylsaure) (E7-166), HBTU
und HOBtH,O in DMF/NMP gel6st undN,N-Diisopropylethylamin (DIEA) zugegeben. Nach 12 h
war das Reaktionsgemisch geliert und das Produ&tganischen Lésemitteln (THF oder DMF), in
denen die Edukte zuvor l6slich waren, unloslichs Darliegen eines mit Losemittel gequollenen Gels

deutete auf eine erfolgreiche Vernetzung hin.
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10.3.3.2 Reaktion in inverser Miniemulsion

Die evaluierten Reaktionsbedingungen wurdenim Alhssauf die inverse Miniemulsionstechnik
Ubertragen. Fir die innere Phase wurde wie zuv8rc(FPAA)-C,H,-NH-FFG-NHbasierend auf
PA7-166, Poly(styroko-acrylsaure) (E7-166), HBTU und HOBH,O in DMF gelést. Um als
Reaktionsstarter DIEA zugeben zu kénnen, wurddrd@ren Phase NMP zugesetzt, da die Base mit
diesem Losemittel besser mischbar war als mit DBd#tde Losemittel haben auf3erdem den Vorteil,
mit Wasser mischbar zu sein, und somit bei einétespn Uberfiihrung der Nanopartikel in Wasser
durch Dialyse entfernt werden zu kénnen.

Da sich bei der Peptidsynthese eine Reaktionstatgeron 75 °C als effektiv erwiesen hatte, sollte
dies auf die Amidbildung in Miniemulsion Ubertragerrden. Aus diesem Grund musste die dul3ere
Phase mehrere Kriterien erflllen: Zum einen sdallte Dispersionauf 75 °C erhitzt werden kdnnen,
zum anderen sollte eine spatere Entfernung durebaviepfen maoglich sein. Durch den Einsatz von
Isooctan, das einen Siedepunkt bei 99 °C aufweistnten beide Anforderungen erfillt werden. Als
Tensid diente das amphiphile Blockcopolymer P(B/EO).

Die gebildete Miniemulsion wurde mit DIEA als Reakisstarter versetzt und die Reaktion bei
75 °C durchgefihrt (siehe Abbildung 43), wobeieaktion in der inneren Phase stattfand.

HBTU, HOBt,

DIEA
O 'NH-CyH4-NH-FFG-NHy; ————> (0] GFF NH-C,H,-N

Abbildung 43: Reaktionsschema fir die Synthese dé€BFF-vernetzten Partikel.

AnschlieRend erfolgte eine Uberfiihrung der inverdamiemulsion in wassrige SDS-Losung und eine
Verdampfung von Isooctan.Die eingesetzten Loseim{tdF, NMP) und fast alle Reagenzien
(HOBt, DIEA) konnten durch Dialyse entfernt werdempdurch die Partikel aufgereinigt werden
konnten. Nur das Kupplungsreagenz HBTU war dureseth Prozess nicht zu entfernenund verblieb
aufgrund seiner Wasserunléslichkeit in den Partikels durch eine Analyse mittéld-NMR gezeigt

werden konnte.
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10.3.3.3Charakterisierung d¢«GFF-vernetzten Partikel

Der Durchmesser der seltierenden Nanopartikel wur vor und nach der Dialyse mittel Photo-
Kreuzkorrelations-fektroskopie (PCCSbestimmt Alle vier Ansatze bewegten sich dabei

gleichen GréRRenbereickine beispielhaftePartikelgroRenverteilung istbbildung44 gezeigt.

Vor Dialyse
Nach Dialyse

T T T N T T T T 1
200 400 600 800 1000
Partikeldurchmesser [nm)

[

Abbildung 44: Partikel durchmesser der GFF-vernetzten Pdikel vor und nach der Dialyse
(PCCS, Intensitatsverteilung).

InAbbildung 44st die Verteilung der Pdkeldurchmesservor und nach Dialyse gezeigt. C
Mittelwert (Xso) befindet sich nach der Dialyse bei 200 Es wird ersichtlich, dass sich wahrend
Dialyse der Partikeldurchmesser nicht andeDie Verteilung derPartikelgrolen, die aus der
Signabreite ersichtlich wird, anderte sicebenfalls nicht.Die Partikelmorphologiewurde mittels
Rasterelektronenmikskopie  (FEM)  untersucht. Ein  eemplarisches EM-Bild  der
ProbezeigtAbbildung 45.

Abbildung 45: REM-Aufnahme der GFF-vernetzten Partikel.

Auf den elektronemikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennenss runde Partikel mit eine
ahnlichen Grolde wie zuvor mittels PCCS bestimwvorlagen. Eine grafischBestimmungvon
100 PartikelgrofRen anhand der Aufnahnzeigte einen duktschnittlichn Partikeldurchmesser
vonl60 nm. Der etwageringere We kann dadurch erklart werden, dass mittels PCCS
hydrodynamische Radiugstimmt wurde, wahrend bei delEM-Bildern die Partikel getrocknet ul

somit ohne HydrathillgorlagenAufRerdem wurde durch die PCCS das Intensitatsnoittetldurch di
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REM das Zahlenmittbestimmt, welches niedriger iDas Zetapotential der Dispersenbetrug
zwischen - 5 und7-mV, der Feststoffgehalt zwischen 0.3 un% und der pHA/ertum 5.3.
Nachdemgezeigt werden konnte, dass die Synthese von partikeln mdglich war, wurde im

nachsten Schritt dereaamzymatische Spalturuntersucht.

10.3.£&£nzymatischer Abbau der Nanpartikel

Es muss geklart werden, ob die hier eingesetztaroptikel von Pepsiabgebaut werden kénn
und ob die Erkennungssequenz fir das Enzym in eBmahen Konjugat zuganglich iProteasen
spalten typischerweise Proteine, deren Gisich im Nanometerbereich befind@&ie enzymatisch
Reaktion findet dabei in Losurazw. in Homophase statt. Aus der Literatur ist bekannt, &agyme
an Heterophasen arbeiten kénAgR>>

Der enzymatische Aiau der Nanopartikel mit Pepwar nicht moglich, da das Enzym
pH 2 aktiv ist und die Dispsion bei diesem p-Wert nicht mehr stabil warufgrund der hohe
lonenkonzentration kanmes zu einer Stérung deelektrostatischenStabilisierung der Partik
kommenAls Alternative wurde Trypsin eingesetda diese Protease bei pH arbeite, einem Wert,
der naher an dem pWert der Dispersion g. Ein Teil der Dispersiorwurde mit Trypsin in
phosphatgepufferter Salzlésung (pH 7.4) (Piersetzt, ein anderer diente &Bndprobe bei dem
kein Enzym eingesetzt wurdBurch anschlielRende Analyse der Abbauukte mittels PCCS, GP
und HPLC sollte @& Spaltung nachgewiesen werden. Die Ergebnissé?@€&S vor und nach d
Behandlung mit Trypsinsind iAbbildung46aufgefuhrt.

Vor Enzymbehandiung
Nach Enzymbehandlung

0 200 400 600 800 1000
Partikeldurchmesser [nm]
Abbildung 46: Partikeldurchmesserder GFF-vernetzten Partikel vor und nach Behandlung mit Trypsir
(PCCS, Intensitatsverteilung).
DieErgebnisse der PCCSzeigteimen Anstieg de¢ PartikeldurchmesserXdp) von 20( auf 320 nm.
Dieses Phanomekann zum einen durch Quellen der Partikel erkdéntden, wenn durch die Spaltu
Vernetzungspunkte durchtrennt sden uid dadurch COOH-Gruppen auftratéam anderen kdnnt
diese Beobachtung auch durch eineAdsorption deyre@auf der Partikeloberflache und einer da
resultierenden Aggregation der Partikel zu erkldgein. Es wadamimittels PCC<Snichtméglich, die

Spaltung eindeutig zu beweiseMittels GPC und HPLC war diesbenfalls nicht moglic,da die
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Proben in den entsprechenden Losemitteln nichicloslaren. Dies spricht zwar fur die erfolgreiche
Vernetzung der Partikel, aber nicht fur die Bildudglicher Spaltungsprodukte.

Die HPLC ist nicht fur einen situ-Detektion der enzymatischen Spaltung geeignethAdie GPC
und die PCCS sind nicht in der Lage, die enzymla¢isSpaltung der Nanopartikel zu beweisen. Aus
diesem Grund war es notwendig, eine alternativeel®@nsmdglichkeit fir die enzymatische

Spaltung der Peptid-vernetzten Nanopartikelzu finde

10.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der 1. Gengoa

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch dibeSg der Nanopartikel der 1.Generation
mithilfe des GFF-System gezeigt werden konnte, dd&s Kupplung von Peptiden an das
synthetisiertePolymer mdoglich istund der N-Termindss so synthetisierten Peptid-Polymer-
Konjugatsdurch die selektive Entfernung der Fmoat®zgruppe freigesetzt werden kann.Auf diesem
mehrfach durchgefiihrten, reproduzierbarenWeg warSjinthese von Nanopartikeln mit Hilfe der
Miniemulsionstechnik mdglich. Die enzymatische 8pad in Heterophase konnte an diesem System
jedoch nicht nachgewiesen werden.

Um das System weiterzuentwickeln, missen mehren&t@werbessert werden. Zum einen muss die
enzymatische Spaltung eindeutig detektierbar setam anderen muss ein Ersatz fir
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid und HBTU gefunden werdewobei dieReaktionsnebenprodukte
einfach zu entfernen sein missen. Winschenswenrt wéddem ein quantitativer Nachweis der
Vernetzung innerhalb der Nanopartikel. AuRerdemsteugezeigt werden, dass das hier eingesetzte
Trypsin die fur Pepsin konzipierte PeptidsequenE @Benfalls spaltet. Diese Aspekte wurden in der

nachsten Generation enzymatisch spaltbarer Narioglarerwirklicht.
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10.4 Enzymatisch spaltbare Nanopartikel der 2. Gemation (Y NGFFK yant)

10.4.1 Peptidsynthese mit Anthranilsaure und ihreerivaten
10.4.1.1 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer TFRE

Wie bereits erwahnt, ist es bei der Analyse graR&teukturen, im Besonderen fir vernetzte
partikulare Polymere, mittels HPLC nur sehr schwiglich, eine Aussage Uber die Identitat der
Spaltungsprodukte zu treffen.Eine exzellente Mdigit, enzymatische Spaltungen zu detektieren, ist
der Einsatz des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-BrangFRET)>*°"?*3 Durch den Einsatz eines
FRET-Paares, bestehend aus Fluorophor (Donor) wnehéper (Akzeptor), ist es mdglich, eine
enzymatische Spaltung Uber dieZunahme der Fluanesae detektieren (siehe Abschnitt 3). Hierbei
werden beide Komponenten so in das Peptid eingefilass die Erkennungssequenz des Enzyms
zwischen Fluorophor und Quencher liegt (siehe Ahlnify 47).

Abbildung 47: Prinzip des FRET zur Detektion enzymaischer Spaltung.

Die Emission des Fluorophors bleibt unbeeinflussilange der Abstand zwischen Donor und
Akzeptor groRRer als der Forster-Radius (1 - 8'figt. Wird der Abstand zwischen beiden verringert,
kommt es zu einem strahlungslosen Energielibertay Donor zum Akzeptor. Dies wird als
»Quenching“ der Fluoreszenz bezeichnet. Im intal®eptid ist der gegenseitige Abstand geringer als
der Forster-Radius und somit der FRET sehr effeline Spaltung des Peptids fuhrt folglich zu
einem Anstieg der Fluoreszenz aufgrund des gréfEdemden Abstands zwischen Donor und
Akzeptor, wam situ detektiert werden kann. Fir die Detektion enzysasier Spaltungen wird diese
Methode haufig verwendét, da sie im Gegensatz zu anderen Methoden (z.B.iBe&ve) auch in
Zellen einsetzbar ist. Somit steht ein Detektioatmy fir potentielle, biomedizinische Anwendungen

zur Verflgung.

10.4.1.2 Anthranilsdure (Ant) und 3-NitteTyrosin (Yy) - AntGFFYyG-OH

Idealerweise sollte die Erkennungssequenz durch Hidihrung des FRET-Paares nur gering

verandert werden, da sonst die Erkennung durchEdagm nicht mehr erfolgen kann. Aus diesem
Grund sollte das kleinstmdgliche FRET-Paar eingéseterden. Dieses wurde nach einer
Literaturrecherche in Anthranilsdure (Ant) als Fyghor und 3-Nitra--Tyrosin (Yy) als Quencher
gefunden (siehe Abbildung 48}
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oN._COOH
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Abbildung 48: Struktur von Anthranilsaure (Ant) und 3-Nitro-L-Tyrosin (Y).

Um zu zeigen, dass eine Spaltung durch diese Verdnd immer noch mdglich war, wurde

AntGFFYyG-OH synthetisiert (siehe Abbildung 49).

HN }NH HN
»NH HN 4>*OH
o

gase

Abbildung 49: Struktur von AntGFFY \G-OH.

Die Struktur wurde mittels'H-, und “*C-NMR-SpektroskopiesowieMALDI TOF-MS verifiziert.
Charakteristisch iMiH-NMR-Spektrum(siehe Abbildung 50) sind unter aederdie Signale zweier
Protonen der Anthranilsdure bei 6.58 und 6.75 phuféerdem treten die Signale des Phenylalanins
(NH-CHPhe-CO), sowie des 3-NitteTyrosins (NH-GHR-CO)im Peptidriickgrat zwischen 4.45 und
4.62 ppm auf. Die Signale der Aromaten des Pheayila$ sind zwischen 7.10 und 7.27 ppm zu

finden.

Abbildung 50: *H-NMR-Spektrum von AntGFFY G-OH mit charakteristischen, farbig markierten Signalen.
Im *C-NMR-Spektrumerkennt manz.B. die Signale des Platmjins bei 53.57 und 53.31 ppm(NH-
CHPhe-CO) oder die aromatischen Signale der Anttg@mie bei 152.46, 136.64, 115.09, 113.49, und
109.65 ppm.
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10.4.1.3 Analyse der Reaktionsparameter der Syat@s AntGFFYG-OH
Eine detaillierte Erklarung der Einflisse der Realgparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1. Ein
Uberblick iber die Synthese von AntGREY-OHkann inTabelle 6 gefunden werden.

Tabelle 6: Peptidansatz, Ausbeute [%] und Peptidreiheit [%)] korreliert mit den Syntheseparametern Ansazgrole
[mmol], Maximaltemperatur ( Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C i< 80 °C) sowie die Anzahl der
Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 75C und 80 °C 1o, ) im Vergleich zur Gesamtzahl an

Reaktionsschritten f1ges) der Peptide AntGFFY\G-OH.

Ansatz | Ausbeutg Ansatzgrof3el Tyax. | N< 80 °C/nges.| |Reinheit | Nop: / Nges.
[%] [mmol] | [°C] [%]

1 H,N- 59 3 81 6/10 74 3/10

2 H,N- 88 0.1 80 9/10 95 6/10

3 HoN- 94 0.5 79 10/10 51 2/10

Aus Tabelle 6 wird ersichtlich, dass die niedrigesBeute von Ansatz 1 durch die gewahlte
AnsatzgroRe bedingt wird. Die Reinheit der Ansatm@ 3 steigt zunehmend, da hier immer seltener
80 °C Uberschritten wurde. Die Reinheit ist bei @&ms2 am hochsten, da sich hier die

Reaktionstemperatur am héaufigsten im optimalen iBlereewegte. Die Reinheit wurde durch HPLC

bestimmt und konnte durch Anpassung der Reaktionsteaturen auf 95% gesteigert werden.

10.4.1.4 Enzymatische Spaltung von AntGREYOH
Nach Behandlung mit Trypsinin PBS-Puffer, konnteeeSpaltung der Sequenz durch einen Anstieg

der relativen Fluoreszenz nachgewiesen werdene/tahildung 51).

Abbildung 51:Anstieg der relativen Fluoreszenz, beiler Spaltung von AntGFFYyG-OH durch Trypsin
(Messung durch Niklas Kotman).
Im Abbildung 51list der relative Fluoreszenzanstieg der Spaltung von AntGFRG-OH mit
Trypsin dargestellt. Man erkennt, dass der Anatied) somit die Spaltung nach 70 min ihr Maximum
erreicht haben. Danach kommt es zu einem AbsinkerFilioreszenz. Dieser Effekt kann durch ein
Ausbleichen des Fluorophors erklart werden. Traéses Phanomens ist ein deutlicher Anstieg um
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mehr als das Vierfache der Anfangsfluoreszenz zwewehnen. Auf3erdem konnte dadurch
nachgewiesen werden, dass der Ersatz von Pepsih duypsin problemlos erfolgen kann. Dieses
Experiment zeigte aul3erdem die Eignung des Ant/Bygiems fir denin situ-Nachweis der

enzymatischen Spaltung.

10.4.1.5 Anthranilsdure (Ant) und 3-NitteTyrosin (Yy) - AntRQLRVVGGY\G-OH

Da sich das FRET-Paar bewéhrt hatte, wurde die @m Hiteratur als Hepsin-spaltbar
beschrieberé’SequenzAntRQLRVVGGYG-OH synthetisiert(siehe Abbildung 52). Damit ssllt
gezeigt werden, dass die Zielstruktur in Hepsindexierenden Zellen gespalten werden kann unddass
die Einfihrung des FRET-Paares die enzymatischib@pieeit nicht unterbindet.

HO
NH,
%NH o O,N
0 0 o)
J\—NH HN j:/( J\—NH HN X
NH HN NH HN — NH OH
0 O
NH
HN=(
NH,

Abbildung 52: Struktur von AntRQLRVVGGY \G-OH.

Die Struktur wurde mittelSH-NMR-Spektroskopieund MALDI TOF-MS analysiert. Itai-NMR-
Spektrum erkennt man charakteristische Grupperekiaz Aminosauren der Sequenz. Die Signale
von Leucin (L: Gds) und Valin (V: Hy) treten zwischen 0.73 und 0.91 ppm auf. Die Skyrads
Lysin-Linkers (K: @H,) befinden sich zwischen 1.36 und 1.79 ppm. DigdPen des Rickgrats von
Leucin, Valin, Arginin und Glutamin (-CR-) finden sich zwischen 4.14 und 4.57 ppm, das von
3-Nitro-L-Tyrosin (-CRH-) bei 4.53 ppm. Auf3erdemist dasSignal eines arsoken Protons der
Anthranilsdure zwischen 6.50 und 6.59ppm charadtisch.

10.4.1.6 Analyse der Reaktionsparameter der Syath@s AntRQLRVVGGY,G-OH
Eine detaillierte Erklarung der Einflisse der Reaidparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1.Ein
Uberblick tiber alle Ansétze fiir die Synthese degi@ekann in Tabelle 7 gefunden werden.

Tabelle 7: Peptidansatz, Ausbeute [%] und Peptidreiheit [%)] korreliert mit den Syntheseparametern Ansazgroile
[mmol], Maximaltemperatur ( Tyax ), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C i< 80 °C) sowie die Anzahl der

Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 78C und 80 °C fioy) im Vergleich zur Gesamtzahl an
Reaktionsschritten (ges) der Peptide AntRQLRVVGGY G-OH.

Ansatz | Ausbeute Ansatzgrof3el Tyax. | N< 80 °C/nges.| |Reinheit| Nopt / Nges.
[%] [mmol] | [°C] [%]

1 HyN- 80 0.1 81 13/19 90 15/19

2 HN- 90 0.1 80 19/19 85 13/19

79



10. Ergebnisse und Diskussion

Aus Tabelle 7 wird ersichtlich, dass die niedrigasBeute von Ansatz 1 durch die geringere Anzahl
von Syntheseschritten unter 80°C bedingt wird. Rénheit von Ansatz 1 ist hoher, da sich hier die
Reaktionstemperatur haufiger im optimalen Bereigwdygte. Die Reinheit wurde durch HPLC

bestimmt und konnte durch Anpassung der Reaktiongsteaturen auf 90% gesteigert werden.

10.4.1.7 Enzymatische Spaltung von AntRQLRVVG®&YOH

Um die Eignung der Sequenz als Zielsubstrat zu ué@n, wurde die Sequenz in Hepsin-

exprimierender Zellkultur (LNCaP) gespalten (siéimbildung 53).

Abbildung 53: Anstieg der relativen Fluoreszenz, beder Spaltung von AntRQLRVVGGY \G-OH
durch Hepsin in Zellkultur (Messung durch Niklas Kotman).
Aus Abbildung 53ist ersichtlich, dass nach 15 mendilative Fluoreszenz um den Faktor 2 anstieg.
Damit lasst sich fir eine spatere Anwendung deu&ezjin der Krebsfriiherkennung,eine Eignung als

Zielsubstrat hinsichtlich eines untersuchungsnaefundserkennen.

Es konnte gezeigt werden, dass Anthranilsdure REETFDonor geeignet ist, der aber bisher nur am
N-terminalen Ende eines Peptids verwendet wurde. dms Anwendungspotential und die

Synthesefreiheit zu erweitern, sollte der Donojeater beliebigen Position im Peptid einsetzbar.sein
Die funktionellen Gruppen der Anthranilsdure stehedoch in ortho-Position zueinander. Eine

Anbindung weiterer Aminoséuren konnte daher problésoh werden, da es bei der Kupplung zu
sterischer AbstoRung kommen kdnnte. Da aus diesemd@er universelle Einsatz des Fluorophors
bezweifelt wurde,musste nach einer Alternative gaswerden.

Um diese universelle Eignung neuer Fluorophore zZberprifen, wurden sie an der

C-terminalen Seite der Erkennungssequenz eingehedurch gewéhrleistet wurde, dassan dieser
Stelle im Gegensatz zum N-terminalen Ende der &epbn beiden Seiten eine Bindung stattfand.
Das bedeutet, dass das Fluorophor somit theoreiisgader Position im Peptid platziert werden

kann.Die Eignung als universell einsetzbares Flpiosookonnte damit direkt aus der Analyse des

Peptids erkannt werden.
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10.4.1.8 Para-Aminobenzoesaure (p-Abz) und 3-Nitfgaosin (Yy)
Para-Aminobenzoesaure (p-Abz) bot sich als Altéveatfir Anthranilsdure an, da hier die

funktionellen Gruppen in para-Position stehen unitseine sterische Hinderung bei der Anbindung

weiterer Aminosaure unwahrscheinlich ist.

10.4.1.9 Analyse der Reaktionsparameter der Pgptitissenmit para-Aminobenzoeséaure
Eine detalllierte Erklarung der Einflisse der Realdparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1.Ein

Uberblick uber alle Ansétze fiir die Synthese veestdner Peptide mit para-Aminobenzoesaure kann

in Tabelle 8 gefunden werden.

Tabelle 8: Peptid, Ausbeute [%] und Peptidreinheit $6] korreliert mit den Syntheseparametern Ansatzgréf® [mmol],
Maximaltemperatur ( Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C i< 80 °C) sowie die Anzahl der
Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 75C und 80 °C o) im Vergleich zur Gesamtzahl an

Reaktionsschritten (ges) von verschiedenen Peptiden mit para-Aminobenzoesee.

Peptide Ausbeute| Ansatzgrof3el Tuax. | N< 80 °Clnges.| |Reinheit Nop: / Nges.
[%] [mmol] | [°C] [%]

Y GFF(p-Abz)G-OH 41 0.1 8] 7/11 64 6/11
Fmoc-YyGFF(p-Abz)G-OH 67 0.1 81 8/10 50 3/10
Fmoc-(p-Abz)GFFYG-OH 74 0.1 81 6/10 65 1/10
Fmoc-(p-Abz)GFFY,G-OH 76 1 81 9/10 65 5/10

(p-Abz)RQLRVVGGYG-OH| 95 0.1 81 12/21 46 13/21

(p-Abz)GFFY,G-OH 98 0.1 81 8/11 48 6/11

Da in Tabelle 8 nicht die gleichen Peptidsequenaafgefihrt sind, kann hier kein Vergleich
zwischen den Ausbeuten oder den Reinheiten erfolgiéer war wohl der Hauptaspekt fur die
schlechte Reinheit der Peptide die schlechte Liighit des Anthranilsaurederivats (p-Abz) in DMF.

Da die gewlnschten Produkte in sehr schlechterhRiirrhalten wurden, wurde entschieden, das
zuvor eingesetzte Fluorophor (Ant) beizubehaltéer ¥om Rickgrat des Peptids zu entkoppeln und
Ubereinen-Aminosaurelinker an das Peptid zu kuppeln. Die #agruppe in -Position vonL-Lysin

(Lys, K) konntedurch die Anwendung der Peptidkupgkchemiean das Fluorophor gebunden
werden. So kénnte das Fluorophor in das Peptidebeugt werden, ohne groReren Einfluss auf die

Spaltungssequenz sowie auf die Peptidsynthesehrmare
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10.4.1.10N- -FmocN-eAnthraniloyld.-lysin (Kan)und 3-Nitrot-Tyrosin (Yy) - YNGFFKaG-OH

Im Folgenden wurde gezeigt, dass die bereits edtges Anthranilsdure fir die Anbindung an
Lysingeeignet war. Es wurde das PeptigGFFK,G-OH synthetisiert (siehe Abbildung 54) und
dabei die Anbindung des Fluorophors auf der Fesgphaalisiert.

HN - HN } HN
»NH HN ‘>70H

S

Abbildung 54: Struktur von Y yGFFK 5, G-OH.

Die Synthese erfolgte unter Verwendung von Methtyltr(Mtt)-geschitztem Lysin. Es wurde
N-a-FmocN- -Methyltrityl-L-lysin (Fmoc-Lys(Mtt)-OH) an das Glycin-beladenerdgebunden und
die Mtt-Schutzgruppe durch Behandlung mit 1%igeATBsung in Dichlormethali selektiv entfernt

(siehe Abbildung 55).

HaN Fmoc-Lys(Mtt)-OH Fmoc—NH HN 1% TFA Fmoc—NH HN Boc-Ant Fmoc—NH HN
oo X oo T X o0 T XX )00
¢} N [O)N6] X (O] X [O)ye}
HN HoN HN

Ph o
Ph Ph
NH-Boc

Abbildung 55: Syntheseroute unter Verwendung der Mt-Schutzgruppe.

Im Anschluss konnte Boc-Anthranilsaure (Boc-Ant) dia freigesetzte-Aminogruppe des Lysins
gekuppelt und dann der Rest des Peptids aufgebengtew. Nach Abspaltung und Aufarbeitung des
Peptids resultierte FmMocyGFFK,G-OH. Die Struktur wurde mittels'H-, und “*C-NMR-
SpektroskopiesowieMALDI TOF-MS verifiziert. IftH-NMR-Spektrumtraten neben den Signalen der
GFF Sequenz, unter anderem wieder die zwei chaistigehen Protonen der Anthranilsdure bei 6.48
und 6.67 ppm sowie die sechs Protonen des Lysikekinzwischen 1.27 und 1.77 ppmauf. Das
Signal der OH-Gruppe des Tyrosins tritt bei 12.f6@uf. Diese charakteristischen Signale sind auch

im **C-Spektrumzu erkennen. Die Reinheit wurde durch@lRls 97% bestimmit.
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10.4.1.11 Enzymatische Spaltung vosNHY \GFFKa.G-OH
Um das Konzept der Anbindung des Fluorophors UimemelLinker als sinnvoll nachzuweisen, wurde

das Peptid einem Spaltungsexperiment mit TrypsPB&-Pufferunterzogen(siehe Abbildung 56).

Abbildung 56: Anstieg der relativen Fluoreszenz, beder Spaltung von HN-Y (GFFK 5,:G-OH durch Trypsin
(Messung durch Niklas Kotman).
Man erkennt, dass die relative Fluoreszenzintensiégdh 40 min ihr Maximum erreicht hat. Im
Vergleich zur Anthranilsaure, die nicht tber dersinyLinker gebunden wurde (siehe Abbildung 51),
fallt auf, dass die Spaltung wesentlich schnelldéaw@ft. Aus dem Ergebnis lasst sich schlieRen, dass
durch die Entkopplung des Fluorophors vom Peptkiyiat eine bessere Zuganglichkeit der
Erkennungssequenz gegeben war. Daher wurde den-Lydter auch in den weiteren Synthesen

eingesetzt.

Obwohl die Spaltung von MN-YGFFK,:G-OH erfolgreich und die dadurch erreichte Fluoeagz
zunahme akzeptabel war, bestand im Hinblick aufwdeiteren Einsatz des Peptids fiir den Aufbau
von Partikeln ein Problem in der Chemoselektivitddba in der Sequenz, selbst bei
Fmoc-Schitzung des Peptid N-Terminus, die freie magiuppe der Anthranilsaure vorhanden war,
ware die anschlielende Kupplung an das Polymert rselektiv. Die Konsequenz waére eine
unkontrollierte  Oligomerbildung. Aus diesem Grund ussite die Aminogruppe der

Anthranilsaure,unter Erhalt der Fluoreszenz, nmieeSchutzgruppe versehen werden.
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10.4.1.A2N- -FmocN-eMethylanthraniloylt -lysin (Kyang
Eine Mdglichkeit bestand in der einfachen Methyliey der Aminogruppe, wobei das Produkt
N-Methylanthranilsdure (Mant) resultierte (siehe Adiling 57).

©:COOH
N~

H

Abbildung 57: Struktur von N-Methylanthranilsaure (Mant).

N- -FmocN-eMethylanthraniloylt-lysin (Kyan) Wurde Uber eine selektive Reaktion deAmins
von N-a-Fmoct-Lysin mit dem entsprechenden Anhydrid dargesteldazu wurde die
Carboxylgruppe deiN-Methylanthranilsdure durch Uberfiihrung krMethylisatoséureanhydritf
aktiviert (siehe Abbildung 58). Die Reaktion konntgt einer Ausbeute von 81% durchgefuhrt

Ao d La @fl

NH

werden.

Abbildung 58: Synthese vorN-Methylisatosaureanhydrid.

Im 'H-NMR-Spektrum kann der Erfolg der Reaktion dettlianhand der Abwesenheit des
Saureprotons der Anthranilsdure bei 10.07 ppm r@dldogen werden. Aul3erdem erkennt man im
¥C-NMR-Spektrum einen Peak bei 158.91 ppm, der demlé¢astoff zwischen dem Stickstoff- und
dem Sauerstoffatom des Anhydrids (-N-i@&-O-CO-) zugeordnet werden kann. Die Masse des
Produkts konnte mittels MALDI TOF-MS verifiziert waen. Die anschlieBende Umsetzung mit
N-a-Fmoc+t-Lysin war zwar erfolgreich, das Produkt konnteoeh trotz mehrerer Versuche nicht
von den Nebenprodukten getrennt werden. Bei ddesséloromatographischen Aufreinigunglagen die
Retentionszeiten von Edukt und Produkt so nahenmngm, dass eine Trennungunmoglich war. Dies
konnte auch durch verschiedenste Losemittelgemisicin verbessert werden.

Aus diesem Grund wurde ein alternativer Weg, uliertberfiinrung deN-Methylanthranilsaure in
einen Aktivester und anschlieBender UmsetzungNvat-Fmoc+.-Lysin,gewahlt. Die Synthese des
bendtigen Bausteins (K.) konnte schlie3lich unter Einsatz von COMU erfeigh durchgefiihrt
werden (siehe Abbildung 59).
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o Q Q
@\)NLHOH + O\([DI/HVCOOH comy_ OIHVCOOH
i s

NH, O+ _NH
H
N

~

Abbildung 59: Synthese vorN- -Fmoc-N-@Methylanthraniloyl- L-lysin.

Durch die Verwendung von COMU konnte das Produkir seinfach durch wéssrige Extraktion
gereinigt und in guter Ausbeute von 72% erhaltendese. In deftH-NMR-Spektren von Edukt und
Produkt kann die erfolgreiche Anbindung Uber dieAbenheit des Saurepeaks der
N-Methylanthranilsdurebeil0.07 ppm sowie der Tieffekschiebung der Signale der Protonen, die
der -Aminogruppe benachbart sind, von 2.75 auf 3.20 ppachgewiesen werden. Die
entsprechenden Veranderungen konnten auch @&pektrennachvollzogen werden.

Die aquimolare Zugabe des Kupplungsreagenzes,alestiindige Reaktionsvorlauf vor Zugabe von
N- -Fmoc+i-Lysin sowie eine groRe Verdinnung des Reaktiordaes verhinderten eine
Aktivierung der Sauregruppe des Lysins. Dadurchdearnur vernachlassigbar kleine Mengen an
Lysin-Di- und Trimeren gebildet, was durch MALDI FMS und NMR-Spektroskopiebestatigt

werden konnte.

10.4.1.13 Kyanund 3-Nitrot-Tyrosin (Yy) - Fmoc-YWGFFKyanG-OH
Mit diesem Bausteinlgnwar die Synthese von FmMoG®FFKy.G-OH mittels SPPS mdglich,

wobei durch die HPLC ersichtlich wurde, dass eiadektgemisch resultierte. Ein moglicher Grund
lag in den zu geringen Temperaturen bei der Peypiidese. Analytische Mengen wurden mittels
HPLC aufgetrennt und durt-, und**C-NMR-Spektroskopiesowie MALDI TOF-MS analysiem |
'"H-NMR-Spektrum traten die charakteristischen Signatler Lysin-gebundendiRMethyl-
anthranilsaure bei 2.73 (-NHHZ) und zwischen 1.30 und 1.79 ppm(LysH&ECH,-CH,-CH,-NHR)
auf. Auch im*C-NMR-Spektrum sind die Signale bei 29.32(-IgHk), 22.72, 28.88, 31.98 und
37.57 ppm (Lys:EGH,>-CH,-CH,-CH,-NHR) erkennbar. Es wurde eine neue Synthese rgi@assten
Parametern durchgefihrt,wobei simultan ein weiteyathetischer Aspekt eingebracht wurde.

10.4.1.14 K;anund 3-Nitrot -Tyrosin (Yy) - H,"N-GY\GFFKyanG-OH

Im weiteren Verlauf der Synthesesoll das Peptigael-Konjugat nach erfolgter Entschitzung der

Aminogruppean das carboxylfunktionalisierte Polynggbunden werden, um somit Partikel aus
vernetztem Polymer zu erhalten. Aus diesem Grunck we& winschenswert, eine Detektions- und
Quantifizierungsmdglichkeit fir die Vernetzung zashizen. Da ein unldsliches Produkt resultiert,
(siehe 10.3.3) ist die Anwendung der L&sung-NMRKgpskopie nicht moglich, weshalb die
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Festkorper-NMR-Spektroskopie eingesetzt werden mu3g Madaglichkeit, isotopenmarkierte

Aminosauren kommerziell zu erwerben, bot die Gragdl fir ein geeignetes Detektionslabel.
Fmoc-{°N)-Glycin (siehe Abbildung 60) bot sich als in d8PPS einsetzbare Aminoséure an. Sie
kann an den N-Terminus eines Peptids gebundenumi dia Reaktion der Aminogruppe mit einer

S&ure zum Amid,mittelSN-Festkdrper-NMR-Spektroskopie,nachvollzogen werden
o

0)115NH OH
O 0

Abbildung 60: Struktur von Fmoc-(**N)-Glycin.

Unter Einsatz von 20% Fmo&¥)-Glycin und der FRET-markierten GFF-SequenzwisdalieRlich
H,*N-GYNGFFKyanG-OH in geschitzter und ungeschutzter Form syrsieeti(siehe Abbildung 61).

J\—NH HN } HN
H,"5N ‘>7NH HN ‘>7OH

S

Abbildung 61: Struktur von H ,2'*N-GY \GFFK y,n:G-OH.

Die Strukturen wurden mittef$i-, und**C-NMR-SpektroskopiesowieMALDI TOF-MS verifiziert.

10.4.1.15 Analyse der Reaktionsparameter der Sgathen H"°N-GY\GFFKy,,G-OH
Eine detaillierte Erklarung der Einflisse der Ramalgparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1.Ein
Uberblick tiber alle Ansatze fur die Synthese desi@gkann in Tabelle 9 gefunden werden.

Tabelle 9: Peptidansatz, Ausbeute [%)] und Peptidreiheit [%)] korreliert mit den Syntheseparametern Ansazgrof3e
[mmol], Maximaltemperatur ( Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C i < 80 °C) sowie die Anzahl der
Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 73C und 80 °C o) im Vergleich zur Gesamtzahl an

Reaktionsschritten (1ges) der Peptide AntRQLRVVGGY G-OH und Fmoc-AntRQLRVVGGY (G-OH.

Ansatz | Ausbeutg Ansatzgrof3el Tyax. | N< 80 °C/nges.| |Reinheit | Nopt / Nges.
[%] [mmol] | [°C] [%]
1 Fmoc- 38 0.1 84 11/12 50 4/12
2 Fmoc- 60 0.1 82 11/12 20 0/12
3 HoN- 65 0.5 80 13/13 55 4/13
4 Fmoc- 65 0.1 79 12/12 60 5/12
5 HoN- 67 0.1 79 13/13 65 10/13
6 Fmoc- 72 0.5 80 12/12 55 3/12
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Aus Tabelle 9 wird ersichtlich, dass die niedrigesBeute von Ansatz 1 durch die Maximaltemperatur
von 84°C bedingt wurde. Die Reinheit der Anséatzes26 ist sehr dhnlich, da 80°C nicht Uberschritten
wurde. Die Reinheit ist bei den Ansatzen am hochdbei denen sich die Reaktionstemperatur am
haufigsten im optimalen Bereich bewegte. Trotz Asosg der Reaktionstemperaturen (Ansatz 5)trat
hier ebenfalls ein Produktgemisch auf. Somit big#iisich die Vermutung nicht, dass die Bildung
des Gemischs auf zu geringe Temperaturen wahrend R#mktion zuriickzufihren ist.Die
Methylgruppe war nicht dafir geeignet, die Aminggpe effektiv zu schitzen. Eine aktivierte
Sauregruppe istoffensichtlich in der Lage, die Mktieschitzte Aminogruppe anzugreifen und in ein
tertidres Amin umzuwandeln.

Da fir die Synthese des Peptids mehrere Schrittaktivierten Aminosauren notwendig sind, ist ein
breites Spektrum an moéglichen Nebenreaktionen denkimbei ist zwar in allen Nebenprodukten die
notige Struktur vorhanden, das Peptid wird abedemAminogruppe des Fluorophors unkontrolliert
verlangert.Wahrscheinlich konnte ein Teil der emdenen Nebenprodukte bei der Aufreinigung der
Peptide entfernt werden,das Peptid wurde abemgatmicht rein erhalten (Reinheit ~ 65%).

Es wurde trotzdem entschieden, das Produktgemisatewzu verwenden, um die Eignung der
®N-Markierung zu zeigen.Das Fluorophor muss zwar diite definierte Synthese ausgetauscht
werden, die Zielstruktur war aber dennoch als Haugglukt enthalten. AuRerdem bestanden die
Nebenprodukte wahrscheinlich ,nur* aus der Zielgng, die am Fluorophor unkontrolliert verléangert

wurde.

10.4.1.16 Enzymatische Spaltung vost®N-GYGFFKyaG-OH

Trotz der synthetischen Probleme mi-Methylanthranilsdure konnte eine Detektion der

enzymatischen Spaltung durch Trypsin in PBS-Puéidolgen (siehe Abbildung 62), weshalb das
Produktgemisch auch fiir weitere Experimente, zurerPtiifung dePN-Markierung, eingesetzt

werden konnte.

Abbildung 62:Anstieg der relativen Fluoreszenz betler Spaltung von H**N-GY yGFFK yantG-OH durch Trypsin

(Messung durch Niklas Kotman).
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Man erkennt, dass nach 10 min eine Erh6hung derrédzenzintensitdt um mehr als das Vierfache
auftritt. Mit diesem System war folglich,trotz dewufgeflihrten Probleme, eine Detektion der
enzymatischen Spaltung mdglich. AuRerdem konnte eigez werden, dass trotz der
Methylschutzgruppe,die FluoreszenzeigenschafterAd#rranilsdure weiterhin flr die Detektion der

enzymatische Spaltung eingesetzt werden konnten.

10.4.1.17 Kyanund 3-Nitrot -Tyrosin (Yy) - H""N-GKyanRQLRVVGGYyG-OH

Es wurden erneut Experimente mit dem Hepsin-spatb®eptid durchgefihrt, um zu zeigen, dass

auch diese Sequenz,trotz des Einsatzes vgn, vom Zielenzym gespalten werden kann.Um die
Anzahl der mdglichen Nebenreaktionen desMethylanthranilsaure zu minimieren, wurde die
Position des Donors mit der des Akzeptors getaluBahWant nun an zweitletzter Stelle im Peptid
eingesetzt wird, kdnnen nur noch Nebenreaktionen gimier weiteren Aminosaure erfolgen, die
anschlieend gekuppelt wird. Aus diesem Grundedolgdie Synthese der Sequenz
H,""N-GKyanRQLRVVGGY\G-OH mit der entsprechend umgekehrten AnordnungRiRIST-Paars
(siehe Abbildung 63).

HO
NH,
>ﬁNH 0

0
J\— HN NH HN }NH HN Pt
H,"°N NH HN NH HN NH OH

NH

HN=(
NH,

Abbildung 63: Struktur von H ,**N-GK yant ROLRVVGGY (G-OH.

Die Struktur wurde mittel$H-, und®C-NMR-SpektroskopiesowieMALDI TOF-MS verifiziertml
'"H-NMR-Spektrum erkennt man erneut die charaktedsgn Gruppen einzelner Aminosduren der
Erkennungssequenz (siehe 10.4.1). Die Signale \eucib (L: -GHs) und Valin (V: -QHy) treten
zwischen 0.73 und 0.90 ppm auf, die des Lysin-Liak&: -CH,-)befinden sich zwischen 1.23 und
1.75 ppm. Die Protonen des Ruckgrats von Leucin,linVaArginin und Glutamin
(-CRH-) befinden sich zwischen 4.11 und 4.37 ppm, das3slitroL-Tyrosin (-CRH-) bei 4.53 ppm.
AuBerdem fallen noch zwei Protonen der Anthranilséwischen 6.52 und 6.64 ppmsowie deren
Methylgruppe (-NH-Els) bei 2.75 ppm auf. IM*C-NMR-Spektrumtreten ebenfalls alle Signale des
Peptids auf.
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10.4.1.18 Analyse der Reaktionsparameter der Sgathen H*N-GK ., RQLRVVGGY,\G-OH
Eine detaillierte Erklarung der Einflisse der Reaidparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1.Ein
Uberblick tiber alle Ansétze fiir die Synthese desti@e kann in Tabelle 10 gefunden werden.

Tabelle 10: Peptidansatz, Ausbeute [%)] und Peptidraiheit [%] korreliert mit den Syntheseparametern AnsatzgréRe
[mmol], Maximaltemperatur ( Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C 1 < 80 °C) sowie die Anzahl der
Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 75C und 80 °C o) im Vergleich zur Gesamtzahl an
Reaktionsschritten figes) der Peptide H'*N-GK 2t RQLRVVGGY G-OH
und Fmoc-(°N)GK y,n RQLRVVGGY G-OH.

Ansatz | Ausbeute Ansatzgrof3el Tyax. | N< 80 °C/nges.| |Reinheit| Nopt / Nges.
[%] [mmol] | [°C] [%]

1 Fmoc- 55 0.1 81 18/22 44 3/22

2 HoN- 68 0.1 81 20/23 70 17/23

3 Fmoc- 77 0.5 81 21/22 56 12/22

Aus Tabelle 10 wird ersichtlich, dass die Reinkeit Ansatz 1 zu 3 zunimmt, da hier immer seltener
80 °C Uberschritten wurde. Die Reinheit ist bei d®mptid am hodchsten, bei dem sich die
Reaktionstemperatur am haufigsten im optimalen iBereewegte. Die Reinheit wurde durch HPLC
bestimmt und konnte durch Anpassung der Reaktionseaturen auf 70% gesteigert werden.Die
Vermutung wurde bestatigte, dass die Bildung vobéawprodukten auf didl-Methylanthranilsaure
zurlckzufuhren ist, da hier aufgrund der Positiamg des Fluorophors am N-Terminus des Peptids

ein geringerer Teil an Nebenprodukten gebildet wurd

10.4.1.19N- -FmocN-eAnthraniloyldi-lysin (Kac.ant)

Da der Schutz der Aminogruppe der Anthranilsdurellivethylierung nicht erfolgreich war, wurde
nach alternativen Schutzgruppen gesucht. Eine téalliige Methylierung des Amins war nicht
moglich, da das ProduktN,N-Dimethylanthranilsdure laut Literatur keine Fleszenz
aufweist’®Daher wurde die Acetylgruppe als mégliche altesa®chutzgruppe gewahlt, die in der
Peptidchemie haufig zum sogenannten ,Capping* sieige wird>® Als ,Capping* wird der Schutz
eventuell auftretender Abbruchsequenzen in der idPgpithese, beim Einsatz ineffektiver
Kupplungsreagenzien, durch Acetylierung verstandeaher ist die Acetylgruppe sicherlich eine
effektive Methode, um Aminogruppen zu schitzBbRAcetylanthranilsdure ist nur unter strengen
Auflagen kauflich zu erwerben, da es sich um einstoff der Kategorie | nach dem
Grundstoffiiberwachungsgesetz handelt. Aus dieseomdswurde auf die direkte Synthese von
N- -FmocN-eAcetylanthraniloyle-lysin verzichtet und eine alternative Synthesexoantwickelt
(siehe Abbildung 64).
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Abbildung 64: Syntheseroute fiir die Darstellung vorN- -Fmoc-N-eAcetylanthraniloyl- L-lysin.

N- -FmocN-e(Boc-Anthraniloyl)+-lysin wurde erfolgreich tber den gleichen syndaten Ansatz
dargestellt wie N- -FmocN-eMethylanthraniloylt-lysin (siehe 10.4.1). Zur Kupplung von
N-a-Fmoc+t-Lysin undN-Boc-Anthranilsdure dienten COMU und DIEA (siehebdung 64b).

Ein negativer Ninhydrintest deutete eine quantitatkupplung an. Das Produkt konnte mit einer
Ausbeute von 98% dargestellt und mittels MALDI TO®FS, 'H- und *C-NMR-Spektroskopie
analysiert werden. Die erfolgreiche Anbindung desc@eschitzten Anthranilsdure kann in den
'H-NMR-Spektren des Edukts und des Produkts Uber Afievesenheit des Séaurepeaks der
Anthranilsaure bei 10.07 ppm sowie der Tieffeldebisbung der zur gebildeten Amidbindung
benachbarten CHGruppe von 2.75 auf 3.25 ppm nachvollzogen werdsmerdem treten im
'H-NMR-Spektrum wieder die charakteristischen Sigralf. Diese sind unter anderem die Signale
der Protonen der Boc-Schutzgruppe bei 1.46 ppmCHE), die geschitzte Aminogruppe der
Anthranilsaure bei 10.72 ppm (HNBoc) und die Signhale der Protonen der SeitengrugselLysins
zwischen 1.29 und 1.80 ppm H&CH,-CH,-CH,-NH-). Dies bestdtigte auch dd$C-NMR-
Spektrum, worin die aquivalenten Signale ebentalféreten.

Im nachsten Schritt wurde die Boc-Schutzgruppe rsa@mtfernt, und das Produkt
N- -FmocN-eAnthraniloyl-lysin-Hydrochlorid konnte in einer Ausbeute vor#®&rhalten werden
(siehe Abbildung 64c).

Neben der Analyse des Produkts mittels MALDI TOF-M8nnte im 'H-NMR-Spektrum die
Abwesenheit der Protonensignale der Boc-Gruppéd. déi ppm (-C(El3);)nachgewiesen werden. Die
entsprechenden Signale ilfC-NMR-Spektrum bei 28.47 ppmQfCHs)s), 80.04 (-CCHs);) und
168.54 ppm E0OOC(CH)3) sind ebenfalls nicht mehr vorhanden.

Das so freigesetzte Amin wurde durch Essigsaurehithyacetyliert (siehe Abbildung 64d).
N- -FmocN-eAcetylanthraniloyle-lysin  konnte somit in einer Dreistufensynthese nmginer
Gesamtausbeute von 60% synthetisiert und das Malglawicht mittels MALDI TOF-MS bestatigt
werden. Im dertH-NMR-Spektren von Edukt und Produkt ist eine Vligbung des Amin-Signals
von 6.69 ppm auf 11.23 ppm sowie das Auftreten dexi Acetylprotonen (-CO-Bs) bei
2.07 ppm zu erkennen. IfC-NMR-Spektrum treten ebenfalls die Signale der tplgeuppe bei
24.85 (-C@H,3) und 168.18 ppm COCH) auf, auRerdem ist das Kohlenstoffsignal, das denid
benachbart ist, von 134.8 nach 138.9 ppm ins Tikfferschoben.
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Bei der anschlieRenden Untersuchung der Fluoresigaischaften des Produkts war jedoch nur eine
sehr geringe Fluoreszenzintensitdt nachzuweisemitSkonnte die effektiv geschitzte Lysin-
gebundene Anthranilsdure nicht als FRET-Donor eiagg werden. Offensichtlich besteht ein
Zusammenhang zwischen Eignung als Fluorophor uma elifektiven Schutz des Amins. Fir den
effektiven Schutz des Amins ist eine Erniedrigureg dlukleophilie des freien Elektronenpaars am
Stickstoff Uber eine elektronenziehende Gruppe eotlig (-NH-Ac bzw. -NH-Boc). Dieses
Elektronenpaar scheint jedoch einen entscheideBdirag zur Fluoreszenz des Systems zu leisten.
Es wurde folglich entschieden, die Synthese di€sgreration mit I, als Fluorophor abzuschliel3en,

um die Eignung déiN-Markierung zu zeigen.

10.4.2 Synthese der Peptid-Polymer-Konjugate
10.4.2.1 Kupplung von Peptid und Polymer

Fur die Anbindung des Peptids an das Polymer koaime deutlich schnellere Synthese durch den
Einsatz vom COMU erreicht werden (siehe 2.11). Derteil dieses Kupplungsreagenzes liegt
nebender schnellen Umsetzung der Komponenteninbervan drei bis vier Stundenin
derMdglichkeit, dessen Nebenprodukte durch wassEgiaktion zu entfernen. Im Rahmen der
Anpassung der Syntheseparameter wurde DIEA durcPk €ketzt. Dadurch ist, je nach Edukt, eine
visuelle Endpunktbestimmung der Reaktion durch degliche Farb&nderung mdéglich.

Die Anbindung von FmoctN)GY\GFFKyG-OH an Poly[styroko-N-(2-aminoethyl)acrylamid]-
Hydrochlorid (R7-104) konnte durch den Einsatz von COMU und TMPBlgreich mit einer
Ausbeute von 83% durchgefuhrt werden (siehe Abhidss).

COMU
y ‘ y

N ~NH2 HCL + HOOC-GKyyaFFGYN(PN)G-Fmoc — P O N~ NH-GKyantFFG Y (*N)G-Fmoc
H H

Abbildung 65: Reaktionsschema fiir die Synthese voPS-co-PAA)-C,H 4-NH-GK yant FFGY n(**N)G-Fmoc.

Die Durchfihrung des Ninhydrintests zeigte ein ti#ga Ergebnis, wasauf die Abwesenheit von
freien Aminogruppen hindeutete und somit ein Hirsvauf eine vollstandige Umsetzung war. Das
erhaltene Produkt (P&-PAA)-C,Hs-NH-GKyanFFGYn(*°N)G-Fmoc wurde mittels'H- und
¥C-NMR-Spektroskopie untersucht.

Die Signale desH-Spektrums zeigten eine deutliche Verbreiterung Signale des Peptids, was
erneut auf eine erfolgreiche Reaktion hindeutee Bmmoniumprotonen des Polymers bei 8.13
ppmwurden ins Hochfeld verschoben und liegen wigen breiten Aromatensignal des Styrols (6.17 -
7.50 ppm). Die Saureprotonen des Peptids bei 1ppdh treten ebenfalls nicht mehr auf.
Charakteristische Signale des Peptids sindz.B.cheis 4.44 - 4.67 ppm (Phe: -NHH@€he-CO-), bei
2.73 ppm(Mant: -NH-E&3), bei 7.87 ppm (¥: Aromat)oder zwischen 4.06 -4.35 ppm
(Fmoc: -NH-CO-O-Ei,-CHR) zu erkennen. Die erfolgreiche Anbindung kannhaint **C-Spektrum

nachvollzogen werden.
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Da bei dem Peptid ein Produktgemisch vorlag, wandfeeine intensive Untersuchung mittels DOSY-
NMR und HPLC verzichtet und der Fokus in diesersdehsreihe auf die Funktion d&8l-Labels
gelegt.

Der Versuch einer Anbindung von FmdaN)GKy..RQLRVVGGY\G-OH unter identischen
Bedingungen an Poly[styrale-N-(2-aminoethyl)acrylamid] (F7-104) fuhrt zu einem undefinierbaren
Produkt. Mittels'H- und **C-NMR-Spektroskopie war es nicht méglich, das gesetite Produkt zu
detektieren. Zum einen traten nicht alle erwart@mgmale des Peptids auf, zum anderen wurden nicht
die erwarteten Integralverhdltnisse erhalten. gsd@ Vermutung nahe, dass die Hepsin-spaltbare
Sequenz aufgrund der vielen funktionellen GruppeB.(Arginin, Glutamin) nicht selektiv reagiert
und es zu unkontrollierten Nebenreaktionen der &8Amino-, Guanidin- und Amidogruppen der

Peptidseitenketten kommt.

10.4.2.2 Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe

Als néchster synthetischer Schritt musste die FBrluitzgruppe des Konjugats entfernt werden, um
die Aminogruppe zuganglich zu machen. Dies gesdhbah den bereits erfolgreich angewendeten und

optimierten Einsatz von Tris(2-aminoethyl)amin. Reaktionsschema ist in Abbildung 66gezeigt.

THF,
X y TAEA X
15 y
07N> NH-CRypanFFGYN(PN)G-Fmoe. —— O N~ NH-GKyanFFGY('*N)G-NH,

H

Abbildung 66: Reaktionsschema fiir die Synthese voPS<o-PAA)-C,H 4»-NH-GK yantFFGY yG-NH,.

Durch eine Analyse des Produkts (B8PAA)-C,H,-NH-GKyanFFGYAG-"NH, mittels'H- und**C-
NMR-Spektroskopiekonnte die Struktur verifiziert den. Die quantitative Reaktion ist Uber die
Abwesenheit der Signale der Fmoc-Schutzgruppe ansdm*H-NMR-Spektrumtreten die Signale
von jeweils zwei Protonen bei 7.78, 7.70, 7.41,17(&omatische Fmoc-Protonen) und von drei
Protonen zwischen 4.06 - 4.35 ppm(Fmoc: -NH-CO#-CHR) nicht mehr auf. Im°C-NMR-
Spektrum sind die entsprechenden Signale der Frmopp@ bei 156.84, 143.64, 139.50, 129.03,
127.40, 121.51, 120.15, 65.98 und 46.64 ppm ni@itrru sehen.

10.4.2.3 Bestimmung des Peptidgehalts im Konjugat

Der Peptidgehalt im Konjugat wurde bestimmt, um diazahl an freien Aminogruppen zu
guantifizieren. Im nachsten Syntheseschritt, detikedbildung, ist diese Information essentiell, um
die nétigen Reagenzienmengen zu berechnen. Dazdewarneut die quantitativeH-NMR-
Spektroskopie eingesetzt (siehe 10.3.2.4).

Durch diese Methode konnte der Peptidgehalt aB%3B8estimmt werden. Vergleicht man diesen Wert
mit dem entsprechenden Peptidgehalt des Peptidveolionjugats der 1. Generation (25.5%,siehe
10.3.2.4), sieht man eine deutliche Zunahme. Dabéiden Synthesen mit den Polymeren
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PA7-166 und R7-104 ein &hnlicher Funktionalisierungsgrad einggswvurde, lasst sich diese
Anderung auf das hohere Molekulargewicht des Peptid—hlsN-GYNGFFKMamG-OH

(M = 954.99 g/mol) im Gegensatz zu,NHGFF-OH M = 396.41 g/mol) zurickfihren. Der
theoretische Wert wurde, ausgehend von einer datiméin Umsetzung vongsP-104, als 52.3%
berechnet. Daraus wird ersichtlich, dass trotzléegeren Sequenz an etwa 76% der Aminogruppen
eine Peptidsequenz gebunden werden konnte. Dar déseg dem Kupplungsgrad der 1. Generation
entspricht (siehe 10.3.2.4) kann man daraus sdrtliefass die Peptidlange keinen Einfluss auf die

Anbindungseffizienz hat.

10.4.3 Synthese der Nanopatrtikel

Um den Erfolg def®N-Markierung zu bestéatigen, wurde die Nanopartikeling durch Vernetzung
der Polymere erreicht. Wie fir die NanopartikeldeiGeneration wurde DMF aufgrund der idealen
Ldsungseigenschaften als hydrophile disperse Pbawgesetzt, als kontinuierliche Phase diente
Isooctan. Statt HBTU und HOBt,O wurde flr die Synthese der Nanopartikel das Kupgdreagenz
COMU verwendet, wodurch es mdéglich war,alle Lostrhiind Reagenzien nach der Reaktion durch
Dialyse zu entfernen. Die Base DIEA wurde nichtotiuf MP ersetzt, da die Mischbarkeit von TMP

mit Isooctan geringer war als die von DIEA.

10.4.3.1 Reaktion in Homophase

Die genauen Bedingungen der Synthese wurden in Einphasenreaktion evaluiert. Dazu wurde das
Konjugat (PSeo-PAA)-CoH4-NH-GKyanFFGYWG-°NH, basierend auf f-104, Poly(styroko-
acrylsaure) (E7-104) und COMU in DMF/NMP geldst undl,N-Diisopropylethylamin (DIEA)
zugegeben. Nach 12 h war das Reaktionsgemischrigelel das Produkt war in organischen
Losemitteln wie THF oder DMF, in denen die Eduktvar 16slich waren, unldslich. Dies war ein

Hinweis auf eine erfolgreiche Vernetzung.

10.4.3.2 Reaktion in inverser Miniemulsion

Die aus der Einphasenreaktion gewonnenen Erkesstnisvurden auf den inversen
Miniemulsionsprozess Ubertragen. (EISPAA)-CZH4-NH-GKMamFFGYNG-BNH2, basierend auf
PA7-104,PSco-PAS (R7-104) und COMU, wurden in einem Gemisch aus DMHE tlhMethyl-
2-pyrrolidon (NMP) gel6st.Nach Zugabe der au3erbase und dem Tensid P(BHEEO) konnte,
nach Vorhomogenisierung und Behandlung mit Ultraicleine stabile Emulsion erhalten werden.
Die Vernetzungsreaktion, die zur Nanopartikelbilgidiihrte, wurde durch anschlieBende Zugabe von
DIEA initiiert und bei Raumtemperatur durchgefifsiehe Abbildung 67).

y y COMU,
+ 15 DIEA x Ty
O "OH O "NH-C,H-NH-GKypanFFGYNG-1SNH, ———» v X
O 15NH-GYNGFFKyantG-NH-CoHg-NH~ 0

Abbildung 67: Reaktionsschema fur die Synthese def\ GFFK yan-vernetzten Partikel.
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Nachdem multifunktionelle Peptid-Polymer-Konjuga®wie multifunktionelle Polymere eingesetzt
wurden, resultierten nach der Reaktion in DMF gdlgune Partikel. Um Nanopartikel fur
enzymatische Spaltungsexperimente zu erhalten,endidinverse Miniemulsion in Wasser tberfihrt.
Dazu wurde 8.5 mL an wassriger 0.3%iger SDS-Loszungegeben und die Emulsion erneut mit
Ultraschall behandelt, um eventuell auftretende rAggte zu trennen. Nach Verdampfen der
Isooctanphase und Reinigung der Dispersion durclaly®® wurde ein Teil der Probe
gefriergetrocknet. Nach einer Extraktion der untbsin Partikelwurde das Extrakt mittéld-NMR-
Spektroskopieuntersucht. Es konnte gezeigt werdaess alle Reagenzien und Ldsemittel durch
Dialyse entfernt werden konnten. Die erfolgreichernétzung konnte mithilfe der ins Peptid

eingebaute®N-Markierung durch Festkérper-NMR-Spektroskopiedgtzed quantifiziert werden.

10.4.3.3 Charakterisierung dey8FFKyanrvernetzten Partikel
Durch die Markierung von 20% des N-Terminus dertidlepmit einem°N-Atom konnte die Reaktion

des Amins (Edukt) zum Amid (Produkt) nachvollzogeerden. Da vernetzte Strukturen entstanden,
die in Wasser oder in organischen Losemitteln nloktich waren, musste die Festkorper-NMR-
Spektroskopie eingesetzt werden, um‘d-Markierung zu detektieren. Dazu wurden das Spektr
des Produkts (blau), das Spektrum des Edukts (grim)i ein Vergleichsspektrum von
Fmoc-{°N)-Glycin (rot) aufgenommen. In Abbildung 68ist ditberlagerung der drei Spektren zu

sehen.

Abbildung 68:1°N-Festkérper-NMR-Spektren des Edukts (PSzo-PAA)-C,H4-NH-GK pant FFGY yG-°NH.in griin,
des Produkt Amids PS-CO-H®N-Peptid-PS in blau und des Referenzamids Fmo¢3N)-Gly in rot
(30.4 MHz, T = 289.3 K).

Das Spektrum des Edukts (R&PAA)-CH,-NH-GKyanFFGYNG-NH, ist in griin dargestellt,
wobei ein deutliches Signal bei - 352 ppm auftis. ist der’*N-markierten Aminogruppe am
N-Terminus des Peptid-Polymer-Konjugats zuzuordibers schwache Signal bei - 270 ppm kannden
unmarkierten Amiden des Peptidszugeschrieben wer@andas'®N-Label nur zu 20% eingesetzt
wurde, werden sie, aufgrund der grof3en Anzahl amS§dei der Messung sichtbar. In rot wurde das
Spektrum des Referenzamids Fm&®-Glycin dargestellt, um unabhéngig vom Eduktfastellen,

in welchem ppm-Bereich Amidsignale auftreten. Escleienen zwei scharfe Signale bei - 304 und
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- 306 ppm.Der Grund fir die Existenz zweier Signale liegt vegheinlich im Vorhandeein zweier
Modifikationen im vorliegenden PulverEin Vergleich mit dem Eduktspektrum zeigdass
Amidbindungen im Vergleich zu Aminerieffeldverschoben auttten. Im Spektrum des Prodt
(in blau) treten zwei breite Signalauf, ein Signal bei - 297 ppreowie ein schwécheres

- 270 ppm. Bei -352pm ist kein Signal zu erkenneDa die Intensitat der Signale aufgrund
geringen Menge des eingesetzteibels trotz sehr langer Messzgitht sehr grol3 ist, lasst sich h
keine Aussage dariiber machen, ob das Edukt valistinngesetzt wurde. Der Gehalt *°N-Label
wurde deshalb bei allen weiteren Experimenten @¥b 2uf 100% erhét(siehe 10..2.2). Aus den
Spektren lasst sich dennosthlie3en, dass die Umsetzung des Amins zum Anfidgegich war unc
somit die Vernetzung der Partikel stattgefunden Die Durchfiihrungeiner HPL(-Untersuchung
nach der Extraktion des Produlstitzt den Erfolg der Vernetzung, da kiProduktsignal erhalten
wurde.

Das erfolgreichvernetzte Polymer, s vor dem Gefriertrocknen aRartikel in wassriger Losur
vorlag, konnte nun weiteanhand sein&plloidalen Eigenschaften charakterisiert werDer
Partikeldurchmessein Wasser wurde mittels Photor-Kreuzkorrelation-Spektroskopie (PCCS)
bestimmt. Die Ergebnisse vor und nach der Dialyse is Abbildung 69aufgefuhrt

Nach Diglyse

Var Dialyse
i ¥ j T ™ T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Partikeldurchmesser [nm]

Abbildung 69: Partikeldurchmesser der Y\GFFK yani-vernetzten Partikel vor und nach Dialyse
(PCCS, Intensitatsverteilung).
InAbbildung 69st die Verteilung der Partikdurchmesservor und nach Dialyse gezeigt. C
Mittelwert (Xso) befindet sic nach der Dialyse bei 235 nm.aMend der Dialyskam es nur zu einer
minimalen Zuwnahme der Partikelgr6. Die Verteilung der Partikelgrolen wird aus den
SignalbreitenersichtlictDie Partikelmorphologiwurde mittels REMuntersuct. Ein exemplarisches
Bild der Probe ist ibbildung 70gezeigt.
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Abbildung 70: REM-Aufnahme der YNGFFK yani-vernetztenPartikel.

Auf den elektronemikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen,s runde Partikel mit eine
ahnlichen Groéf3e, wie zuvor mittePCCS bestimmt, vorlagen. Eigeafische Bestimmung von 1!
PartkelgroRen anhand der Aufnahnzeigte einen durchschnittlicheRartikedurchmesser von
140 nm. Der etwas geringere Wert kann dadurch erklart werddass mittels PCCS d
hydrodynamische Radius bestimmt wurde, wahrenden REMBIldern die Partikel getrocknet ul
somit ohne Hydrathulle vorlagen.Au3erdem wurde ldalie PCCS das Intensitatsmittel und durce
REM das Zahlenmittel bestimmt, was niedrigeiDas Zetapotentialler Dispersiorwurde als - 7.04
mV, der Feststoffgehalt als 0.45%d der pt-Wert der Dispersion als 5.5 bestimmt.

10.4.4 Enzymatischer Abbau delY y\GFFK yan-vernetzten Nanopartikel

Die hegestellte wassrige Dispersiowurde mit Trypsin-Losungin PBBuffer versetzt. Die
enzymatische Aktivitdt konnte dthr einen Anstieg derelativen Fluoreszenin situverfolgt werden
(siehe Abbildung 71).

Abbildung 71: Anstieg der relativen Fluoreszen bei der Spaltung der YWGFFK yan-vernetzten Partikel durch
Trypsin (Messung durch Niklas Kotman).

In Abbildung 71list der Anstieg derelativen Fluoreszenz bei der Spaltung dgG¥FKyanrvernetzten

Partikel dargestellt (griinDie Negativkontrolle, b der kén Enzym zugegeben wurde,in blau
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aufgetragen. Bei der griinen Kurve ist ein deutlichiestieg der Fluoreszenz zu beobachten. Nach drei
Stunden ist das Maximum der Fluoreszenz erreicldnabh kommt es zu einem Abfall der

Signalintensitat. Dies ist wahrscheinlich auf Efeelkwie dem Ausbleichen, der Aggregation oder dem
Ausfallen des Fluorophors zuriickzufiihren. Trotzdemnte gezeigt werden, dass ein Nachweis der

enzymatischen Spaltung eines Heterophasensuhmsittdts FRET erfolgen kann.

10.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der 2. Gengoa

Die erfolgreiche Vernetzung des Polymersmit GFFrkeriiber einEN-Markierung nachgewiesen
und eine enzymatische Spaltung der Nanopartikekigeazverden. Mit COMU wurde ein einfach
einzusetzendes Kupplungsreagenz gefunden, bei demNdbenprodukte mit einer einfachen
wassrigen Extraktion abgetrennt werden konnten®idindung der Hepsin-spaltbaren Sequenz

konnte so nicht erreicht werden.

Um abschlie3end eine definierte Peptidsynthese exvélgrleisten, muss ein FRET-Paar gefunden
werden, dass zu keiner Nebenreaktionen wahren&ytethese fuhrt.AulRerdem wird die Menge des
>N-Labels auf 100% erhéht, um so ein intensiverga@ibei der Messung des Vernetzungsgrades zu
erhalten. Des Weiteren soll im Folgenden ein weit&chritt in Richtung des Projektendziels gemacht

und ein Farbstoff in das System eingebracht werden.
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10.5 Enzymatisch spaltbare Nanopartikel der 3. Gemation (K ycaGFFK pnp)

10.5.1 Synthese der Mca-basierten Peptide

10.5.1.1 7-Methoxycoumarin-4-yl-essigsaure (Mcaj Bii-Dinitrophenyl (Dnp)

Wie wahrend der Peptidsynthese der 2. Generati@eige eignet sich Anthranilsdure nicht als
universell einsetzbares Fluorophor in der Peptitd®ge. Es musste nach einem alternativen FRET-

Paar gesucht werden, dabei sollte, aus bereits\g@raGrinden (siehe 10.4.1), das Fluorophor nicht

wesentlich groRer sein. Ein geeignetes System wimratem Fluorophor 7-Methoxycoumarin-4-yl-
essigsaure (Mca) und dessen Quencher 2,4-Dinitnypknp) gefunden (siehe Abbildung 795.

) o)
Fmoc-HN \)kOH Fmoc-HN Q]\OH

\H \ .
HN_ _O HN\©\
Kwmca = o Kan NO

O

Abbildung 72: Struktur von N- -Fmoc-N-e(7-Methoxycoumarin-4-acetyl)+-lysin (Kyc,) und
N- -Fmoc-N-@2,4-Dinitrophenyl-L-lysin (Kpyp).
Neben der Abwesenheit von funktionellen Gruppen, idi der Peptidsynthese zu Nebenreaktionen
fuhren koénnten, sind beide Komponenten (ber den eitser bewahrten Linker
N-a-Fmoc+i-Lysinangebunden. So wird zum einen die Effizieles Quenchings durch gesteigerte
Flexibilitat von Donor und Akzeptor erhdht und songin deutlicherer Fluoreszenzunterschied
zwischen intaktem und gespaltenem Peptid erréi€um anderen wird durch den Einsatz der
Aminoséaure Lysin eine Verwendung in jeder gewlresthosition des Peptids unter Einsatz der

automatisierten Festphasenpeptidsynthese mdéglich.

Bei der Synthesevdti -FmocN-e(7-Methoxycoumarin-4-acetyl)-lysin als Baustein fiir die
Peptidsynthese wurde als erste Stufe 7-Methoxycdormayl-essigsdure in einer Pechmannreaktion
synthetisiert, indem 3-Hydroxyanisol mit Acetonalmansaurediethylester in 70%iger Schwefelsaure

umgesetzt wurde (siehe Abbildung 73).

OH
O O O 70%H;s0, _O 0._0O
s AL
EtO OEt =

O

COOH

Abbildung 73: Reaktionsschema fiir die Synthese 7-Mieoxycoumarin-4-yl-essigsaure.
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Die Synthese konnte erfolgreich mit einer Ausbawde 60% durchgefihrt und die Struktur mittels
'H- und*C-NMR-Spektroskopie sowie MALDI TOF-MS verifizienterden.

Um N- -FmocN-e(7-Methoxycoumarin-4-acetyl)-lysin zu erhalten,sollteein &hnlicher Weg wie bei
der Synthese voN- -FmocN-e(Boc-Anthraniloyl)+-lysin bzwN- -FmocN-eMethyl-anthraniloyl-
L-lysin verfolgt werden. Dabei konnte kein Prodwddliert werden, da die Aufreinigung des Produkts
durch wassrige Extraktion an der guten Loslichde& Produkts im Basischen scheiterte.

Daher wurde eine alternative Syntheseroute Uber Bktivierung der Saure mittels des isolierbaren
Aktivesters Benzotriazols beschritten. Nach Aktiviegg von 7-Methoxycoumarin-4-yl-essigsdure
wurde das Produkt isoliert und Mt -Fmoc+t-Lysin umgesetzt. Bei dieser Synthese konnte nur
einegeringe Ausbeute von 5% erreicht werden (siéhé 2).

10.5.1.2 Mca und Dnp -Fmo&) GKye:GFFKpnG-OH

N- -FmocN-e(7-Methoxycoumarin-4-acetyl)-lysin und N-a-FmocN-e2,4-Dinitrophenyle-lysin
wurde folglich kommerziell erworben, was es ermdgie, unter Verwendung von 100%
Fmoc-(°N)-Glycindas PeptidFmoc-N)GKucGFFKpn,G-OH  (sieheAbbildung  74) mit  einer

Ausbeute von 69% zu synthetisieren.

0 00
_J}— HN 4)>7NH HN
Fmoc-H'5N 4§>*NH HN— _T>-OH
0 7% 00

&

HN  NO,

Abbildung 74: Struktur von Fmoc-(*N)GK ycaGFFK pn,G-OH.

Die Struktur wurde mittel$H- undC-NMR-Spektroskopie sowie MALDI TOF-MS verifizietind

die Reinheit durch HPLC als 92% bestimmt. Im'H-NMR-Spektrum sieht man deutlich die
charakteristischen Signale der einzelnen Aminoséwtam Beispiel tritt das Signal derProtonen der
Methoxygruppe von 7-Methoxycoumarin bei 3.83 pprh &benfalls deutlich tretendie aromatischen
Protonensignale von 7-Methoxycoumarin bei 6.22 poieh zwischen 6.93 und 6.98ppm auf.Auch die
Signale des Peptidriickgrats von Glycin zwischenl 3und 3.70 ppm und die Signale von
Phenylalanin zwischen 4.44 und 4.58 ppmsind guérkennen. Aul3erdem fallen die aromatischen
Signale der 2,4-Dinitrophenylgruppe zwischen 8.86 8.85 ppm auf.IM®C-NMR-Spektrum ist die
erfolgreiche Synthese ebenfalls nachvollziehbar. t® zum Beispiel die Methoxygruppe von

7-Methoxycoumarin bei 55.92 ppm auf. Auch alle aadeSignale sind wie erwartet vorhanden.
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10.5.1.3 Analyse deReaktionsparameter deynthese von Fmoc-iN)GKyc.GFFKp,,G-OH

Eine detaillierte Erklarung der Eilsse der Reaktionsparameter erfolgte in Abschiit.1.1.Ein
Uberblick tiber alle Ansétze fur die Synthese desti@e kann irTabelle 11gefunden werdet

Tabelle 11:Peptidansatz, Ausbeute [%] und Peptidreinheit [%] korreliert mit den Syntheseparametern Ansatzgrof3e
[mmol], Maximaltemperatur ( Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturenunter 80°C (n < 80 °C) sowie die Anzahl de
Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 75C und 80 °C ing,) im Vergleich zur Gesamtzahl ar
Reaktionsschritten (ges) der PeptideH ;" N-GK ycaGFFK pnpG-OH und Fmoc-(**N)GK ycaGFFK pn,G-OH.

Ansatz | Ausbeutg Ansatzgrof3e¢| Tyax. | N< 80 °C/nges.| |Reinheit | Nopt / Nges.
[%] [mmol] | [°C] [%]

1 Fmoc- 44 0.1 80 10/12 92 10/12

2 HoN- 53 0.1 79 12/13 91 8/14

3 Fmoc- 69 1 80 12/12 86 6/12

Aus Tabelle 11 wird sichtlich, dass die Reinheit v Ansatz 1 bis 3 asteigt, da hier immer selten
80 °C uberschritten wurde. Die Reinheit ist bei ¢ drei Ansatzen sehr ahnlicBie Reinheit wurds
durch HPLC bestimmt und konnte durch AnpassungRésktionstemperaturen a 92% gesteigert
werden.

10.5.1.4Enzymatische Spaltung vor,"NGKy..GFFKp,,G-OH

Der Einfluss des eingefiihrten FR-Paares auflie enzymatische Spaltung des reinen Ps wurde

anschlielend getestet.Abbilduritbzeigt die Spaltung des Mdmsierten Systes im Vergleich
zumAnthranilsaure-basierte®ysten, das in der 2.Generation eingesetzt wuidehe 10.4.1), wobei
beiden Peptide in PBS-Pufférypsinzugesetzt wurde.
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Abbildung 75: Anstieg der relativen Fluoreszen bei der Spaltung von AntGFFY,G-OH (orange) und
H,"N-GK ycaGFFK pnpG-OH(griin) durch Trypsin (Messung durch Niklas Kotman).
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Die orange Kurve zeigt den Verlauf der enzymatiacBpaltung von AntGFRYG-OH mit einem
Maximum der relativen Fluoreszenz bei 4.2 nach 60. die grine Kurve zeigt den Verlauf der
enzymatischen Spaltung von ZIPN-GKMcaGFFKanG-OHmit einem Maximum der relativen
Fluoreszenz von> 5.5, wobei das absolute Maximurdiéser Auftragung nach 250 minnoch nicht
erreicht ist.Vergleicht man die orange Kurve mit gdinen, sieht man deutlich, dass der Anstieg der
relativen Fluoreszenz beim Einsatz des Mca-basidflRET-Paares (Mca/Dnp) wesentlich héher ist
als beim Anthranilsaure-basierten Paar (AQ}/\Ebenfalls deutlich erkennbar ist, dass die Spglt
von AntGFFYWG-OH etwas schneller stattfindet als die Spaltung HzlsN-GKMcaGFFKanG-OH.
Offensichtlich wird die freie Zugénglichkeit der @&mngssequenz durch den Einsatz des sterisch
anspruchsvolleren FRET-Paars eingeschrankt. Dadurchdie Vermutung bestétigt, dass die GroéRRe
des Fluorophors einen Einfluss auf die Spaltungghirnat (siehe 10.4.1).

Der Abfall der orangen Kurve nach 60 min kann dulffekte wie Ausbleichen des Fluorophors
erklart werden,was bei Mca nicht auftritt. Dadumsbist das Mca-System einen weiteren Vorteil

gegeniber dem Ant-System auf.

Mit der Sequenz Fmocd2N)GKGFFKo,,G-OH liegen nun alle notwendigen Eigenschafteniuere
in einer Sequenz vor (siehe Abbildung 76) - diedBriungssequenz flir die enzymatische Spaltung (in
rot), das Fluorophor/Quencher-Paar (Mca/Dnp) fig €éinfachein situ-Detektion der Spaltung (in
griin und blau) und di&N-Markierung des N-terminalen Endes des PeptidsdienVernetzung des

Polymers in den Partikeln zu verfolgen (in lila).

Abbildung 76: **N-markierte, FRET-markierte, spaltbare Peptidsequenz
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10.5.1.5 Kyea und KoprHy"N-GKyeoRQLRVVGGKp,, ,G-OH

Aufgrund der erfolgreichen Synthese eines reineitifumktionellen Peptids wurde das FRET-Paar
ebenfalls auf die Hepsin-spaltbare Sequenz angeatemud H15N-GKMcaRQLRVVGGKanG-OH
synthetisiert (siehe Abbildung 77).

ON
ON  NH
NH,
}/-—NH 0
0
)— HN NH HN )—NH HN 4
H,"N NH HN NH HN NH OH
NH
HN=(
NH,

Abbildung 77: Struktur von H y"N-GK ycaRQLRVVGGK p,,G-OH.

Die Struktur wurde mitteldH- und*C-NMR-SpektroskopiesowieMALDI TOF-MS verifiziert. SE
treten wieder alle zu erwartenden Signale der eztbenden eingesetzten Aminosauren sowie des
FRET-Labels auf.

10.5.1.6 Analyse der Reaktionsparameter der Syat@sH *N-GKy.RQLRVVGGKp,,G-OH
Eine detaillierte Erklarung der Einflisse der Remigparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1.Ein
Uberblick tiber alle Ansatze fur die Synthese desi@&kann in Tabelle 12 gefunden werden.

Tabelle 12: Peptidansatz, Ausbeute [%] und Peptidraiheit [%)] korreliert mit den Syntheseparametern Ansatzgrole

[mmol], Maximaltemperatur ( Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C i< 80 °C) sowie die Anzahl der

Reaktionsschritte im optimalen Bereich zwischen 75C und 80 °C fiop,;) im Vergleich zur Gesamtzahl an Reaktions-
schritten (Nges) der Peptide H"*N-GK ycaRQLRVVGGK p,yG-OH undFmoc-(**N)GK ycaRQLRVVGGK p,,G-OH.

Ansatz | Ausbeutg Ansatzgrof3el Tyax. | N< 80 °C/nges.| |ReiNheit | Nopt / Nges.
[%0] [mmol] | [°C] [%0]

1 Fmoc- 48 1 82 15/22 67 12/23

2 Fmoc- 53 1 85 20/22 45 7122

3 HoN- 86 0.1 80 23/23 88 16/23

Aus Tabelle 12 wird ersichtlich, dass die Reinlveih Ansatz 1 bis 3 steigt, da hier immer seltener
80 °C uberschritten wurde. Die Reinheit ist bei #&ms 3 am hochsten, da sich hier die
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Reaktionstemperatur am haufigsten im optimalen iBereewegte. Die Reinheit wurde durch HPLC

bestimmt und konnte durch Anpassung der Reaktionsteaturen auf 88% gesteigert werden.

10.5.1.7 Enzymatische Spaltung vostN-GKy.:.RQLRVVGGKp,G-OH
Die Spaltung der Sequenz wurde in Hepsin-exprimidea Zellen (LNCaP) durchgefihrt.

Abbildung 78: Anstieg der relativen Fluoreszenz beiler Spaltung von H!°*N-GK ,.,,RQLRVVGGK pnpG-OH
durch Hepsin in Zellkultur (Messung durch Niklas Kotman).
InAbbildung 78 ist der Anstieg der relativen Flusgenz bei der Spaltung von
H215N-GKMcaRQLRWGGKanG-OH dargestellt (grin). Die Negativkontrolle médimem Puffer ist
blau dargestellt. Bei der griinen Kurve ist ein tegr Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten. Nach
150 min ist ein Anstieg auf das Neunfache des Agdauerts zu sehen. Es konnte gezeigt werden, dass
das Mca/Dnp-System auch auf die Hepsin-spaltbague3e angewendet werden kann und die

enzymatische Erkennung nicht unterbindet.

10.5.2 Synthese der Peptid-Polymer-Konjugate
10.5.2.1 Kupplung von Peptid und Polymer

Beim Einsatz vorN-Methylanthranilsdure konnte gezeigt werden, d&ss enzymatische Spaltung
der Peptide im Partikel und damit ein Abbau der dyeamtikel durch den Einsatz eines FRET-Systems
nachgewiesen werden kann. Dies musste nun errediefieue Sequenz evaluiert werden.

Es wurde coM&"und 2,4,6-Trimethylpyridin (TMP) eingesetzt, um
Fmoc-(°N)GKyc.GFFKp,G-OH an Poly[styroko-N-(2-aminoethyl)acrylamid] (£7-104) zu binden
(Abbildung 79).

COMU,
x y 15 T™MP y
N~ NHz HCI + HOOC-GKpnpFFGKiyea(°N)G-Fmoe. ———— G N/\/NH-GKanFFGKMca(15N)G-Fmoc
H H

Abbildung 79: Reaktionsschema fiir die Synthese voPS-co-PAA)-GH 4-NH-GK pn,FFGK yea(*°N)G-Fmoc.

Die erfolgreiche Kupplung wurde mittelsl- und **C-NMR-Spektroskopiebestatigt, die HPLC diente

zur Bestimmung der Reinheit. Obwohl die Aufreinigues Produkts unter identischen Bedingungen
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wie bei den anderen Konjugaten durchgefiihrt wurdgel]te sich heraus, dass noch eine geringe
Menge an ungebundenem Peptid in der Probe vorlag. Grund lag wahrscheinlich in der
hydrophoberen Natur des FRET-Systems, was einedtklre Wasserloslichkeit des Peptids zur
Folge hatte. Eine Aufreinigung in diesem Schrittr vadoer nicht unbedingt nétig, da im nachsten
Schritt eine intensive Reinigung des Polymers dyeéithrt wird.

Die Entschitzung des Fmoc-geschutzen Amins erfatgieeut durch Einsatz eines hundertfachen
Uberschusses an Tris(2-aminoethyl)amin, die Aufgeingwurdedurch mehrmaliges Ausfallen des
Polymers in wassrigem Phosphatpuffer (pH 5.5) ehntei wodurch das Produkt
(PSC&PAA)-CZH4-NH-GKanFFGKMcaG-lsNHZ,nach Gefriertrocknung,rein erhalten werdenkonnte
(siehe Abbildung 80). Die Struktur wurde ibir und**C-NMR-Spektroskopie bestimmt.

THF,
x Ty 5 TAEA y
o H/\/NH-GKanFFGKMca( N)G-Fmoc——— O N~ NH-GRong FFGKygea(1TN)G-NH,
H

Abbildung 80: Reaktionsschema fir die Synthese voiPS<€o-PAA)-C;H,-NH-GK pypFFGK ycaG-""NH..

Der Versuch einer Anbindung von FmdéN)GKMcaRQLRVVGGKanG-OH unter identischen
Bedingungen an Poly[styrale-N-(2-aminoethyl)acrylamid] (F7-104) fuhrt erneut zu einem
undefinierbaren Produkt. Es lag die Vermutung ndhss die Hepsin-spaltbare Sequenz aufgrund der
vielen funktionellen Gruppen (z.B. Arginin, Glutami nicht mehr selektiv reagiert und es zu
unkontrollierten Nebenreaktionen der S&aure- Amindsuanidin- und Amidogruppen der
Peptidseitenketten kommt. Aus diesem Grund wurdieinndchsten Generation eine chemoselektive

Strategie verfolgt.
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10.5.2.2 DOSY-NMRSpektroskopi
Der Erfolg der Kupplungron Fmoc-GSN)GKMcaGFFKanG-OH an Poly[styrc-co-N-(2-aminoethyl)-

acrylamid] konnte wieder mittels DOS-NMRgezeigt werden. Iibbildung 81ist die Uberlagerung
von drei DOSY-NMRSpektren mit der'H-NMR-Spektrumdes Produkts dargeste
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Abbildung 81: Uberlagerung von drei DOSY-NMR Spektren: (PS€0o-PAA)-C;H4-NH-GK poFFGK ycaG-""NH in
grin, PSco-PAS in shwarz und H215N-GKMCaGFFKanG-OHin rot (700 MHz, DMSC-dg, T = 289.3 K).

Die Signale des reinen Peptidy™N-GKy.GFFKp,,G-OH, die einem Diffusionskoeffizienten vi
1.26810™° n/sentsprechersind in 1ot dargestellt. Die Signale des reinen Polymind in schwarz
dargestellt unainem kleineren Diffusionskoeffizienten von 4. 10" mé/s zuzuornen. Dieser kann
auf das groRBereMolekil und den daraus resultierenden gréReren daymiamischen Fdius
zurtckgefuhrt werden. Inrgn ist schlieRlih das Signal des Peptitblyme-Konjugats mit einem
Diffusionskoeffizienten von 4.4: 10" m%s dargestellt. Dieser Wert ist geringer als des dener
Polymers, was einem Molekiil mit noch groRerem hggnamischen Radius entspricht. Dikann
durch die erfolgreiche Anbindung der Pep an das Polymer gedeutet werdDiese Beobachtung
wird durch die Tatsache giitzt, dass sowohl die Protonensignale des Pefziols Beispiel bei 4.
oder 4.5 ppm, lila markigrtals auch die Protonensignale des Polymers (zuisgiel bei 1.6 oder
6.7 ppm, lila markiert) bei gleichen Diffusionskoeffizienten areten.
Der Grund fir die Abwsenheit einiger Peptidsignaleot) im Spektrur des Peptid-Polymer-
Konjugats (grun)lasst sich auf unterschiedlictSignalintensitatereurtickfihre. Im abgebildeten
Spektrum ist die Balance zwischen den einzelnennaligensitdten sogewahlt, dass die
Ubersichtlichkeitbei derSpektrenberlagerung gewahrt bleibBei Erhoéhung der Intertat des
Spektrums sind dieinzelnenPeptidsignale zwar besser zu erkennen, dieeSignale des Polyme
werden dann so bteidass im Spektrum die Uberstlichkeit sehr eingeschrankt w.
Vergleich man die Daten mit dem DO-NMR-Spektrumder 1.Generatio(sieheAbbildung 41)

etkennt man folgende Unterschie Das kleinere Peptid der 1. Generation F-GFF-OH hat mit
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1.77810™ né/s einen gréReren Diffusionskoeffizienten als dasRgre Peptid der 3. Generation
H,"N-GKyc.GFFKpn,G-OH (D = 1.26810"° m/s). Denselben Trend erkennt man beim Vergleich der
Konjugate der 1. (D = 4.5710™ m%s) und 3. Generation (D = 4.436™ n¥/s).

10.5.2.3 HPLC-Analyse des Konjugats
Aus dem DOSY-NMR-Spektrum ist die erfolgreiche Ky des Peptids an das Polymer
eindeutigabzuleiten. Diese Beobachtung wird duras Brgebnis der HPLC-Analyse des Konjugats

unterstitzt (siehe Abbildung 82).

Abbildung 82: HPLC des Konjugats (PSeo-PAA)-C,H,;-NH-GK anFFGK,\M(B-:LSNHZ (grain), des Peptids
H,'N-GK mcaGFFK pnpG-OH (rot) und der eingesetzte Gradient ohne Analygn (blau).

Im Abbildung 82 wurden drei HPLC-Elugramme ubereiter gelegt. Uberlagert sind das Elugramm
des reinen Peptids (rot), das Signal des Konju@gts) und der identische Losemittelgradient ohne
Zugabe eines Analyten (blau). Man erkennt aus dasildung, dass im Elugramm des Konjugats
(PS€0-PAA)-C,H,-NH-GKp FFGKyeG-"NH, nur ein breites Signalt = 7.9 min) aber kein
weiteres Signal auftritt, das dem freien Peptidemugnet werden kénnté,{ = 6.2 min). Aus dem
Elugramm wird deutlich, dass im Peptid-Polymer-Kmygt kein freies Peptid mehr vorhanden ist, das
nach der Partikelbildung durch das Enzym gespalterden konnte. Die quantitative Kupplung
bestétigte sich damit durch die Ergebnisse der HPLC

10.5.2.4 Bestimmung des Peptidgehalts im Konjugat

Der Peptidgehalt im Konjugat wurde bestimmt, um diezahl an freien Aminogruppen zu
quantifizieren, der fiur die Berechnung der Reagammengen fur die Partikelbildung im néchsten
Schritt essentiell ist.

Mittels quantitativer'H-NMR-Spektroskopiekonnte ein Peptidgehalt von %2 .Bestimmt werden.
Vergleicht man diesen Wert mit dem entsprechendmtidgjehalt des Peptid-Polymer-Konjugats der
1. (25.5%,siehe 10.3.2.4) und 2. Generation (39&ehe 10.4.2.3), liegt dieser Wert erneut héher.
Bei allen drei Konjugaten wurden Polymere mit eingnmlichen Funktionalisierungsgrad eingesetzt
(Pa7-166 und R7-104). Vergleicht man die Molekulargewichte derptf¥ HN-GFF-OH
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(M = 369.41 g/mol), K*N-GYNGFFKyanG-OH M = 954.99 g/mol) und ¥PN-GKycaGFFKpn,G-
OH(M = 1123.14 g/mol), lasst sich dadurch der hoheptidRgehalt erklaren. Offensichtlich bleibt die
Anbindungseffizienz von den eingesetzten FRET-Raardeeinflusst. Der theoretische Wert wurde,
ausgehend von einer quantitativen Umsetzung veftlP4, als 56.0% berechnet. Daraus wird
ersichtlich, dass trotz der Verwendung des grof3&taorophors, an etwa 76% der Aminogruppen
eine Peptidsequenz gebunden werden konnte. Da dieter Anbindungsgrad bei allen drei
Generationen findet, ist das ein sicheres Indizdafiass die Peptidlange sowie die GroRe der

eingesetzten FRET-Komponenten keinen Einfluss mufdbindungseffizienz haben.

10.5.3 Synthese der K.,FFGK p,p-vernetzten Nanopartikel

Da fur die Synthese der Nanopartikel der 3. Geiwrabereits Erfahrungen aus den vorher
dargestellten Systemen vorlagen, wurde die Reaktiivekt in Miniemulsion durchgefihrt und

auBerdem einhydrophober, rot fluoreszierender BOERRrbstoff 2% in die Reaktion eingebracht

(siehe Abbildung 83), der im Folgenden als ,RFF6t ffuoreszierender Farbstoff) bezeichnet wird.

Abbildung 83: Rot fluoreszierender BODIPY-Farbstoff.

(PS€0-PAA)-C;H,-NH-GKp, FFGKye.G-""NH,,basierend  auf 7-104,Poly(styroko-acrylsaure)
(Ps7-104) und COMU wurden in einem Gemisch aus DMF WMP geldst. Nach Zugabe des
Farbstoffs (RFF) in Isooctan und dem Tensid P(BMEO) (dulRere Phase), konnte nach einer
Behandlung mit Ultraschall eine stabile Miniemuisierhalten werden. Die Vernetzungsreaktion, die
zur Nanopartikelbildung flihrte, wurde durch ansslBénde Zugabe von DIEA initiiert und erfolgte
uber 15 h bei Raumtemperatur in der inneren PHaswlie Dispersion in Wasser zu uberfuhren,
wurde 8.5 mL an wassriger 0.3%iger SDS-L6sung zelgeg und erneut Ultraschall eingesetzt, um
eventuell auftretende Aggregate aufzubrechen. Némidampfen des Isooctans und Reinigung der
Dispersion durch Dialyse wurde ein Teil der Prokérigrgetrocknet. Die Vernetzung konnte durch

das eingebauteN-Labelmittels Festkérper-NMR-Spektroskopie untehgwerden.
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10.5.3.1 Charakterisierung dep&FFGKpn-vernetzten Partikel

Das Spektrum des Produkts (blau), das SpektruntEdekts (grin) und ein Vergleichsspektrum von
Fmoc-(°N)-Glycin (rot) wurden aufgenommen und die Ubertagg der drei Spektren in
Abbildung 84 dargestellt. Da 100%-Glycin fiir die Peptidsynthese eingesetzt wurdg, das
Signal/Rausch-Verhaltnis deutlich besser als insmethenden Spektrum der 1.Generation (siehe
Abbildung 68).

Abbildung 84:"°N-Festkdrper-NMR-Spektren des Edukts (PSeo-PAA)-C,H ;-NH-GK pyyFFGK yeaG-""NH,in griin,
des Produktamids PS-CO-H°N-Peptid-PSin blau und des Referenzamids Fmoc2\N)-Gly in rot
(30.4 MHz, T = 289.3 K).
Das Spektrum des Edukts (B&PAA)-C,H,-NH-GKpnFFGKycG-"NH, st in griin dargestellt. Dort
trittein Signal bei - 352 ppm auf, welches d&d-markierten Aminogruppe zuzuordnen ist. In rot
wurde das Spektrum eines Referenzamids Fribb-Glycin dargestellt, um erneut zu zeigen,in
welchem ppm-Bereich Amidsignale auftreten. Im Spektdes Produkts (in blau) tretendrei deutlich
erkennbare,breite Signale auf: Zwei intensive Sigh&i - 270 und - 297 ppm sowie ein schwaches
bei - 352 ppm. Das Edukt bei - 352 ppm (in grum)dsmnach fast vollstandig umgesetzt und zwei
neue Signale im ppm-Bereich der Amide sind ent&tar{th blau). Aus dieser Beobachtung lasst sich
schliel3en, dass die Umsetzung des Amins zum Anfiadgegich war und somit die Vernetzung des
Polymers stattgefunden hat. Die Reaktion war folglhicht ganz quantitativ undkann aus dem
Spektrum als 90% abgeschatzt werden. Es soll noch einmal ewdkenden, dass dadurch kein
freies Peptid in der Probe verbleibt, sondern lediglicmseitig gebundenes Peptid (siehe
Abbildung 82). Dies ist essentiell fir den enzymeten Spaltungsschritt, da sonst ein
Fluoreszenzanstieg auf die Spaltung von freiem i®ephd nicht auf eine Partikelspaltung
zurlckzufuhren ware. EineHPLC-Untersuchung stigrt Brfolg der Vernetzung, da eine Analyse des
Extrakts, was aus einer Extraktion der Partikehkem wurde, zu keinemProduktsignal fiihrte.
Bei der Untersuchung der kolloidalen EigenschadtenPartikel wurden folgende Ergebnisse erhalten.
Die Partikeldurchmesser in Wasserwurden mittelddttem-Kreuzkorrelations-Spektroskopie (PCCS)
bestimmt. Die Ergebnisse vor und nach der Dialyse is Abbildung 85dargestellit.
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— Vor Dialyse
Nach Dialyse

0 200 400 600 800 1000
Partikeldurchmesser [nm]
Abbildung 85: Partikeldurchmessei der Kyc,FFGK pnp-vernetzten Partikel vor und nach Dialyse
(PCCS, Intensitatsverteilung).

In Abbildung 8%st die Verteilung der Partikdurchmessewor und nach Dialyse gezeigt. C
Mittelwert (Xsq) befindet sich nach der Dialyse bei 230 nm. Egtzsich,dass die PartikelgrofRe
wahrend demDialyse minimal znahm. Die Verteilung der Partikelgréf® die aus der Sigrbreite
ersichtlich wird, &nderte sich nictDie Morphologie der Partikel wurdaittels FEM untersucht. Ein
exemplarisches Bild der Prozeigt Abbildung 86.

Abbildung 86: REM-Aufnahme der Ky GFFK p,p-vernetzten Partikel.

Auf den elektronemikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen,s runde Partikel mit eine
ahnlichen GroRewie zuvor mittes PCCS bestimmt, vorlageBine grafische Bestimmung v 100
PartikelgréRen anhand vonEM-Aufnahmen, zeigte einedurchschnittlichn Partikeldurchmesser
von 240 nmDas Zetapotential deDispersionenbetrug zwischen - 3 unfl mV, der Feststoffgehalt

zwischen 0.3 und.0% und der p-Wert um 5.7.
Da in die Probe eihydrophobelFarbstoff eingebracht wurde, konnte nmaittels KonfokalerLaser-

ScanningMikroskopie (CLSM) die Verteilung desarbstoffsund somit die Nanopartikdetektiert. In
Abbildung 87isteine beispielhaf Aufnahme zu sehen.
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Abbildung 87: LSM-Aufnahme der Ky..GFFKpnp-vernetzten Partikel mit eingeschlossenem Farbsto{RFF).

Man erkennt deutlich, dass derFarbstoff lokalisigrtund nicht homogen verteilt auftritt. Aus diese
Aufnahme lasst sich schlie3en, dass der Farbatioffgeeich in die Nanopartikel eingebracht werden

konnte und sich nicht durch Dialyse entfernen liel3.

10.5.4 Enzymatischer Abbau der k.,FFGKpnp-vernetzten Nanopartikel

Nach der Uberfiilhrung der Partikel in Wasser eréoldie enzymatische Spaltungder Nanopartikel,
indem die Dispersion mit phosphatgepufferter Salag (PBS, pH 7.4) versehen und anschlieRend
mit unterschiedlich konzentrierten Trypsin-Losund@r01 mg/mL bis 2.5 mg/mL) versetzt wurde.
Der Verlauf der Spaltung kann tber den Anstieg Flapreszenzintensitat in Abbildung 88verfolgt

werden.

Abbildung 88: Anstieg der relativen Fluoreszenz bedler Spaltung der Ky..GFFK py,-vernetzten Partikel mit
unterschiedlicher Trypsinkonzentration (Messung durt Niklas Kotman).
Die Ergebnisse in Abbildung 88zeigen einen deutlicinstieg der relativen Fluoreszenzintensitat
mit der Zeit, wobei der Endwert mit ansteigenderzyEnkonzentration zunimmt. Um die
Enzymselektivitat zu zeigen, wurden die Partikdl extranase und Lipase behandelt, was zu keinem

Fluoreszenzanstieg fuhrte (siehe Abbildung 89).

110



10. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 89:Relative Fluoreszenz bei der Behandlum der Ky.GFFK pnp-vernetzten Partikel mit
Lipase und Dextranase (Messung durch Niklas Kotman).

Fur den Fall einer Peptidspaltung in Losung solltdie Endwerte unter Variation der
Enzymkonzentration alle auf demselben Niveau endandie gleiche Menge an Peptid gespalten
wird. Da dieses Verhalten bei der Heterophasengmaltler Partikel nicht auftritt, gibt es Grund zu
der Annahme, dass es zu einer Hemmung der Enzyntaktkommt. In der Literatur wird
beschrieben, dass Enzyme dazu tendieren, an QGifefi&zu adsorbieren, was zu ihrer Inaktivierung
fUhrt.259'260
Eine mdogliche Erklarung wéare im vorliegenden Fdiss fur geringe Enzymkonzentrationen die
Enzyme die oberflachennahen Peptide spalten, aubHderflache verbleiben und kein Enzym mehr
vorhanden ist, um weitere Peptide zu spalten. B#ieren Enzymkonzentrationen kommt es zu einer
partiellen Verdrangung der inaktiven Enzyme von@berflache, was zu einem gro3eren Anstieg der

Gesamtfluoreszenz fihrt, da nun wieder mehr Peptidénglich sind.

10.5.4.1 Sequentielle Enzymzugabe

Um diese Hypothese zu bestétigen, wurde eine definEnzymmenge (2.5 mg/mL), die im vorher
prasentierten Experiment auf einmal zugegeben wuide zehn Einzelschritten zu je 0.25

mg/mLzugesetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung 96zhen.
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Abbildung 90: Anstieg der relativen Fluoreszenz, beder Zugabe von Trypsin in zehn Schritten (rot) undeinmaliger
Zugabe der gleichen Menge an Trypsin (schwarz). Dieeftpunkte der Zugabe sind mit blauen Pfeilen markiet
(Messung durch Niklas Kotman).
Man erkennt, dass die sequenzielle Zugabe zu eitreppenartigen Anstieg der relativen
Fluoreszenzintensitat fuhrt. Der Endwert der Methifaigabe (in rot) stimmt mit dem Endwert der
einmaligen Zugabe (in schwarz) Uberein. Dies utiteasdie aufgestellte Hypothese, dass es zu einer
Inaktivierung der Enzyme auf der Oberflache kommmd diese durch erneute Enzymzugabe teilweise

verdrangt werden, was zu weitererPeptidspaltungfihr

10.5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der 3. Gengoa

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass UheEidsatz des Mca/Dnp-Systems eine definierte
Peptid- sowie eine definierte Peptid-Polymer-Koajti§ynthese erfolgen konnten. Daraus wurden
definierte polymere Nanopartikelmehrfach reproduoae synthetisiert und dieVernetzungdes
Polymers mittels°N-NMR-Spektroskopie nachgewiesen und quantifizigin. hydrophober Farbstoff
konnte dabei in die Partikel eingebracht und digysratische Spaltung der Nanopatrtikel tUber einen
Fluoreszenzanstieg nachgewiesen werden.

Um das angestrebte Ziel, Hepsin-spaltbarer Nani@pamter simultaner Freisetzung eines
hydrophilen Farbstoffs zu erreichen, missen fue eiveitere Synthesereihe folgende Parameter
adaptiert werden: Die Peptidsequenz muss,unter eBaltung Mca/Dnp-Markierung, angepasst
undein effektiver Weg der Freisetzung eines hyditephFarbstoffs gefunden werden. AufRerdem
muss dabei eine chemoselektive Reaktion eingesetzien.
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10.6 Enzymatisch spaltbare Nanokapseln der 4. Geraion (KycaRQLRVVGGK ppp)
EineMoglichkeit Substanzen effektiv einzubetten fneizusetzen, ist die Verwendung von polymeren
Nanokapseln mit fliissigem Keff{. Eindenkbarer Ansatz fir die Kapselsynthese iste ein
Polymerisation an der Grenzflache von Nanotropfchen

Fur die Bildung von Kapseln in Miniemulsion und d#aflir nétigen Grenzflachenpolymerisation
muss eine Komponente aus der dispersenhydrophidiase und die andere aus der
kontinuierlichen,hydrophoben Phase reagieren, wdlgeKomponenten nicht in der jeweils anderen
Phase l6slich und das gebildete Polymer in beideas&h unldslich sein sollte. Da die gewlnschte
Hepsin-spaltbare Peptidsequenz RQRLVVGG hydropstil sollte sie entsprechend funktionalisiert
und in der dispersen Phase eingesetzt werden. Raopghobe Gegenstick soll dann aus der
kontinuierlichen Phase mit dem Peptid reagierezhgsiAbschnitt 9, Abbildung 31).

Wenn enzymatisch spaltbare Sollbruchstellen in Faten Peptidsequenz RQLRVVGG in die
Kapselwand eingebracht werden sollen, muss wegezusgtzlichen funktionellen Amidgruppe des
Glutamins (Q) und der Guanidingruppe des ArginiRy €ine chemoselektive Reaktionsfuihrung
gewahrleistet werden, welche diese Gruppen unbietébst. Der Einsatz der bisher eingesetzten
Peptidkupplungsreagenzien oder die Verwendung \ayaBditionsreaktionenmit Diisocyanat fuhrt
zu unerwiinschten Nebenreaktionen, da hier auch Adiéd oder Guanidingruppen reagieren
kénnen(siehe 10.5.2.1). Um dies zu vermeiden, &t EEinsatz von chemoselektiven Reaktionen
sinnvoll. Beispiele sind in Abschnitt 6.3.3 besebgn.

Ein sehr groRes Potential weist dabei die Huisdesj-Hipolare Cycloaddition (Click-Reakticfiauf,

da sie sehr effektiv ist und gleichzeitig fast dliektionellen Gruppen von Peptiden toleriert. Dabe
reagiert eine Azidokomponente unter Cu(l)-Katalggeeinem Alkin. Das Problem der Koordination
von Kupferdurch stickstoffhaltige Peptidseitenkette(z.B. Arginin) kann durch Zugabe
chelatisierender Liganden wi&,N,N ,N ,N -Pentamethyldiethylentriamin (PMDETA&Joder der

Anwendung einer kupferfreien Reaktion vermiedendear

10.6.1 Peptidsynthese - Die azido- oder propargylfiktionalisierte hydrophile Komponente
Um einen gewissen synthetischen Spielraum zu geminwurde sowohl eine azidofunktionalisierte
als auch eine propargylfunktionalisierte Peptideeguhergestellt. Die daflr ndtigen Aminoséuren
wurden synthetisiert N-a-FmocN-e-Azido-L-lysin, Azidoessigsaure) oder kommerziell bezogen
(N-a-Fmoc+i.-Propargylglycin) (siehe Abbildung 91).

by O

a) o c) 0
Fmoc-HN \)L oH N Ay Fmoc-HN\é)k oH

1

N3

\\

Abbildung 91:Struktur von a) N-a-Fmoc-N-eAzido-L-lysin, b) Azidoessigsaure und dN-a-Fmoc--Propargylglycin.
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N-a-FmocN-e-Azido-L-lysin (siehe Abbildung 91) konnte durch einen Diaansfer ausgehend von
N-a-Fmoc+.-Lysin-Hydrochlorid, Natriumazid und Trifluormethsulfonsdureanhydrid dargestellt
werden. Nach einer sdulenchromatographischen Afiren des Trifluormethansulfonamids konnte
das Produkt in einer Ausbeute von 88% erhalten ererdie Struktur wurde mithilfevon
'H-, *C-NMR- und IR-SpektroskopiesowieMALDI TOF-MS begtiitIm den*H-NMR-Spektren des
Edukts und Produkts tritt eine deutliche Tieffelcdhahiebung der CHGruppe in Nachbarschaft der
Azidogruppe von 2.75 ppm nach 3.32 ppm auf. ‘fil@-NMR-Spektrum tritt der Kohlenstoff in
Nachbarschaft der Azidogruppe, tieffeldverschoben %0.53 ppm,auf. Im IR-Spektrum ist das
Auftreten der N-Bande bei 2098 cindeutlich zu erkennen.

Fur die Synthese von Azidoessigsdure wurde Bromessie mit Natriumazid umgesetzt und nach
wassriger Aufarbeitung in einer Ausbeute von 77%aken. Im IR-Spektrum ist deutlich das
Auftreten der N-Bande bei 2118 cihzu beobachten. Die Struktur wurde mithilfevad-und
¥C-NMR-SpektroskopiesowieMALDI TOF-MS besttigt.

10.6.1.1 Diazidofunktionalisiertes Peptid s-8H,-CO-Ku..RQLRVVGGKpnKn,G-OH

Durch die Synthese dieser beiden Azidobausteine ntkon
N3-CH,-CO-KycaRQLRVVGGKp, Kn2G-OH synthetisiert werden (siehe Abbildung 92).
02N
O,N NH N;
HH o?—% é—(
O, 0 O
NH HN NH HN OH
N34>_ LA§FNH HN} t;NH HN} NH HNJL
NH
HN=(
NH,

Abbildung 92: Struktur von N 3-CH»-CO-K ,c;RQLRVVGGK p K n,G-OH.

Der Erfolg der Reaktion konnte mittels-, *C-NMR-Spektroskopie und MALDI TOF-MS gezeigt
und die Reinheit durch HPLC als75% bestimmt werden. IfH-NMR-Spektrum treten neben den
Signalen der Protonen der Hepsin-spaltbaren Sedqamie 10.4.1)undder Protonen des FRET-Paares
(siehe 10.5.1), die Signale der Protonen der Azidoasauren auf. Die Protonen des Aziodolysins in
Nachbarschaft der Azidogruppe z.B. findet man aigldtt mit einer identischen Kopplungskonstante
wie das Proton des EduktdJ¢y = 6.7 Hz) bei 3.29 ppm. IFC-NMR-Spektrum lasst sich die

erfolgreiche Synthese ebenfalls nachverfolgen.
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10.6.1.2 Analyse der Reaktionsparameter de€CN,-CO-Kyc.RQLRVVGGKp Kn2G-OH Synthese
Eine detaillierte Erklarung der Einflisse der Reaidparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1.Ein
Uberblick lber alle Anséatze fir die Synthese VRAOR,-CO-Kye.RQLRVVGGKp,Kn.G-OH kann
in Tabelle 13 gefunden werden.
Tabelle 13: Peptidansatz, Ausbeute [%] und Peptidraiheit [%] korreliert mit den Syntheseparametern
Herzbeladung,AnsatzgréRe [mmol], Maximaltemperatur(Tyax), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C

(n< 80 °C) sowie die Anzahl der Reaktionsschritte iroptimalen Bereich zwischen 75 °C und 80 °Q(y,,) im Vergleich
zur Gesamtzahl an Reaktionsschrittenrfges) der Peptide Ni-CH,-CO-K ycaRQLRVVGGK p,pK \2G-OH.

Ansatz | Ausbeutg Ansatzgrof3el Harz | Tyax | N< 80 °C/nges | [Reinheit | Nop: / Nges
[%0] [mmol] Beladung| [°C] [%0]

1 Ns- 28 0.5 Hoch 81 23/25 45 2/25

2 Ns- 63 0.5 Gering | 80 25/25 81 22/25

Wie ausTabelle 13ersichtlich wird, liegt der Grufiot die geringe Ausbeute von Ansatz 1 hier
offensichtlich nicht an der Uberschreitung von 80f@bei fihrte die Verwendung von Harz mit
geringer Beladung (,LL-Resin“, 0.33 mmol/g) zu wetieh hoheren Ausbeuten als die Verwendung
des bisher eingesetzten Harzes mit hoher Beladds7® (mmol/g). Betrachtet man die Anzahl der
Reaktionsschritte im optimalen Bereich, ist diasrt (2/25) bei Ansatz 1ungewdhnlich niedrig. Dies
erklart auch die niedrige Reinheit. Die Reinheitraei durch HPLC bestimmt und konnte durch
Anpassung der Reaktionstemperaturenund dem EimsatHarz mit geringer Beladung auf81%

gesteigert werden.

10.6.1.3 Enzymatische Spaltung vog@®H,-CO-Ky..RQLRVVGGKp,Kn,G-OH
Als nachstes wurde die Peptidsequenz auf ihre eatiyohe Spaltbarkeit getestet. Dazu wurde das

Peptid geldst und zu einer Zellkultur aus Hepsipremierenden Zellen (LNCaP) gegeben.

Abbildung 93: Anstieg der relativen Fluoreszenz bedler Spaltung von N-CH»-CO-K y,,RQLRVVGGK pn K G-
OHdurchHepsin in Zellkultur (Messung durch Niklas K otman).
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In Abbildung 93 ist der Anstieg der relativen Fleszenz bei der Spaltung von
N3-CH2-CO-KyeaRQLRVVGGKp, KnG-OH dargestellt (griin). Die Negativkontrolle migimem
Puffer ist blau dargestellt. Bei der grinen Kursehereits nach 25 min ein Anstieg der Fluoreszenz
um das Dreifache zu sehen, nach 100 min ist dasnlex der Fluoreszenz erreicht. Diese sehr kurze
Zeitspanne ist ein groRBer Vorteil fir den gewinsehtintersuchungsnahen Befund der spéateren
Krebsfriherkennungsmethode. Somit konnte gezeiglileve dass die Spaltungssequenz offensichtlich
tolerant gegenuber der erneuten Modifikation dg#i®& und weiterhin eine enzymatische Spaltung

mdglich ist.

10.6.1.4 Dipropargylfunktionalisiertes Peptid ANHPrakuc..RQLRVVGGKp,PraG-OH

Das entsprechende propargylfunktionalisierte PephNdPraky..RQLRVVGGKp,,PraG-OH konnte
mithilfedes kommerziell bezogenerN-a-Fmoc+i-Propargylglycinsynthetisiert werden (siehe
Abbildung 94).

HoN NH,
O O O O O 0O O
H2N42L H;%NH HN);N?—%N{NH HN}N{_'—}%N NH HN}OH
7 O AN OO0 OO0
/ By
NH
HN:<
NH,

Abbildung 94: Struktur von H ;N-PraK ,c;RQLRVVGGK pp,PraG-OH.

Die Struktur wurde mittel$H-, **C-NMR-Spektroskpopie und MALDI TOF-MS verifizierind die
Reinheit durch HPLC als 92% bestimmt. ImH-NMR-Spektrum treten neben den Signalen der
Hepsin-spaltbaren Sequenz (siehe 10.4.1) sowieF&EsST-Paares (siehe 10.5.1) die Signale des
Propargylglycins auf. Die entsprechenden Protoriedef man zwischen 2.82 und 3.16 ppm. Im
¥C-NMR-Spektrum bietet sich das gleiche Bild, hieten die Signale des Alkin-Linkers bei 21.62,
21.66, 52.66, 52.81, 72.92, 77.91 und 80.51 ppm auf
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10.6.1.5 Analyse der Reaktionsparameter der Syat@sHN-Praku..RQLRVVGGKp,PraG-OH

Eine detaillierte Erklarung der Einflisse der Raalgparameter erfolgte in Abschnitt 10.3.1.1. Ein
Uberblick lber alle Ansatze fiir die Synthese VosN4Prakyc..RQLRVVGGKp,PraG-OH kann
inTabelle 14 gefunden werden.

Tabelle 14: Peptidansatz, Ausbeute [%)] und Peptidraiheit [%] korreliert mit den Syntheseparametern Ansatzgréle

[mmol], Harzbeladung, Maximaltemperatur (Tyax ), Anzahl der Reaktionstemperaturen unter 80°C1f < 80 °C) sowie

die Anzahl der Reaktionsschritte im optimalen Beraih zwischen 75 °C und 80 °Cng,,;) im Vergleich zur Gesamtzahl
an Reaktionsschritten (iges) des Peptids HN-PraK y,,RQLRVVGGK p,,PraG-OH.

Ansatz | Ausbeute Ansatzgrol3e| Harz Tyax. | N1 < 80 °Clnges| |Reinheit | Noyt / Nees.
[%0] [mmol] Beladung | [°C] [%0]

1 H,N- 27 0.5 Hoch 80 25/25 52 1/25

2 H,N- 90 0.5 Gering 79 25/25 92 22/25

Wie aus Tabelle 14 ersichtlich wird, liegt der Gaufiir die geringe Ausbeute von Ansatz 1 hier
ebenfalls nicht an der Uberschreitung von 80°C. Y2éewendung von Harz mit geringer Beladung
(,LL-Resin“, 0.33 mmol/g) fuhrte erneut zu wesetttlihdheren Ausbeuten als die Verwendung des
Harzes mit hoher Beladung (0.79 mmol/g). Betracime@in die Anzahl der Reaktionsschritte im
optimalen Bereich, ist dieser Wert (1/25) bei Amsawieder ungewohnlich niedrig. Dies erklart
erneut die niedrigere Reinheit. Die Reinheit wumierch HPLC bestimmt und konnte durch
Anpassung der Reaktionstemperaturen und dem EimeatHarz mit geringer Beladung auf92%

gesteigert werden.

10.6.1.6 Enzymatische Spaltung vosN-Praky..RQLRVVGGKp,PraG-OH
Wird das Peptid zu einer Zellkultur aus Hepsin-ar@renden Zellen (LNCaP) gegeben, erfolgt
erneut ein Anstieg der Fluoreszenz (siehe Abbild2fig

Abbildung 95: Anstieg der relativen Fluoreszenz beder Spaltung von HN-PraK,.;RQLRVVGGK p,,PraG-
OHdurchHepsin in Zellkultur (Messung durch Niklas K otman).
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Nach 1 h ist bereits ein Anstieg um das Dreifaadhesehen, nach 4 h ist die relative Fluoreszenz um
das Siebenfache angestiegen. Vergleich man dieeKnitAbbildung 93 lasst sich ein langsamerer
Anstieg der relativen Fluoreszenz erkennen. Dalasst sich schlieRen, dass die Modifikation mit
N-a-Fmoc+t.-Propargylglycin die Enzymerkennung stéarker eingckr als die Modifikation mit den
Azidokomponenten. Dies kdnnte auf die hydropholatir des Propargylrestes zuriickzufiihren sein.
Trotzdem zeigt sich, dass die Veranderungen arEdemnungssequenz die Spaltung nicht ganzlich

unterbinden.

10.6.2 Die azido- oder propargylfunktionalisierte lydrophobe Komponente
Die fir die Kapselsynthese nétigen hydrophoben Gumere konnten ebenfalls synthetisch oder

kommerziell erhalten werden (siehe Abbildung 96).

a) | b)

N N3~~~
o " .
=

Abbildung 96: Struktur von a) 1,4-Diethinylbenzolund b) 1,6-Diazidohexan.

1,4-Diethinylbenzol konnte kommerziell bezogen vegrdl,6-Diazidohexan wurde ausgehend von
1,6-Dibromhexan mit einer Ausbeute von 89% dardjestel-, **C-NMR-Spektroskopie und MALDI
TOF-MS dienten als Nachweis der erfolgreichen Sgseh Vergleicht man did-NMR-Spektren von
Edukt und Produkt, ist eine deutliche Tieffeldvéiisbung der CHGruppe in Nachbarschaft der
Azidogruppe, von 3.54 ppm nach 3.31 ppm zu beokachtm “*C-NMR-Spektrum tritt der
Kohlenstoff in Nachbarschaft der Azidogruppe, ®gé&fverschoben bei 50.55 ppm auf. Im
IR-Spektrum ist das Auftreten deg-Bande bei 2097 cthdeutlich zu erkennen.

10.6.3 Synthese der Nanokapseln
10.6.3.1 Reaktion in Homophase

Um die geeigneten Parameter fur die Click-Reaktdanevaluieren, wurde eine Modellreaktion in
Lésung durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte in DM8§-um die Reaktionsprodukte direkt mittels
'"H-NMR-Spektroskopie untersuchen zu kénnen. 1,4Hdigtbenzol wurde &quimolar mit
1,6-Diazidohexan in DMSOgdgeldst und mit dem Cu(ll)-Katalysator versehene Reaktion ist
Sauerstoff-empfindlich, da die reaktive Cu(l)-Seszdurch Sauerstoff zum inaktiven Cu(ll) oxidiert
wird. Daher wurde die Lésung entgast und unter &gas zum Reduktionsmittel Sn(ll) gegeben.
Nach Ende der Reaktion resultierte ein weil3er Nigxldag, der auf die Bildung eines Polymers
schlieRen lasst. Der lésliche Anteil wurde mitfélsNMR-Spektroskopie untersucht. Dabei traten alle
zu erwartenden Signale auf,signifikant ist vormlldas Signal bei 8.65 ppm, was dem sich bildenden
Triazolring zugeordnet werden kann. Die Integrade Binzelkomponenten traten jedoch nicht wie

erwartet im Verhaltnis 1:1,sondern im Verhaltnif.%:auf. Da jedoch angenommen werden kann,
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dass der ausgefallene, unlésliche Feststoff dasnighe Polymer darstellte, wurden mittéid-
NMR-Spektroskopie nur Oligomere detektiert, beiatedie Verhaltnisse der Integrale von denen des
Polymers abweichen. Das Molekulargewicht des Palgrkennte aufgrund der Unléslichkeit in THF
und DMF nicht bestimmt werden. Ein Hinweis auf eimdolgreiche Reaktion konnte allerdings
mittels IR-Spektroskopie erhalten werden. Hier war noch ein schwaches Signal der Azidogruppe
Zu sehen.

Diese Modellreaktion zeigte, dass das gewahlte eris von Cu(ll) und dem Reduktionsmittel

Sn(ll) sowie das Arbeiten unter Schutzgas und BeiiR die Click-Reaktion geeignet waren.

10.6.3.2 Reaktion in inverser Miniemulsion

Fur die Synthese der Nanokapseln wurde das Lostméténdert und auf die Erfahrungen aus der
Synthese der vorangegangenen Generationen an Nakelpazuriickgegriffen. DMF sollte erneut als
innere Phase dienen. Da die Click-Reaktion bei Rirchfihrbar ist, wurde Isooctan durch
Cyclohexan ersetzt werden, da bedingt durch dessehnigeren Siedepunkt eine spéatere Entfernung
schneller durchgefuhrt werden kann.

Somit boten sich als die zwei mdglichen Synthederou fur Kapseln an:
Praku..RQLRVVGGKpn,PraG in DMF fiir die innere Phase, in Kombination ié-Diazidohexan in
Cyclohexan fur die u3ere Phase bzwQW,-CO-Ky..RQLRVVGGKp,Kn.G-OH. in DMF fir die

innere Phase, in Kombination mit 1,4-DiethinylbdrinaCyclohexan fiir die &ul3ere Phase.

Als erste Syntheseroute wurde PalRQLRVVGGKpnPraG und 1,6-Diazidohexan zu Kapseln
umgesetzt. Es stellte sich jedoch heraus, dassldreproparglfunktionalisierten, Hepsin-spaltbaren
Sequenz DMSO besser als Losemittel geeignet warddéda Versuch, das Peptid wie bisher in DMF
zu lésen, kam es nach wenigen Sekunden zu einbild@glg. In DMSO trat dieser Effekt nicht auf.

Da Kapseln synthetisiert werden sollten, sollte Hgdrophobe Polymer bei dessen Bildung eine
Phasenseparation unterlaufen, um so eine Kapsel keimten Partikel aufzubauen. Aus dieser
Uberlegung heraus wurde wassrige NaCl-Losung zumptid®ésung gegeben, um eine
Phasenseparation zu erzwingen. Nach wenigen Mirttdrier vor der Behandlung mit Ultraschall
Gelierung auf. Da es aufgrund der funktionellen gpen der Peptidsequenz denkbar war, dass
Wasserstoffbriicken fur die Gelbildung verantwortlgind, wurde das Ldsemittel vorher mit DIEA
versetzt, um durch das basische Milieu Wasserstafen zu unterbinden. Trotz dieser Malinahme
kam es bei Zugabe von wassriger NaCl-Lésung ermeuiGelierung.Eine weitere Ursache flr die
Gelbildung kénnte in der aromatischen Struktur ERRET-Paares liegen, was in Kombination mit der
Peptidsequenz zu starken -Wechselwirkung fiihren kénnt& Um dies auszuschlieRen, wurde das
FRET-Paar gegen weitere Einheiten Propargylglyasgatauscht.

Nachdem Pr&RQLRVVGGPraG in DMSO und wassriger NaCl-Losung geltst wurdarde Cu(ll)
zugegeben (innere Phase). Als aufRere Phase diefieigel P(B/Eb-EO)-LOsung mit
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1,6-Diazidohexan in CyclohexaNach Ultraschallbehandlung t Entfernung des Sauerstoffs aus
Dispersion wurde diese unter Schutzgas zu Sn(kjelgen. Nach 24 h Reaktion bei RT wurde
TropfchemgroRRe in Cyclohexan mittels Photo-Kreuzkorrelationsspektroskopie (PCCS) bestimr
Nach Uberfilhrung der Dispersion Wasser und Entfernung des Cyclohexans wn erneut die

Kapseldurchmessdestimmt. Die Ergebnisse sindAbbildung 97 aufgefihrt.

In Cyclahexan
In Wasser

0 200 400 500 800 1000
Partikeldurchmesser [nm)

Abbildung 97: Kapseldurchmesse der Pra,-RQLRVVGGPra ,G-Kapseln(PCCS Intensitatsverteilung).

Aus Abbildung 97ist zu erkeen, dass er Kapseldurchmesser von 2@t in Cyclohexa (Xs), bei
der Uberfuhrung in Wasser deutlizunahm und eine bimodale Meilung aufwies (Maxima bei 3¢
und 440 nm). Dies ar ein Hinweis auf eine einsende Destabilisierung d&ispersiol.

Eine Untersuchung der Suspension Kapseln erfolgte mittels BM. Statt der erwartete
partikularen bzw. kapselartigeBtrukturer war jedoch auf den REMwufnahmen nur ein Fm zu
erkennen.AuRerdem resultierte nach einem Teine rote Losung statt eindita Dispersiol,was
andeutete, dass der Versu&ulforhodamin 101 zu verkapsebislang fehlschlugDaraus lasst sich

schliel3en, dass keine dicht€apseln erhalten wurd und die Dispersion nichénge stabil war.

10.6.4 Zusammenfassung ddgrgebnisse det4. Generation

Zusammengefasst lasst sich sagen, fir die vollstandige Ausarbeitung degneration an nzym-
spaltbaren Nanokapseln noch weitere Untersuchuangestellt werden misselusgehende von de
hier gezeigten grundlegenden Peptiden und Monomé&taten sollte es mdoglich s, Kapseln
aufzubauen. Dies konnte durch eine Erhdhung dealnan reaktiven Gruppen am Peptid erre
werden. Auch eine Multifnktionalisierung er komplementaren Monomerist denkbe. Diese
Maflnahmekénnte zu einer grol3eren Vernetzungsdichte und tsemieinem hoéheren Moleku-
gewicht des vernetztelfolymers flihren. AulRerdem muss das Problem degr@edi in Verbindun
mit dem FRET-Paar gelost werdamm weiterhin eindn siti-Detektion der enzymatisch Spaltung

durchftihren zu kdnnen.
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11.Experimenteller Tell

In diesem Abschnitt wird neben den vendeten Materialien und Methoc das experimentelle
Vorgehen zur Synthese derinzelnen Verbindungen erlautert. Dianalytischen Daten zi

Charakterisierung der Komponen sind in Abschnitt 13.5 aufgefihrt.

11.1 Materialien

Alle eingesetzten Losemittel wurden ohne weiterdreinigung verwendet. Das einetzte Wasser
hatte VE-QualitéatDie Monomere wurden vor der Synthdm Vakuumdestilliert. Wasserfreie 1.7 |
HCIl/Ethylacetatlosung wurde durch Destillation vdfthylacetat Gber Phosphorpentoxid 1
anschlielender Durchleitung von gasformigem Chlesseoff durch das Destillat erhalte
Getrocknete LOsemittel wurden kommerziell bezogddas Tensid Poly(butyleco-ethylen)
-b-poly(ethylenoxid) -P(B/E-b-EQO) - fir den Einsatz in inverseriMemulsion, bestand aus eint
Poly(butyleneo-ethylen) Block (Myw=3700g/mol) ud einem Poly(ethylenoxi-Block
(My = 7300 g/mol),der ausgehend von ,Kraton liquid'Shell) synthetisiert wurde. Dazu wur
.Kraton liquid“ in Toluol geldst und unter aniontsen Polymerisationsbedingungen Ethylenc
zugegeber™

Ein Uberblick iber dieingesetzten Chemikali kann in Abschnitt13.8rhalten werde.
11.2Gerate und Probenvorbereitung

11.2.1 Festphasenpeptidsynthese mit automatisiertelikrowellensysternr

Die Synthese der Peptide erfolgte mit einem zwengonentensystem der Firma CEM, bestehenc
einer Dosiereinheit (Liberty) und einer Mikrowelignheit (Discover) (siehAbbildung 98a). Alle
geldsten Reagenzien, das Harz - 150 um) in DMF und die Losemittel wurden an die iBosinheit

angeschlossen. Die Vannd Nachbereitung der Reaktion ist in AbschnitdML beschrieber

a) :ﬁl—* 1*_! b)_‘___\
- =¥ gaseg
8 ¥ L LN
[\ ——— __ gl BH—
H : 4 !!H i
i |
i\\ /[I

i S ——
—_— T ed

Abbildung 98: a) Automatisierter Peptidsynthesizer mit Mikrowelle, b) ReaktionsgefaR fiir die SPP2%*
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Das Reaktionsgefal? (siehe Abbildung 98b) befindeh sn der Mikrowelleneinheit, die die
notwendigen Reaktionstemperaturen erzeugt. Der tReskaum ist so dimensioniert, dass sein
Durchmesser (7.5 cm) genau der Wellenlange detiBtrg entspricht, wodurch eine konstante
Temperatur im gesamten Reaktionsraum gewahrleigtet Das Reaktionsgefal ist so konzipiert,
dass von oben durch eine Sprihdise die Zugabe #sentittel und Reagenzien erfolgen kann. Am
Boden befindet sich ein Filter, dessen PorengréBdas Harz abgestimmt ist (< 75 - 150 pum). Durch
ihn wird Uberschiissiges Reagenz nach der Reaktrwn hosemittel nach den Waschschritten
entfernt. AuRerdem wird das Reaktionsgefald wéahrdad Reaktion von unten mit Stickstoff
durchsplilt, um so eine gute Durchmischung des Reekhediums zu gewéhrleisten. Die Zugabe von
Losemittel, Harz und Reagenzien erfolgt durch Stckuberdruck.

Nach Start der Synthese wird das Harz in das Rwadefal transportiert und 900 s in DMF
gequollen. Nach Entfernung des Lésemittels wirdeRipinldsung zugegeben und in 30 s auf 40 °C
geheizt (,Initial deprotection“). AnschlieRend widle Losung entfernt, mit DMF gewaschen und
erneut Piperazinldsung zugegeben. Nachdem innenatb 90 s auf 75 °C geheizt und diese
Temperatur fir weitere 90 s gehalten wurde (,Degrodvn*), wird die Lésung entfernt und das Harz
funfmal mit DMF gewaschen. Die Kupplung der Aminasian das wachsende Peptid erfolgt durch
die sequentielle Zugabe der Aminosaureldsung, dggpkingsreagenzes und der Base. Dann wird das
Reaktionsgemisch in 90 s auf 75 °C geheizt und naetieren 210 s bei dieser Temperatur
(,Coupling) die Reagenzien entfernt und das Hanzffnal mit DMF gewaschen. Dieser Zyklus aus
Entschiitzung und Kupplung (siehe Abbildung 1, Alnéiti2) wird so lange durchgefiihrt, bis die
gewiinschte Peptidlange erreicht ist. Am Ende dqu&az ist es mdglich, die Fmoc-Schutzgruppe zu
entfernen (,Deprotection®) und den freien Peptid 8Hminus zu erhalten oder diesen Fmoc-geschiitzt
zu lassen. Abschlieend wird das Harz in ein s¢gmr@efald gefullt und durch Zugabe von DCM

geschrumpft.

11.2.2H- und *C-Kernspinresonanzspektroskopie

Alle NMR-Spektren wurden an einem Bruker DRX Spekteter 300 oder 500 aufgenommen, wobei
bei 300.13 bzw. 500.13 MHZ'H) oder 75.47 MHz €C) eingestrahlt wurde. Kalibrierung der
Protonenspektren erfolgte auf das angegebene Ltiekiginal (DMSO-d bei 2.50 ppm), wobei die
Angabe der chemischen Verschiebung in ppavia3stab) erfolgt. Die Temperatur wurde konstant
bei 298.3 K gehalten. Die Angaben sind wie folgtgegeben: ,chemische Verschiebung
(Multiplizitat, Kopplungskonstanten, Protonenanahl

Bei Angabe der Kopplungskonstanted ifh Hz) erfolgte die Analyse der Spinsysteme nach
erster Ordnung. Abkirzungen fur die Peakmultigizivurden wie folgt angegebes:= Singulett,

d = Dublett,t = Triplett, m = Multiplett, wobei bei einem sehr breiten Sigeal b voran geschrieben
wurde. Fir die Probenvorbereitung loste man jewBdsmg Substanz in 0.55 mL deuteriertem

Lésemittel und fillte sie in ein Probenréhrchdn=(4 mm).
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Fur die quantitativen Messungen diente das Natrlengon 3-Trimethylsilyl-1-propansulfonséaure
(DSS: (4,4-Dimethyl-4-silapentan-1-sulfonsdure) Bisferenz. Zwischen den 989-Pulsen betrug

der ,Relaxationsdelay” 30s.

11.2.3Diffusionsabhangige Kernspinresonanzspektroskie

Die DOSY-NMR-Messungen erfolgten an einem Bruker akee-lll 700 MHz NMR-
Spektrometermithilfeeines 5 mm BBH#H/X z-Gradienten Probenkopfs mit einer Gradientenfetldeta
von

5.35 G/mm. Die Kalibrierung erfolgte Uber das Refessystem BD/H,O, indem bei 298.3 K der
experimentelle Diffusionskoeffizient mit dem thetisehen abgeglichen wurde. Es wurde die ,Bruker
Topspin 2.1" Auswertesoftware verwendet. Zur Bestimg der exakten Temperatur, diente ein
'H-Methanol-Standard. Die Gradientenfeldstarke wind@2 bzw. 64 Stufen von 2 bis 100% variiert,
wobei eine Diffusionszeit von 30-400 ms und einaedintenpulsdauer von 1.1 ms eingesetzt wurde.
Fur die Diffusionsmessung wurde eine 2D-Sequenak@rProgramm: dstebpgp3s) und ein ,doppelt
stimuliertes Echo” verwendet, um die Konvektion zuggeichen. Zur Bestimmung des Fehlers der
ermittelten Diffusionskoeffizienten wurde die Starmdhbweichung von Zerfallskurven ausgewahlter
Protonensignale mittels des ,Bruker SimFit Packeaisl entsprechender Diffusionsfitfunktionen
angepasst. Die relative Standardabweichung bewsigte im Bereich von 1-10 Als interner
Standard diente DMSGOsd

11.2.4Festkorperkernspinresonanzspektroskopie

Die Festkorper-NMR-Spektren wurden an einem BruB&iX ,wide bore“-Spektrometer mit einer
'H-Resonanzfrequenz von 300 MHz und eif®-Resonanzfrequenz von 30.4 MHz gemessen.
Sowohl die *®N-Einzelpulse, als auch dieN/*H-Kreuzpolarisationsspektren wurden mittels eines
4 mm MAS (,magic angle spinning“)-Rotor und einerebfrequenz von 10 kHz aufgenommen. Fr
die Einzelpulsmessungen wurde etfé-Anregungspulszeit von 1.25 ps eingesetzt, wasneip2.5°-
Puls entsprach. Die Durchfilhrung der Kreuzpoladnsaexperimente erfolgte mit einer
Protonenanregungspulsdauer von 5 ps und einer poturisationskontaktzeit von 5 ms, um einen

effizienten Ubertrag der Polarisation von den Rietoauf die Stickstoffatome zu gewahrleisten.

11.2.5Matrix-assistierte Laser-Desorptions-lonisatins-Flugzeitmassenspektrometrie
DasMassenspektrum (MS) der organischen Komponemtede mittels MALDI unter Verwendung
eines Bruker-Daltonics Reflex-TOF Spektrometersaktein und dabei ein Stickstofflaser (337 nm,
3 - 5 ns Puls) sowieeine Beschleunigungsspannundlsaind 35 kV eingesetzt. Dithranol diente als
Matrix.

11.2.6Gelpermeationschromatographie
Zur Bestimmung der Molekulargewichte der Polymenade fur die GPC 1 mg Feststoff in 1 mL

DMF bzw. THF gelost und mit einem Teflonspritzetail (Porengrof3e 0.45m) filtriert. Die
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Probeninjektion erfolgte durch einen 717plus Autagker (Waters) bei einer konstanten Temperatur
von60 °C fur DMF bzw. 30 °C fur THF. Die Flussrdtatte einen Wert von 1 mL/min. Bei beiden
Anlagen wurde eine P580-Pumpe von Dionex verwertelat. THF wurden drei SDV-Saulen (PSS),
mit einer Gréf3e von 30080 mm, PartikelgréZen von 1@n und Porengréf3en von © a0 und 500 A
eingesetzt. Fir DMF kamen drei GRAM-Saulen (PSSin zRinsatz mit einer Groéf3e von
30080 mm, PartikelgréRen von 16n und PorengréRen von®ad und 18 A. Zur Signal-aufnahme
diente ein RI-101-Detektor (ERC) sowie ein UV-DetekS-3702 (Soma). Polystyrol wurde als

Standard eingesetzt.

11.2.7Hochleistungsfliissigchromatographie

Zur Bestimmung der Produktreinheit wurden fur diell€ 1.5 mg der Probe in 1 mL THF und der
notwendigen Menge an 0.1%iger TFA inCHgelost. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus Tikiel
0.1%iger TFA in HO. Dabei wurde ein Gradient Gber 10 min, ausgeh@ndeinem Verhaltnis von
20:80 (THF/0.1% TFA) bis zu einem Verhaltnis vordID(THF/0.1% TFA) verwendet. Die Flussrate
betrug 1.0 mL/min. Als Pumpe wurde eine ,SeriesQ1®ewlett Packard), als Saule eine RP-HD
Cg-modifizierte Kieselgelsaule (Macherey Nagel) eswjet. Die Probeninjektion erfolgte dabei durch
einen Autosampler ,Series 1200“ (Agilent Technoés)i Die Substrate wurden Uber einen UV-Vis-
Detektor S-3702 (Soma) bei 220 bzw. 260 nm detektie

11.2.8Rasterelektronenmikroskopie
REM-Bilder wurden an einem Gemini 1530 (Carl Zei&&) mit einem ,InLens“-Detektor
aufgenommen Zur Probenvorbereitung wurden 2.5erdinnter Dispersion auf einen Siliziumwafer

getropft.

11.2.9Photonen-Kreuzkorrelations-Spektroskopie

Die Partikeldurchmesser in den Dispersionen wuréé 26 °C an einem Nanophox Photon-
Kreuzkorrelationssensor (Sympatec GmbH) mit eineeNétLaser (= 632.8 nm) bei einem
Streuwinkel von je 90° gemessen. Fur die Messunglevu50 L der Dispersion mit 1.5 mL Wasser
verdinnt. Die Korrelationsfunktion wurde mit der yd-NNLS Robust* Methode ausgewertet.Die
Ergebnisse sind in dieser Arbeit als Gaussfunkticagfgetragen. Der mittlere Partikeldurchmesser
(Xs0) kann aus dem Kurvenmaximum abgelesen werden.hDrinen Vergleich der Signalbreite kann

die PartikelgroRenverteilung bestimmt werden.

11.2.10Ultraschallbehandlung
Fur die Darstellung der Miniemulsionen wurde detradichallgenerator Sonifier 450D der Firma
Branson mit einer 1/2“ oder 1/8“-Metallspitze vendet. Die verwendeten Pulsdauern sind im

Einzelnen bei den entsprechenden Experimenten ihelseh.
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11.2.11Infrarotspektroskopie (IR)
Zur Aufnahme der IR-Spektren wurden KBr-Platten bXBr-Presslinge verwendet. Die Messung
erfolgte an eine FT-IR Spektrometer, Spektrum Brkih Elmer) zwischen 400 und 4000 tm

11.2.12Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Bei dem eingesetzten CLS-Mikroskop handelte es sich ein Leica SP5 Il-Systemmit einem

DMI6000 CS-Grundkorper. Dieser war mit finf Lasausgestattet, einem Multiline-Argonlaser mit
458, 476, 488, 496 und 514 nm, einem DPSS 561 rsafl.ainem HeNe-Laser mit 494 bzw. 633 nm
und einem 592 nm CWSTED-Laser mit einer HCX PL ABS 63x /1.4 - 0.6 Ollinse (Leica). Der

Farbstoff wurde mit 633 nm angeregt und die Emisgigischen 643 und 750 nm detektiert.
11.3 Methoden

11.3.1 Ninhydrintest

Zur Detektion freier Amine wurden 2 mL der NinhytHiosung nach Stahl (Sigma-Aldrich) mit
20 mg Probe versetzt und das Gemisch bis zum Siedeitzt. Eine lila Farbung zeigte die
Anwesenheit von Aminogruppen. Bei jeder Probe wardmrallel eine Positiv- sowie eine
Negativkontrolle durchgefuhrt. Die Nachweisegrenfi@ Amine wurde mit einem Amin
bekannterKonzentration ermittelt und als Bol/g bestimmt. Bei einem negativen Ninhydrintest
betragt die Produktreinheit somit 99.9%.

11.4. Synthesen

11.4.1 Polymersynthese

11.4.1.1 Carboxylfunktionalisierte Polymere

a) Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von Pety(ol-co-acrylséure)

= + / .
COOH COOH

Destilliertes Styrol, destillierte Acrylsaure undBN wurden in Ethanol geldst (siehe Tabelle 15) und
Y% h Argon hindurchgeleitet. Die Reaktion wurde &tis@end fur 18 h bei 80 °C unter Schutzgas
durchgefuhrt. Nach Ende der Reaktion wurde das tReeigemisch in ein Eisbad gestellt, der
Uberstand vom ausgefallenen Produkt abdekantiert, Nlederschlag in THF gelést und durch
Eintropfen in ein Wasser/Ethanol-Gemisch (1:1) et&#f. Das Rohprodukt wurde in wenig THF

geldst und erneut durch Eintropfen in ein Wasskdibl-Gemisch (1:1) ausgeféllt. Das Produkt
wurde filtriert, mit dem Wasser/Ethanol-Gemischljlgewaschen und unter Vakuum getrocknet
(weil3er Feststoff).

Der Gehalt an Acrylsdure im Copolymer wurde nebesr @estimmung mittels'H-NMR-

Spektroskopiedurch Titration bestimmt. Eine defiide Menge Copolymer wurde in einem
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THF/Wasser-Gemisch gelost, Phenolphtalein zugegebed mit 0.1 m NaOH bis zum
Aquivalenzpunkt titriert. Aus drei Wiederholungenit nverschiedenen Einwaagen wurde der

Mittelwert gebildet.

Tabelle 15: Einwaagen und Ausbeute fir die Syntheser Poly(styrol-co-acrylsaure).

Ansatz: | Acrylsaure | Styrol | AIBN | Ethanol Ausbeute
[a] [o] | [mg] [mL] [a] [%]

Ps16-85 4.01 16.02 752 100 13.89 69

Ps7-88 2.00 18.00 1001 200 7.79 39

Ps7-96 1.99 18.01 750 100 10.01 50
Ps7-104 2.00 18.04 753 100 10.30 51
Ps5-125 1.00 19.00 752 100 13.14 66
Ps7-131 2.02 18.12 753 100 12.30 61
Ps7-166 2.02 18.22 502 100 8.81 44
Ps7-197 2.01 18.00 77 80 13.4 67
Ps7-494 2.02 18.00 504 40 7.01 35

11.4.1.2 Aminofunktionalisierte Polymere

a) Poly[styroleo-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamidhacti®>*®9

COMU,
TMP
X y + HZN/\/NH—BOC L L N g v
COOH o N/\/NH-Boc

H

Poly(styroleo-acrylsdure) und\N-Boc-Ethylendiamin (Tabelle 16 und Tabelle 17wurdeneinem
Gemisch aus DMF/EtOAc (1:1) gel6st. Die Losung veuaf O °C abgekihlt, die Base und das
Kupplungsreagenz zugegeben, 1 h bei 0 °C und wei#&rh bei RT gerthrt. Nach Filtration und
Zugabe von EtOAc wurde die organische Phase dremtdl M H,SO,, dreimal mit 5%iger NaHCO
und zweimal mit gesattigter wassrigerNaCl-Losungagchen. Die organische Phase wurde separiert,
mit Na,SQ, getrocknet und das Losemittel bei 50 °C unter iakentfernt (gelber Feststoff).

Tabelle 16: Einwaagen und Ausbeute fir die Synthesen
Poly[styrol-co-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid], Teil 1.

Ansatz Poly(styrol-co-acrylsdure) | N-Boc-Ethylendiamin DMF/EtOAC Ausbeute

[a] [mmol] [¢] [mmol] [mL] g1 [%]
Psab-125 5.00 6.25 2.00 12.48 60 544 91
Psa7-88 4.01 4.56 0.80 4.99 60 436 92
Psa7-104 5.02 6.27 2.01 12.55 60 570 95
Psa7-166 4.00 7.22 1.20 7.49 44 454 88
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Psa7-197a 1.00 1.10 0.22 1.37 20 1.06 83
Psa7-197b 5.03 ‘ 5.72 1.04 6.49 100 ‘ 5.45 90
Tabelle 17: Einwaagen und Ausbeute fir die Synthesen
Poly[styrol-co-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid], Teil 2.
Ansatz Base Kupplungsreagenz Kupplungsadditiv

[mL] | [mmol] [0] [mmol] [0] [mmol]

Psa5-125 | TMP | 4.00 3.04 | COMU | 535| 1250 - - -
Psa7-88 | DIEA | 0.90 0.68 DCC 1.07 5.19 | HOBt H,O | 0.68 4.43
Psa7-104 | TMP | 4.00 3.04 | COMU | 5.39| 12.60 - - -
Psa7-166 | NEt; | 1.00 7.21 DCC 1.56 7.56 | HOBt H,O | 1.02 6.64
Psa7-197a| NEt; | 0.20 1.44 DCC 0.33 1.60 | HOBt H,O | 0.18 1.17
Psa7-197b | NEt; | 0.95 6.85 DCC 1.34 6.49 | HOBt H,O | 1.13 7.36

b) Poly[styroleo-N-(2-aminoethyl)acrylamid]-Hydrochlorithach?®®%%

y H EtOACc/HCI y
—_—

5 N/\/NTO\'/ N~ NH2HC!
H H

O
Poly[styrolco-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid] wurde in 1M HCI/Ethylacetat
gelost (siehe Tabelle 18) und fur 15 h bei RT gdrifach Verdampfen des Ldsemittels wurde das
Produkt unter Vakuum getrocknet. Es resultierte Riaglukt als Hydrochlorid (gelber Feststoff). Ein
positiver Ninhydrintest zeigte die Anwesenheit Vaaminogruppen im Produkt.

Tabelle 18: Einwaagen und Ausbeute fir die Synthes®n Poly[styrol-co-N-(2-aminoethyl)acrylamid]-Hydrochlorid.

Poly[styrol-co-N-(2-(tert- 1.7 M HCl/ Ausbeute
Ansatz butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid] Ethylacetat

[a] [mmol] [mL] | [mmol] | [g] | [%]
PA5-125 5.44 6.25 70 119 501 99
PA7-88 4.00 4.56 120 204 3.44 93
PA7-104 5.20 6.27 140 238 452 94
PA7-166 3.00 7.22 120 204 243 96
PA7-197a 1.00 1.10 40 68 087 94
PA7-197b 5.01 5.72 10d 170 461 99
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11.4.2 Synthese der fluoreszierenden Aminosauren
11.4.2.1IN-Methylisatoséureanhydrtf

AA+@6 o\

Eine Mischung aud§l-Methylanthranilsaure (10.00 g, 66.16 mmol) unddtéineisensaureethylester
(19.00 mL, 199.46 mmol) wurde 3.5 h unter Ruckfladsitzt. AnschlieBend wurde das Gemisch auf
RT abgekihlt, Acetylchlorid (5.17 mL, 72.77 mmollgegeben und die flissigen Reagenzien mittels

Destillation entfernt. Das erhaltene Rohproduktdeuaus Ethanol umkristallisiert und unter Vakuum
getrocknet (brauner Feststoff, 9.49 g, 81%).

11.4.2.2N- -FmocN-eMethylanthraniloylt-lysin (nack®)

@\A = ol 9
" Jr O\[( - ~_-COCH O ~_-COOH

y s

NH, O<_NH

N
Eine LOosung audN-Methylanthranilsaure (1.97 g, 13.0 mmol), COMU58.g, 13.0 mmol) und

N,N-Diisopropylethylamin (4.45 mL, 26.1 mmol) in DMB4 mL) wurde 30 min bei RT gerihrt und
dann Fmoa--Lys-OH (4.00 g, 10.9 mmol) zugegeben. Die reswdtide Suspension wurde mit
188 mL DMF verdinnt und fir 15 h bei RT gerdhrt.

Die resultierende Losung wurde filtriert, mit EtOAwersetzt und jeweils einmal mit
gesattigterwassriger NaCl-Lésung, 1 M3D,, 5%iger NaHCG@ 1 M H,SO,und verdinnterwassriger
NaCl-Losung ausgeschiittelt. Die organische Phasdensepariert, Uber NaO, getrocknet und das
Lésemittel unter Vakuum entfernt (gelber Festst®f®, g, 72%).
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11.4.2.3N- -FmocN-e(Boc-Anthraniloyl)+ -lysin (nach®)

0 S
O0._N__COCH
OH H COMU, \ﬂ/ H
N._COOH DIEA (0]

NH, NH-Boc

Eine Losung audN-Boc-Anthranilsdure (3.10 g, 13.07 mmol), COMUG6(b.g, 13.07 mmol) und
N,N-Diisopropylethylamin (4.55 mL, 26.63 mmol) in 94.rMF wurde 30 min bei RT gerihrt und
dann Fmoa--Lys-OH (4.00 g, 10.87 mmol) zugegeben. Die restétide Suspension wurde mit
188 mL DMF verdinnt und fur 14 h bei RT gerihrt.

Die resultierende Losung wurde filtriert, mit 200LmEtOAc versetzt und einmal mit
verdiinnterwassriger NaCl-Losung extrahiert. Diessie Phase wurde abgetrennt und viermal mit je
100 mL und EtOAc extrahiert. Die vereinigten orgahien Phasen wurden jeweils zweimal mit
gesattigterwassriger NaCl-Losung, 1 M,3@,, 5%iger NaHC@ 1 M H,SO, und einmal mit
verdinnterwassriger NaCl-Losung ausgeschuttelt.objanische Phase wurde separiert, ibes58a

getrocknet und das Losemittel unter Vakuum entf@gelber Feststoff, 6.25 g, 98%).

11.4.2.4N- -FmocN-eAnthraniloyld -lysin-Hydrochlorid(naci®)

olj/\/cow o\gj{vcom

EtOAc/HCI
E—

Os_NH Os _NH
% NH-Boc % NH, HCI

N- -FmocN-e(Boc-Anthraniloyl)+-lysin (1.32 g, 2.25 mmol) wurde in 1.7 M EtOAc/H@#16st und
19 h bei RT geruhrt. Das ausgefallene Rohproduktdevuiltriert, der Rickstand mit EtOAc
gewaschen und der Feststoff unter Vakuum getrodkotr Feststoff, 0.88 g, 81%).
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11.4.2.5N- -FmocN-eAcetylanthraniloylt -lysin(nach®)

) )

H H

O. OTN\:/COOH O. O\H/N\:/COOH
o]

H/ AcOAc OH/
_—
(0] NH (0] NH
H
NH, HCI NT(

Zu N- -FmocN-eAnthraniloyli-lysin-Hydrochlorid (1.32 g, 2.25 mmol) wurde Essigreanhydrid
(3.00 mL, 31.71 mmol) gegeben und das Gemisch iR gerihrt. Dann wurde die Losung in
Eiswasser gegeben und der resultierende Niedegscfilimiert, mit Wasser gewaschen und

gefriergetrocknet (weil3er Feststoff, 0.305 g, 75%).

11.4.2.6 7-Methoxycoumarin-4-yl-essigsa(macti®®

OH
O O O 70%H,s0, _O 0.0
+ W
EtO OEt %

o)

~
COOH

Ein Gemisch aus 3-Hydroxyanisol (6.25 g, 50.4 mmalj Acetondicarbonsaurediethylester (11.14 g,
55.09 mmol) in 70%iger $¥$0O, wurde 48 h bei RT gerthrt und dann auf 400 mL B&ser gegeben.
Nach Filtration wurde das Rohprodukt in 5%iger N&b{@elost, filtriert und mit konzentrierter HCI
gefallt. Nach Filtration wurde das Produkt mit Wasgewaschen und anschlieBend gefriergetrocknet
(rétlicher Feststoff, 5.98 g, 60%).

11.4.2.7 7-Methoxycoumarin-4-acetyl-1-Benzotriagaci®%
0] 0__0

_ N _0O 0__0
b SOCl,, THF N
= + N\ _— P j@
N N,
i N
cooH H
o)

Bei 0 °C wurde Thionylchlorid (0.22 mL, 3.0 mmol) einer Lésung von 7-Methoxycoumarin-4-yl-

essigsaure (0.56 g, 2.4 mmol) in 10 mL trockendtfr Gegeben. Das Gemisch wurde 40 min bei
0 °C geruhrt. Dann wurde eine Losung vdiBenzotriazol (1.22 g, 10.2 mmol) in 10 mL trockem
THF zugegeben und 2 h bei RT gerthrt. Das Losdmittede entfernt und 40 mL Dichlormethan
zugegeben. Unldslicher Feststoff wurde durch Fitira entfernt und die Ldésung mit gesattigter
NaCO; (2 50 mL) und gesattigterwassriger NaCl-Losung &0 mL) gewaschen. Das Produkt
wurde unter Vakuum getrocknet (gelber Feststof8 6@, 78%).
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11.4.2.8N- -FmocN-e(7-Methoxycoumarin-4-acetyl)-lysin®"

()
() (o H_
o O O O\[O(N COOH

. H TEA,
O O\”/NVCOOH N MeCN, H,
+ ' D —
0 N,
Y
~0 o o Os_NH
NH, O
0
0

7-Methoxycoumarin-4-acetyl-1-Benzotriazol (0.2110390 mmol) in 15 mL THF wurde zu einer
Lésung von Fmoe-Lys-OH (0.368 g, 1.00 mmol) in 70 mL MeCN® (7:3) und Triethylamin
(141 L, 1.00 mmol) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wuldh bei RT gerthrt. 1 mL einer
6 M HCI-Lésung wurde hinzugefuigt und AcetonitriiteanVakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit
100 mL EtOAc extrahiert und zweimal mit 6 M HCI-Liwy, gesattigterwassrigerNaCl-Lésung sowie
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurdeesepdler NgSO, getrocknet und das Losemittel
unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde nachktistallisieren aus THF erhalten (weil3er
Feststoff, 25 mg, 5%). Der anschlie3ende Ninhydsinvar negativ.

11.4.3 Synthese der Reagenzien zur Verwendung inrdélickchemie
11.4.3.1 Azidoessigsauiré

Br- > cooH —eNa, Ny~ “COOH

Natriumazid (2.57 g, 39.59 mmol) wurde in 110 mL B® 1.5 h bei RT gerthrt. Bromessigsaure
(2.62 g, 18.85 mmol) wurde zugegeben und das Reeigemisch 17 h bei RT gerihrt. Nach Zugabe
von 125 mL HO wurde der pH mithilfevon 2 mL konzentrierter H&UIf 2.5 eingestellt und das
Produkt zweimal mit je 200 mL EtOAc extrahiert. Diereinigten organischen Phasen wurden
dreimal mit je 200 mL gesattigterwassriger NaCl4uig gewaschen. Nach Abtrennung der wassrigen
Phase wurde die organische Phase tUbgb®lagetrocknet und das Losemittel unter Vakuum entfern
(farbloses Ol, 1.46 g, 77%).
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11.4.3.2N- -FmocN-eAzido-L-lysin®"?

S o ()

MeOH, H,0

NaN; + <F3 \> O. «COOH ——— O. _COOH +

;

NH, HCI N3
Da das Zwischenprodukt dieser Reaktion (Triflyazgdplosive Eigenschaften aufweist, wurden funf

FsC. 9 _NH,
d

separate Ansatze jeweils wie folgt durchgefihrt.

Natriumazid (1.45 g, 22.23 mmol) wurde in 4.3 mL 8&&r gel6st und nach Zugabe von 7.2 mL
Dichlormethan, Trifluormethansulfonsaureanhydrid.26l g, 4.45 mmol) langsam zugegeben.
Nachdem 2 h bei RT geruhrt wurde, trennte man djarasche Phaseab und extrahierte die wassrige
Phase jeweils zweimal mit 3.6 mL Dichlormethan. D&reinigten organischen Phasen wurden mit
5%iger NaHCQ gewaschen und das so dargestellt Triflylazid okeitere Aufreinigung im nachsten
Schritt verwendet (ca. 14.4 mL).

Fmoc+.-Lysin-Hydrochlorid (0.90 g, 2.223 mmol), NaHg®@1.87 g, 22.22 mmol) und Cu$%O
(35.5 mg, 0.222 mmol) wurden in 8 mL Wasser und b Methanol gel6st. Triflylazid in
Dichlormethan (14.4 mL) wurde zugegeben und daktreesgemisch 14 h bei RT geruhrt.
Anschlielend wurden alle funf Ansatze vereinigt,s darganische Losemittel unter Vakuum
(100 mbar) entfernt, der Rickstand mit 50 mL Wassgerdiinnt und der pH-Wert mittels
konzentrierter HCI auf den Wert 2 eingestellt. Naeteimaliger Extraktion mit je 100 mL EtOAc
wurden die vereinigten organischen Phasen zweirtajanattigterwassriger NaCl-Losung gewaschen
und Uber NgSO, getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels Saulemmlatographie (Kieselgel,
Laufmittel: Toluol/EtOAc 3:1 + 1% AcOH) gereinigind das Losemittel unter Vakuum entfernt
(gelbliches Ol, 3.876 g, 88%).

11.4.3.3 1,6-Diazidohexafi

B~~~ NaN; DMF
r

Natriumazid (3.96 g, 60.91 mmol) wurde zu einerdnisvon 1,6-Dibromhexan (4.96 g, 20.33 mmol)
in 220 mL DMF gegeben und fir 19 h bei 60 °C getibann wurde 400 mL Wasser zugegeben und

N
\/\/\/\
3 N3

das Produkt dreimal mit je 200 mL Ether extrahi®ie vereinigten organischen Phasen wurden
sechsmal mit je 200 mL Wasser gewaschen, UbeS®lagetrocknet und das Ldsemittel unter
Vakuum (700 mbar) entfernt (farblose Flissigkgi®38 g, 89%).
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11.4.4 Festphasenpeptidsynthese
11.4.4.1 Allgemeine Vorschrift flir die Peptidsyrghe

Die Peptidsynthese erfolgte an einem Mikrowellepidxdem Peptidsynthesizer (Liberty, Discover
von CEM). Es wurde die Festphasenpeptidsynthesegiea unter Verwendung der

Fmoc-Schutzgruppe verwendet. Die Prozesse, die emdhder Synthese ablaufen, sind in den
Abschnitten2 und 11.2.1beschrieben. Im Folgenderdeve die Schritte zur Synthesevorbereitung

detailliert erlautert.

a) Standardprotokoll fur die SPPS
Je nach gewinschter Sequenz wurden die bendtiggaigeRzien wie folgt vorbereitet. Aus der

Harzbeladung und der Gréf3e des gewahlten Ansatzedevdie bendtigte Menge an Harz wie folgt
berechnet:

Beispiel:N-Fmoc-Gly-Wang-Harz

AnsatzgrofRRe: 0.1 mmol Harzmenge =

Harz Beladung: 0.65 mmol/g

Das Aminosaure-beladene Harz wurde 1 h vor Reaieginn durch Zugabe von DMF
gequollen.Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wueihe 5%ige Piperazinldsung in DMF
hergestellt. Fur jeden Kupplungsschritt wurde @i Losung der gewlinschten Fmoc-Aminoséure in
DMF bereitgestellt. Als Aktivator diente eine 0.5 IMsung eine Gemischs va@t(1H-Benzotriazol-
1-yh-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU) und Ethyl-2-cyano-2-
(hydroxyimino)acetat (Oxyma Pure) in DMF (siehe 218d 2.10). Als Aktivatorbase wurde eine
2 M N,N-Diisopropylethylamin (DIEA)-L6sung ilN-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) verwendet.

Fur die Synthese der gewiinschten Peptidsequenzewdiedin Tabelle 19angegebene Menge an
entsprechenden Aminosaurelésungey) bergestellt. AuRBerdem wurden die restlichen irbella
19angegebenen Reagenzien-Mengen mit der Anzahérdbaltenen Aminosaurem)(multipliziert,

um so die benétigten Gesamtmengen zu erhaltenstEauibeachten, dass die erste (C-terminale)
Aminosaure in dieser Rechnung nicht mit einflieff, in allen Synthesen mit vorbeladenem Harz
gearbeitet wurde. Bei gewiinschter Entfernung deod-@ruppe an der N-terminalen Aminosdure

muss ein weiterer Entschitzungsschritt eingerechasden ( + 1).

Tabelle 19: Einwaagen pro eingesetzter Aminosaure un@desamtmenge bei verschiedenen AnsatzgrofZen.

Reagenzienmenge bei
Reagenzien entsprechender Ansatzgréf3e Gesamtmenge
0.1 mmol 0.5mmol | 1 mmol
0.2 N Fmoc-Aminosaure in DMF 2.5 mL 10 mL 15 mL n=n
5%ige Piperazinlésung in DMF 14 mL 30 mL 40 mL nodern+1
0.5 M HBTU/Oxyma Pure in DMF 1mL 4 mL 6 mL n
2 M DIEA in NMP 0.5 mL 2 mL 3mL n
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Beispielsequenz: M-GKyc.GFFKon,G-OH (0.1 mmol) (Fmoc-Gly-beladenes Harz + Entsziniig)
- Vorbeladenes Harz (Beladung: 0.65 mmol/g 0.154 g Harz
- Aminoséauren: 5, 2F, 1Ky, 1Kpny, N=6
- Reagenziem+1 Dep,n Ac,n AcB;n=6
- 5mLG,5mLF, 2.5mML k2.5 mL Koy,
- 98 mL5%ige Piperazinlésung in DMF, 6 mL0.5 M HBTHIDBt in DMF, 3 mL 2 M DIEA in
NMP

Bei VergrolRerung des Mal3stabes mussten die Merrgediyglus,wie in Tabelle 19gezeigt, angepasst
werden. Nach beendeter Vorbereitung der Reagenzigrien diese an den Peptidsynthesizer

angeschlossen. Details der Synthese sind in Abls¢hand 11.2.1 erlautert.

Nach erfolgter Reaktion wurde das peptidbeladene filiriert und mit Dichlormethan gewaschen.
Zur Abspaltung des Peptids vom Harz wurde das Rtadit einem Gemisch aus Trifluoressigsaure,
Triisopropylsilan und KO im Verhéaltnis 95:2.5:2.5 versetzt und 7 h bei B&schuittelt. Nach
Abfiltrieren des Harzes wurde das Filtrat unter Mak eingeengt und das gewiinschte Peptid durch
Zugabe von kaltem Diethylether ausgefallt, zengiat (3 min, 9000 rpm) und der Uberstand
abdekantiert. Der Bodensatz wurde noch zweimaemsalben Weise mit kaltem Ether gewaschen und
das Produkt unter Vakuum getrocknet. Es resultieite Feststoff. Die Produktcharakterisierung
erfolgte mittels MALDI TOF-MS,*H- und **C-NMR-Spektroskopie. Die Produktreinheit wurde

mittels HPLC verifiziert.

Nach dieser Vorschrift wurden die hier aufgefihrRaptide sowohl in geschiitzter(Fmoc-Peptid) als
auch in entschitzter Form {N-Peptid) synthetisiert. Da die NMR- und die Masgmktren bis auf
den Unterschied, der auf die Schutzgruppe zurtdkezeh war, identisch waren und auch die
Ergebnisse der HPLC keine signifikanten Untersahiegrgab, wird hier jeweils nur die
Charakterisierung einerKomponente aufgefihrt. Digjeschitzten Peptide wurden aufgrund der
besseren Lo6slichkeit fur die enzymatischen Spa#texgerimente des freien Peptids verwendet, die
geschutzten Peptide wurden zur weiteren Synthes&agugate und Nanopartikel eingesetzt. Fur
den Einsatz in Click-Reaktionen wurden ausschiigl@intschiitzte Peptide verwendet.

Bei der Synthese der -Peptide wurdeN-a-FmocN- -Methyltrityl-L-lysin eingesetzt’ Nach der
Anbindung der Aminoséure an das Harz wurde es emtren, filtriert und mit DCM gewaschen.
Danach wurde das Harz dreimal fur jeweils zwei Memumit 1% TFA in DCM behandelt, filtriert
und mit DCM gewaschen. Nach dieser Behandlung wdedeHarz wieder an den Peptidsynthesizer
angeschlossen und im nachsten ReaktionssdiBbc-Anthranilsdure eingesetzt. Danach lief die

Peptidsequenz wie bereits beschrieben weiter.
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Die Analytik der synthetisierten Peptide GFF-OH,tBRFYyG-OH, AntRQLRVVGGY,G-OH,
Y NGFFKyG-OH, YNQRRKy,G-OH, YnNRGFFPKG-OH, YnGFFKyanG-OH,
H,"*N-GYNGFFKyanG-OH, GKuanRQLRVVGGY\G-OH, H"*N-GKycaGFFKpnG-OH,
H,""N-GKuc:RQLRVVGGKp,,,G-OH, Ns-CHy-NH-K c:RQLRVVGGKppK n2G-OH und
Praku..RQLRVVGGKp,Pra-G-OH kann an Abschnitt 13.5 nachvollzogen werde

11.4.5 Synthese der Peptid-Polymer-Konjugate
11.4.5.1 (PS0-PAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc

DCC,
Y NH, HCI + & OB Y
O N NH2 Fmoc-HN }OH NH-Phe-Phe-Gly-Fmoc
H NH HN— ONT ’

O <
Poly[styrol-co-N-(2-aminoethyl)acrylamid]-Hydrochlorid §?-166, 1.75 g, 2.71 mmol NH,
Fmoc-GFF-OH (1.63 g, 2.76 mmol) und HAGBO (0.40 g, 2.93 mmol) wurde in einem
DMF/EtOAC/THF-Gemisch geldst. Zur LOsung wurdl,N-Diisopropylethylamin (0.5 mL,
2.90 mmol) und DCC (2.90 g, 2.90 mmol) in EtOAc eggben und 14 h bei RT geruhrt. Das

ausgefallene Harnstoffaddukt wurde mittels Filtatentfernt. Nach erfolgter Phasenseparation durch

X

Zugabe von gesattigterwassriger NaCl-Losung wutideodganische Phase abgetrennt und mit 1 M
H,SO,, Wasser, 5%iger NaHGQund nochmals Wasser gewaschen. Die organischee Rinaslie
separiert, mit Ng&5O, getrocknet und das Losemittel unter Vakuum entfemeil3er Feststoff, 3.14 g,
949%). Ein negativer Ninhydrintest zeigte eine gilative Kupplung.

11.4.5.2 (PS0-PAA)-C,H,-NH-FFG-NH,(nach*)

TAEA,
X y NH-Phe-Phe-Gly-F ﬂ» y
o H/\/ -Phe-Phe-Gly-Fmoc o H/\/NH—Phe—Phe—GIy—NHZ

(PS€0-PAA)-C,Hi-NH-FFG-Fmoc (250 mg, 0.22 mmol Fmoc) wurde in THgelost,
Tris(2-aminoethyl)amin (3.3 mL, 22 mmol) zugegels 1 h bei RT gerihrt. Dann wurden 32 mL
Phosphatpuffer (pH 5.5) zugetropft und das ausgeflodukt abzentrifugiert. Nach Abdekantieren
des Uberstands wurde das Produkt in 10 mL THF geldd erneut mit Tris(2-aminoethyl)amin
(3.3 mL, 22 mmol) versetzt und 1 h bei RT geriib&nn wurde 32 mL Phosphatpuffer (pH 5.5)
zugegeben und das ausgefallene Produkt abzengnifuglach Abdekantieren des Uberstands wurde
das Produkt in 8 mL THF geldst und erneut mit 35 Rtosphatpuffer (pH 5.5) ausgefallt. Nach
erneuter Durchfihrung dieser Reinigungsprozedur SninL THF und 25 mL Puffer wurde das
Produkt mit 25 mL Wasser gewaschen, zentrifugiabiclekantiert und gefriergetrocknet (weilRes
Pulver, 113 mg, 56%).
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11.4.5.3 (PS0-PAA)-CoH,-NH-GKyanFFG Yy (*N)G-Fmoc

COMU,

y y
ON e NH, HCI + HOOC—GKMamFFGYN(15N)G-Fmoc E» o N/\/ NH-GKMamFFGYN(15N)G-FmOC
N H

Poly[styrol-co-N-(2-aminoethyl)acrylamid]-Hydrochlorid ¢7-104, 342 mg, 0.45 mmol NH und
Fmoc-{°N)GY\GFFKyanG-OH (530 mg, 0.45 mmol) wurden in einem Gemisch BIMF/EtOAc
geldst und auf 0 °C abgekihlt.2,4,6-TrimethylpymidD.29 mL, 1.80 mmol) und COMU (386 mg,
0.90 mmol) wurden zugegeben und die Losung 1 B B€i gertihrt. Nach weiteren 3 h Ruhren bei RT
wurde EtOAc zugegeben. Die organische Phase wuvdamal mit 1 M HSQ,, zweimal mit 5%iger
NaHCGQ, einmal mit gesattigterwassriger NaCl-Losung umdmal mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde separiert, mig9@y getrocknet und das Losemittel unter Vakuum entfern
(gelber Feststoff, 0.73 g, 83%). Ein positiver Nidhintest zeigte die Anwesenheit von

Aminogruppen.

11.4.5.4 (PS0-PAA)-CoH,-NH-GK o FFG Yy G-""NH,

X AEA X

y
15 y
o H/\/NH'GKMantFFGYN( N)G-Fmoc ———» o N/\/NH_GKMamFFGYN(15N)G_NH2

(PS€0-PAA)-C,H,-NH-GKpyanFFG Ya(**N)G-Fmoc (250 mg, 0.16 mmol Fmoc) wurde in THF geld
Tris(2-aminoethyl)amin (2.4 mL, 16 mmol) zugegeherd 1 h bei RT gerihrt. Dann wurde das
Produkt in 30 mL Phosphatpuffer (pH 5.5) eingettopbmit ausgeféllt und abzentrifugiert. Nach
Abdekantieren des Uberstands wurde das Produkt . miL THF gelést und erneut mit
Tris(2-aminoethyl)amin (2.4 mL, 16 mmol) versetatul h bei RT geriihrt.

Dann wurde das Produkt in Phosphatpuffer (pH 5iBpetropft und der ausgefallene Feststoff
abzentrifugiert. Nach Abdekantieren des Uberstamdsde der Feststoff in 5 mL THF gelost, mit
Phosphatpuffer (pH 5.5) ausgeféllt und abzentrétigi Nach erneuter Durchfihrung dieser
Reinigungsprozedur mit Puffer sowie Wasser wurde Eeodukt gefriergetrocknet (gelbes Pulver,
166 mg, 77%).

11.4.5.5 (PS0-PAA)-C,H,-NH-GKp, FFGKye.G(°N)-Fmoc

COMU,
x ]y 15 TMP y
N~ NHz HCI + HOOC-GKpnpFFGKya("*N)G-Fmoc - ——— N NH-GKpnpFFGKyea(**N)G-Fmoc
H H

Poly[styrol-co-N-(2-aminoethyl)acrylamid]-Hydrochlorid {#-104, 259 mg, 0.342 mmol NHund
Fmoc-(°N)GKyGFFKp,,G-OH (458 mg, 0.341 mmol) wurden in einem Gemischs a
DMF/EtOAC/THF gelost und auf 0 °C abgekihlt. Dannrde 2,4,6-Trimethylpyridin (0.22 mL,
1.38 mmol) und COMU (0.296 g, 0.692 mmol) zugegelmeh 1 h bei 0 °C gerlhrt. Nach weiteren 3 h
bei RT wurde EtOAc zugegeben. Die organische Phasde einmal mit gesattigterwassriger NaCl-

Losung, zweimal mit 1 M k80, einmal mit geséttigter, wassriger NaCl- Losunggeiznal mit
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5%iger NaHCQ, einmal mit 1 M HSQ, und einmal mit Wasser gewaschen. Die organisclasd”h
wurde separiert, mit N&O, getrocknet und das Lésemittel bei 50 °C unter \akwentfernt (gelber
Feststoff, 705 mg, 98%).

11.4.5.6 (PS0-PAA)-C,H,-NH-GKpn FFGKyearG-"NH,

THF,

x Ty
N NH-GKonpF F GKyyea("N)G-NH;

y TAEA
O N NH-GKpnpFFGKyeq(1N) G-Fmoc————~
H
H

(PS€0-PAA)-C;H,-NH-GKpnFFGKyeG-(*°N)-Fmoc (250 mg, 0.118 mmol Fmoc) wurde in 10 mL
THF gelést. Nach Zugabe von Tris(2-aminoethyl)amiih77 mL, 11.8 mmol) wurde das
Reaktionsgemisch 1 h bei RT gerthrt. Dann wurdeRtaslukt in 30 mL Phosphatpuffer (pH 5.5)
eingetropft, somit ausgefallt und abzentrifugiedach Abdekantieren des Uberstands wurde das
Produkt in 7.5 mL THF gel6st und erneut mit Trig¢@inoethyl)amin (1.77 mL, 11.8 mmol) versetzt
und 1 h bei RT gerthrt. Dann wurde das Gemischhiosphatpuffer (pH 5.5) eingetropft und das
ausgefallene Produkt abzentrifugiert. Nach Abdekasn des Uberstands wurde das Produkt in wenig
THF geldst, mit Phosphatpuffer (pH 5.5) ausgefaitd abzentrifugiert. Nach erneuter Durchflihrung
dieser Reinigungsprozedur mit Puffer sowie mit Véasgurde das Produkt gefriergetrocknet (gelbes
Pulver, 137 mg, 61%).
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11.4.6 Synthese vernetzter Polymernanopartikel imverser Miniemulsion
11.4.6.1 Synthese enzymatisch spaltbarer Nanophi&r 1.Generation - (P&-PAA)-GFF-NH-
C,H,-(PS€o-PAA)-Nanopartikel

HBTU, HOBE,

DIEA
O 'NH-C,H4-NH-FFG-NHy ———— 0] GFF NH-C,H4-N

a) Einphasenreaktion

Poly(styrol€o-acrylsaure) (E7-166, 15.5 mg, 17.6mol COOH), (PSz0-PAA)-C,H,;-NH-FFG-NH,
(24.2 mg, 17.6 mol NH,), HOBtH,O (17.2 mg, 112.4 mol) und HBTU (42.6 mg, 112.4mol)
wurden in 440 L DMF und 70 L N-Methyl-2-pyrrolidon geldstN,N-Diisopropylethylamin (154L,
898.8 mol) wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch dachfitteln homogenisiert. Die Probe
wurde dann 14 h bei RT stehen gelassen, wobei I@efig eintrat. Die Probe wurde mit DMF,®}
THF, H,0O, THF, NaHCQ und HO gewaschen und jeweils abdekantiert. AnschlieRemdle das
Produkt gefriergetrocknet (oranger Feststoff, 37 &&%6).

b) Reaktion in Miniemulsion

Fur die disperse Phase wurde Poly(stpmhcrylsaure) (E7-166, 15.5 mg, 17.6 mol COOH),
(PS<€o-PAA)-C,H-NH-FFG-NH; (24.2 mg, 17.6 mol NH,), HOBtH,O (17.2 mg, 112.4mol) und
HBTU (42.6 mg, 112.4mol) in 440 L DMF und 70 L N-Methyl-2-pyrrolidon geldst. Dann wurden
1.53 mL der kontinuierlichen Phase, bestehend adsger P(B/Eb-EO)-Losung in Isooctan,
zugegeben. Das Gemisch wurde %2 h vorhomogeniaigthlieRend unter Eiskiihlung mit Ultraschall
behandelt (1/8* Spitze, 70% Amplitude, 3 min Scteill 5 s Puls, 5 s Pause) und dann mit
N,N-Diisopropylethylamin (154 L, 898.8 mol) versetzt. Die Probe wurde 14 h bei 75 °C geriih

Dann wurde 8.5 mL 0.3%ige SDS Losung zugegeben, Mporhomogenisiert und erneut mit

Ultraschall behandelt (1/2* Spitze, 70% Amplitu®min Schallzeit, 5 s Puls, 5 s Pause). Isooctan
wurde verdampft, indem die Proben offen 48 h beiG@%m Olbad geriihrt und immer wieder mit®
aufgefullt wurden. Zur Reinigung der Dispersion deirdie Probe dialysiert (Membranporengréi3e:
14000 g/mol). Die PartikelgréRe wurde vor und ndehn Dialyse bestimmt und mit REM-Bildern
verglichen. Nachdem ein Teil der Probe gefriergétnet wurde, wurde der Erfolg der Vernetzung
mittels HPLC und®N-Festkérper-NMR-Spektroskopie untersucht.
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11.4.6.2 Synthese enzymatisch spaltbarer Nanophirtiter 2.Generation - (P&-PAA)-
GYNGFFKuanG-NH-GH,-(PS€0-PAA)-Nanopartikel

X y X y COMU,
+ DIEA < LY v X
d 0" "NH-CoHy-NH-GKyantFFGYNG-"SNH, ————>
OH 24 Mant™ PO TN 2 O TNH-GY\GFFKyaniG-NH-CoHg-NH™ 0

a) Einphasenreaktion

Poly(styroleo-acrylsdure) (E7-104, 92.1 mg, 107.9 mmol COOH), (B&PAA)-C,H;-NH-
GKyanFFGYNG-"NH, (156 mg, 107.9 mmadfNH,) und COMU (238.0 mg, 539.7 mmol) wurden in
2.71 mL DMF und 0.43 mLN-Methyl-2-pyrrolidon geltstN,N-Diisopropylethylamin (0.47 mL,
4.32 mol) wurde zugegeben und das Reaktionsgentisoth Schitteln homogenisiert. Die Probe
wurde dann 12 h bei RT stehen gelassen, wobei [Getfly eintrat. Die Probe wurde mit DMF,®j,
THF, H,O, THF, NaHCQ und HO gewaschen und jeweils abdekantieren. Anschliefdende das
Produkt gefriergetrocknet (oranger Feststoff, 17) &5%).

b) Reaktion in Miniemulsion

Fur die disperse Phase wurde Poly(stpmhcrylsaure) (F7-104, 15.0 mg, 17.6 mol COOH),
(PS€0-PAA)-CH,-NH-GKyanFFGYNG-"NH,(25.5 mg, 17.6 mol *NH,) und COMU (37.6 mg,
87.8 mol) in 440 L DMF und 70 L N-Methyl-2-pyrrolidon geldst. Dann wurden 1.53 mLrde
kontinuierlichen Phase, bestehend aus 1%iger PYEFB)-LOsung in Isooctan, zugegeben. Das

Gemisch wurde ¥ h vorhomogenisiert, anschlie3erntéruBiskihlung mit Ultraschall behandelt
(1/8" Spitze, 70% Amplitude, 3 min Schallzeit, 5 Buls, 5 s Pause) und dann mit
N,N-Diisopropylethylamin (120L, 698 mol) versetzt. Die Probe wurde 12 h bei RT gerihrt.

Dann wurden 8.5 mL 0.3%ige SDS Lo6sung zugegeberh) ¥srhomogenisiert und erneut mit
Ultraschall behandelt (1/2" Spitze, 70% Amplitu@min Schallzeit, 5 s Puls, 5 s Pause). Isooctan
wurde verdampft, indem die Proben offen 48 h beiGim Olbad geriihrt und immer wieder mif®
aufgefullt wurden. Zur Reinigung der Dispersion deirdie Probe dialysiert (Membranporengréi3e:
14000 g/mol). Die PartikelgroRe wurde vor und ndehn Dialyse bestimmt und mit REM-Bildern
verglichen. Nachdem ein Teil der Probe gefriergdtnet wurde, wurde der Erfolg der Vernetzung
mittels HPLC und°N-Festkdrper-NMR-Spektroskopie untersucht.
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11.4.6.3 Synthese enzymatisch spaltbarer Nanophbrtiter 3.Generation - (P&-PAA)-
(**N) GKcaGFFKpnG-NH-CH,-(PS€o-PAA)-Nanopartikel

. y X y Ccomu,
+ DIEA < LY X
o O “NH-CyH4-NH-GKppoFFGKycaG-"PNHy—————»
OH 214 Dnpr 2K e O T5NH-GKycaGFFKpppG-NH-CoHy-NH O

a) Reaktion in Miniemulsion

Fur die disperse Phase wurde Poly(stgmbcrylsaure) (E7-104, 13.1 mg, 14.6 mol COOH)
(PS€0-PAA)-C,H,-NH-GKp FFGKyeG-"NH, (38.0 mg, 14.6 mol **NH,) und COMU (31.8 mg,
73.1 mol) in 557 L DMF und 58 L N-Methyl-2-pyrrolidon gelést. Dann wurden 1.85 mLrde
kontinuierlichen Phase, bestehend aus 1%iger PHEFE)und 1%ige RFF-Losung in Isooctan,

zugegeben. Das Gemisch wurde ¥ h vorhomogeniaigthlieRend unter Eiskiihlung mit Ultraschall
behandelt (1/8" Spitze, 70% Amplitude, 3 min Scteitl 5 s Puls, 5 s Pause) und dann mit
N,N-Diisopropylethylamin (120L, 698 mol) versetzt. Die Probe wurde 15 h bei RT gerihrt.

Dann wurden 8.6 mL 0.3%ige SDS Ldsung zugegeberh ¥mrhomogenisiert und erneut mit
Ultraschall behandelt (1/2" Spitze, 70% Amplitu@min Schallzeit, 5 s Puls, 5 s Pause). Isooctan
wurde verdampft, indem die Proben offen 48 h b&C7isn Olbad geriihrt und immer wieder mi®
aufgefullt wurden. Zur Reinigung der Partikel wurde Probe dialysiert (Membranporengrofie:
14000 g/mol). Die PartikelgroRe wurde vor und ndehn Dialyse bestimmt und mit REM-Bildern
verglichen. Nachdem ein Teil der Probe gefriergsnet wurde, wurde der Erfolg der Vernetzung
mittels HPLC und®N-Festkdrper-NMR-Spektroskopie untersucht.
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11.4.6.4 Synthese enzymatisch spaltbarer Nanophrtigr 4.Generation - W$.RGLRVVGGKpn,

Nanokapseln
a) Einphasenreaktion

— N:N
N3/\/\/\/N3 + = \\_// — —F,P\/\/\/N\)\Q\(/:k\j/
n

1,4-Diethinylbenzol (3.75 mg, 29.7 umol), CUBMDETA (1 mg, 25.2 mg) und 1,6-Diazidohexan
(5 mg, 29.7 pmol) wurden in 0.6 ml DMSQ-delost und entgast, indem fir 20 min Argon

durchgeleitet wurde. Zinn(ll)-2-Ethylhexanoat (409, 12.1 pmol) wurde vorgelegtentgast, indem fur
20 min Argon durchgeleitet wurde, und die ersteunds zugegeben. Die Reaktionslésung wurde
anschlie3end 19 h bei 50 °C geruhrt.

b) Reaktion in Miniemulsion

A Z /N/ N

N ///\PraPraRQLRWGGPraPra/\\\ . N\\N\ ([ NM
\Nij/\PraPraRQLRWGGPraPraA[':;\N_\_\%»

Pra-RQLRVVGGPraG (20.0 mg, 13.93 umol) wurde in 250 DMF gel6st und 50 | O.9%ig;,
wassrige NaCl-Lésung zugegeben. Zu dieser LésunglevCuBs/PMDETA (0.8 mg, 2.02 umol)
gegeben (innere Phase). Fur die duRere Phase WjGdgiazidohexan (11.0 mg, 65.40 pmol) in
1%iger P(B/Eb-EO)-L6sung in 2.7 g Cyclohexan geldst. Die aufl¥érase wurde zur inneren
gegeben, das Gemisch mit Ultraschall behandelt @p&ze, 70% Amplitude, 3 min Schallzeit, 5 s
Puls, 10 s Pause) und anschliel3end entgast, irigte20 imin Argon durchgeleitet wurde.
Zinn(ll) 2-Ethylhexanoat (4.9 mg, 27.15 umol) wund®rgelegt, entgast und unter Luftausschluss die
Miniemulsion zugegeben. Die Dispersion wurde ansBleind 24 h bei 50 °C geruhrt und dann die
PartikelgréRe bestimmt.
AbschlieRend wurden 9 mL 0.3%ige SDS Ldsung zugagely2 h vorhomogenisiert und erneut mit
Ultraschall behandelt (1/2“ Spitze, 70% Amplitud®,min Schallzeit, 5 s Puls, 10 s Pause). Im
Anschluss wurde die Dispersion offen bei 24 h @i°€ gerthrt. Dann wurde die Partikelgrofle

bestimmt und mit REM-Bildern verglichen.
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12. Zusammenfassung/Summary

12.1 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit legt, im Rahmen eines interdisziplemarBMBF Projekts, die Grundlage fur eine
neuartige Friherkennungsmethode fir Prostatakrélosgehend von der Idee, einen sensitiv
detektierbaren, hydrophilen Farbstoff in selektigpsin-spaltbare Kapseln einzubringen, wurde ein
Modellsystem erarbeitet. Als Zielsubstrat fir Hepsivurde die Peptidsequenz RQLRVVGG
verwendet. Basierend auf dem hier entwickelten Mddmnte in Zukunft eine Detektion von Hepsin
und damit von Prostatakrebs im Friihstadiuwivo erfolgen.

Um das Konzept der Enzymspaltbarkeit zu zeigenlemspolbasierend auf einem Modellsystem,
enzymatisch-spaltbare, polymere Nanopartikel urapskln dargestellt werden. Durch diesen dualen
Ansatz von Partikeln und Kapseln ist es moglichyad hydrophobe als auch hydrophile Substanzen
einzubetten, um das mdgliche AnwendungspotentialArtfang an sehr breit zu gestalten.

In dieser Arbeit konnte die Synthese von vier Gatenen spezifisch Protease-spaltbarer,
hydrophober Nanopartikel gezeigt werden. Die EnzyRepsin und Trypsin, die selektiv die
Peptidsequenz GFF spalten, wurden als ModellenZyimdas im Prostatakarzinom Uberexprimierte
Hepsin eingesetzt.

Als Ausgangspolymer diente Poly(styimd-acrylsaure), das in freier radikalischer Polymegitn
hergestellt wurde. Das Copolymer konnte mit Molekgéwichten zwischen 8500 und 49400 g/mol
und 5, 7 und 16% Sé&urefunktionalisierung synthatisiverden. In einer polymeranalogen Reaktion
wurden die Saurefunktionen mit einfach Boc-gesdkitizEthylendiamin umgesetzt und durch saure
Entschitzung Aminogruppen erhalten. Die resultideanaminofunktionalisierten Polymere wurden
unter Einsatz der Uber Jahrzehnte entwickeltergekiflen Peptidkupplungschemie mit Enzym-
spaltbaren Peptiden gekuppelt, um dadurch defenkeptid-Polymer-Konjugate zu erhalten.

Als enzymatisch spaltbarer Teil des Konjugats, wwardmithilfeder Festphasenpeptidsynthese
(SPPS)Peptide synthetisiert, die auf der Pepsiltbgran Sequenz GFF basierten. Die
Charakterisierung der Peptide erfolgte mittes, **C-NMR-Spektroskopie, MALDI TOF-MS und
HPLC. AuRerdem wurde eine intensive Analyse dertt@separameter der SPPS durchgefiihrt und
ihre Auswirkung auf Reinheit und Ausbeute der RBptstudiert. Aus den Polymeren und dem
Peptidwurden  Peptid-Polymer-Konjugate  hergestelltnd u daraus  mithilfedes inversen
Miniemulsionsprozesses Nanopartikel formuliert. Binthese der Nanopartikel erfolgte durch eine
stufenweise Entwicklung Uber vier Generationen.

In der 1. Generation dieser Nanopartikel wurde F@6E-OH mittels DCC an das
aminofunktionalisierte Polymer gebunden. Die enfeighe Anbindung wurde mittef$-, *C- und
DOSY-NMR-Spektroskopie nachgewiesen. Fur die Erkluitg einer effektiven Strategie, die Fmoc-
Gruppe in LOsung zu entfernen, wurde die Base Z-asfinoethyl)amin verwendet, um
(PS€0-PAA)-C,H,-NH-FFG-NH,, ein neuartiges Peptid-Polymer-Konjugat,herzustelDas System

konnte in DMF-Tropfchen einer inversen Miniemulsionit dem saurefunktionalisierten Polymer
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zuPartikeln im Bereich von 200 nm umgesetzt werdgsi. der anschlieRenden Behandlung der
Dispersion mit Trypsinergaben sich durch die Analgsttels PCCS Hinweise auf eine enzymatische
Spaltung. Da mit dem vorliegenden System die Spgltaber nicht eindeutig nachgewiesen werden
konnte, musste eine Moglichkeit zursitu-Detektion der enzymatischen Spaltung eingefihrtese,

um so das vorliegende System weiterzuentwickeln.

Aus diesem Grund wurde in der 2. Generation das-Béftid mittels eines FRET-Paares, bestehend
aus Anthranilsdure (Donor) und-Fmoc-3-Nitrot-Tyrosin (Akzeptor), so modifiziert, dass eine
enzymatische Spaltung durch einen Anstieg der ERrEMzintensitat detektiert werden konnte. Dabei
wurden die Komponenten des FRET-Paars zu beideenSder Spaltungssequenz eingebaut. Das
FRET-Prinzip wurde anhand der Spaltung des Pepiidsisung gezeigt und somit der Erhalt der
Enzymerkennung trotz der Modifikation demonstridvtithilfe dieser Methode konnte auch die
Hepsin-Spaltbarkeit der Sequenz RQLRVVG gezeigtderer Fir den Erhalt grof3erer synthetischer
Flexibilitdt wurde das Fluorophor Uber einen Lykinker an das Peptid gebunden. Damit wurde ein
universell, in der SPPS einsetzbares Fluorophaltern Um Nebenreaktionen zu vermeiden, musste
die Aminogruppe der Anthranilsdure fir weitere Sgsen geschitzt werden. Da durch Acetylierung
die Fluoreszenz unterdriickt wurde, wurde Methyhgrals Schutz gewahlt.Somit konme -Fmoc-
N-eMethylanthraniloyle-lysin dargestellt und in der Peptidsynthese angeee werden. Zum
Nachweis der Vernetzung der spateren  Nanopartikelurdev  zusatzlich  eine
®N-markierte Aminosaure (Fmo&3{)-Glycin) am N-Terminus der Peptide eingebaut, dia
Reaktion des Amins zu einem Amid zu verfolgen. Smrikte erfolgreich das Peptid Fmoc-
(*N)GYNGFFKyanG-OH  synthetisiert werden. Nach Kupplung des Psptidin das
aminofunktionalisierte Polymer wurde erneut ein tifuhktionales Peptid-Polymer-Konjugat
erhalten. Nach Entschiitzung d&N-markierten Aminogruppe konnte die Vernetzung ber
Partikelbildung durch die Reaktion dB&bl-Amins zu einem®N-Amid mittels *°N-Festkérper-NMR-
Spektroskopie nachverfolgt werden. Die Charakienigsig der Dispersion erfolgte unter anderem
durch PCCS und REM. DieDurchmesser der PartikeDispersion wurden damit als 235 nm
bestimmt, die Spaltung der Partikel durch Trypsimite durch das FRET-Label Gber einen Anstieg
der Fluoreszenzintensitat nachgewiesen werdeniddam Laufe der Synthese herausstellte, dass das
gewahlte Fluorophor zu Nebenreaktionen neigt, wundeh einer Alternative gesucht. Bei der
Synthese der 2. Generation wurde auRerdem COMUeféiktives Kupplungsreagenz eingesetzt,
dessen Nebenprodukte durch einfache, wéassrigekrimaentfernt werden konnten.

Als Weiterentwicklung wurden enzymatisch spaltbidemopartikel der 3. Generation erhalten. Dazu
wurde ein FRET-Paar ohne freie funktionelle Gruppémgesetzt, um definierte Nanopartikel zu
synthetisieren und die enzymatische Spaltung detekt zu kdnnen. Es wurde eine Syntheseroute fur
das ndétige Fluorophdi- -FmocN-e(7-Methoxycoumarin-4-acetyl)-lysin gesucht, um schlie3lich
das Peptid FMoc-N)GKuGFFKo,G-OH zu synthetisieren. Die Synthese des entspneleme
Peptid-Polymer-Konjugats und dessen Entschitzummtikoin sehr guten Ausbeuten durchgefiihrt
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werden. Mittels HPLC und DOSY-NMR-Spektroskopie deiverifiziert, dass in den Partikeln kein
freies Peptid mehr vorhanden war. Nach Umsetzumsgkamjugats mit dem saurefunktionalisierten
Polymer in inverser Miniemulsion konnte erneut gérnetztes Polymer in nanopartikularer Form
erhalten und zusatzlich ein hydrophober Farbstoffie Partikel eingebettet werden. Die Vernetzung
bei der Partikelbildung konnte erneut durch die kRea desN-Amins zu einemN-Amid mittels
>N-Festkorper-NMR-Spektroskopie nachverfolgt und al90% quantifiziert werden.Die 230 nm
groRen Partikelwurden anschlieRend mit Trypsin bebk und die enzymatische Spaltuimgsitu

nachgewiesen.

Um das Ziel des Projektes zu erreichen, wurded.aBeneration Nanokapseln mit einem hydrophilen
Farbstoff im Kern synthetisiert. Aufgrund der fuiokiellen Gruppen in der Zielsequenz
ROLRVVGGwurde dazu die chemoselektive [1,3]-dipelarCycloaddition (Click-Reaktion)
eingesetzt. Um dies zu realisieren, wurde die agbifazido- bzw. propargylfunktionalisierte, Hepsin-
spaltbare Sequenz synthetisiert und mit einem wgkibzw. azidofunktionalisiertenMonomer in
inverser Miniemulsion umgesetzt. Durch Gelbildungr dnneren Phase war es schwierig, stabile
Dispersionen zu erhalten. Somit war es nur moglioken Hinweis auf die Bildung von Nanokapseln
mittels PCCS zu erhalten. Obwohl die ersten Syetheleses Systems vielversprechende Ergebnisse
lieferten, muss die Synthese noch weiter optimiggtden, um die Kapselwand undurchléassig zu
gestalten.

Neben dem Potential,dieses Modellsals Grundlageifi@g neuartige Methode der Friiherkennung des
Prostatakarzinoms zu nutzen, kann das Konzept &®tepaltbarer Nanopartikel allgemeiner
angewendet werden. So konnten auf diese oder BbBnNWeise eine Vielzahl an medizinisch
relevanten Enzymen detektiert werden. Potentieltergssante Enzyme, die z.B. in der
Krebsentstehung involviert sind, sind neben HepgihaCathepsin D oder Matrix-Metalloproteasen.
Des Weiteren sind Proteasen, wie Proteinase K Bdmrase E, die von Bakterien sekretiert werden,
von Interesse, da so antibiotikaresistenten Badtdri entziindlichem Gewebe nachgewiesen werden

kdnnten.

12.2. Summary and outlook

This work,embedded in an interdisciplinary BMBF jeat, provides the basis for a new early
detection method for prostate cancer. A model systgas designed, based on the idea of
incorporating a sensitively detectable,hydrophdige in selectively hepsin-cleavable nanocapsules.
Within the capsule, the fluorescence of the dyeligeenched due to its high concentration. Upon
cleavage of the capsule and release of the dy@eeicence recovery due to dilution of the dyelman
detected.The peptide sequence RQLRVVGG was idedtdhnd employed as a substrate for hepsin, an
enzyme overexpressed in prostate cancer.Besidegnatiz degradable particles, achieved inthe
presented work, a further development of this cpneoeuld lead to the early detection of prostate

cancer.
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Within the scope of this thesis,fourincreasinglynmbex generations of specific, protease-cleavable
hydrophobic nanoparticles are presented. Pepsirgpsin, cleaving the model sequence GFF, have
been chosen as model enzymes for hepsin.

A copolymer - poly(styrenee-acrylic acid) - was synthesized by free radicglalgmerization, with
molecular weights between 8500 and 49400 g/moleaddgree of acid functionalization of 5, 7 and
16% wt. In a polymer analogous reaction, the actigs were transformed into amine functionalities
by performing a reaction withN-Boc-ethylenediamine and consecutive acidic deptiotec
Subsequently, peptides were attached to the aminapg of the polymer by employing well
established peptide coupling chemistry, obtainiefingd peptide-polymer conjugates.

To match the polymeramino groups, the GFF-basetdsspwere synthesized by solid phase peptide
synthesis (SPPS) and characterizedthy**C NMRspectroscopy, MALDI TOF-MS and HPLC. A
detailed analysis of the synthetic parameters heil impact on purity and yield was performed. The
polymer and the peptides were covalently linked Hr@resulting peptide-polymer-conjugates were
employed in inverse miniemulsion to obtain nanaples.

In the £' generation, Fmoc-GFF-OH was bound to the amindiomalized polymer by
DCC-coupling. Success of the reaction was confirnsd 'H-, *C-NMR and DOSY-NMR-
spectroscopy. As an efficient strategy for Fmocrdtgztion in solutiontris(2-aminoethyl)amine was
employed, leading to (P&-PAA)-C,H,-NH-FFG-NH,, a novel peptide-polymer conjugate. This
material was reacted with its acid functionalizedlymeric counterpart P&-PASin DMF droplets,

in an inverse miniemulsion. The dispersion of theuiting 220 nm particles was incubated with
trypsin. An indication of enzymatic degradation¢lsias an increase in the average particle diameter,
was obtained by PCCS. As the enzymatic degradatmrid not be directly confirmed, am
situdetection of the cleavage was developed as an ireprent of the system.

Consequently, in the"2generation of nanoparticles the GFF-peptide whasllied with a FRET-pair,
consisting of anthranilic acid (Ant) as donor anditBo-L-tyrosine (Y,) as acceptor. Thus, it was
possible to detect the enzymatic cleavage of tiigee by monitoring the increase of fluorescenoe. |
order to gain more synthetic flexibility, the flughore was attached to the peptide by a lysinestink
N- -FmocN-emethylanthraniloyl--lysine (Kuan) Was obtained and successfully applied in SPPS. In
addition, a°N-labeled amino acid (Fmo¢2N)-glycine) was incorporated at the peptides’ Nrtiews,
therefore providing the ability to monitor the tsformation from amine to amide during the later
crosslinking step. Both features were successfulgpplied in  the synthesis of
Fmoc-GSN)GYNGFFKMamG-OH. After the reaction with the amino functiozad polymer and
subsequent Fmoc-deprotection, a multifunctional tigegpolymer-conjugate was obtained. The
crosslinking of the polymer was performed in arerse miniemulsion to obtain nanoparticles with a
diameter of 235 nm. The crosslinking was investigaty°N-solid state-NMR-spectroscopy, HPLC,
PCCS and SEM. The aqueous dispersion was mixed twigisin and by taking advantage of the

FRET-system in the peptide, the degradation of ghdicles wasmonitored and confirmed by an
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increase of fluorescence intensity. During synthesbwever, it became evident that the fluorophore
was prone to side reactions, thus requiring anrat&ve FRETsystem. During the preparation of this
generation of nanoparticles, COMU was identified aas excellent coupling reagent, whose side
products could be removed by convenient aqueouaatixin.

The 3%generation of nanoparticles was synthesized bydwipg the system through the replacement
of the FRET-pair. Therefore, the fluorophdie -FmocN-e(7-methoxycoumarine-4-acetylHysine
was employed, leading to Fmo]t?N)GKMcaGFFKanG-OH, which was coupled to the
aminofunctionalized polymer. After successful depcton of the polymer-coupled peptides,
crosslinking of polymer via the peptides was achitvand monitored by°Nsolid-state-NMR-
spectroscopyand the degree of crosslinking wasuated as being higher than 90%.This step was
conducted in an inverse miniemulsion to obtain pantcles with a diameter of 230 nm. Additionally,
a hydrophobic dye was incorporated into the narimbas. After transfer of the particles into agugou
medium, the peptides were degraded by trypsin, whigs monitored and confirmed by fluorescence
recovery of the FRET system.

The 4" generation of nanocapsules and the ultimate dfahleoproject were targeted next through the
embedding of a hydrophilic dye in nanocapsules. ube functional groups in the Hepsin-cleavable
peptide sequence RGLRVVGG, the chemoselective ldnisfl,3] dipolar cycloaddition (Click
reaction) was employed. Therefore, the hydropipiéptide was bifunctionalized by azide- or alkinyl-
groups and was reacted ininverse miniemulsion aathazide or alkinyl-functionalized hydrophobic
monomer. This approach showed a hint for successdnbparticle formation. Despite the very
successful synthesis of the monomers, the polynsgstem needs further improvement.

Besides the capability of this model, to estabttsh basis for an early detection method for prestat
cancer, a more general concept of protease-cleawalploparticlescan be employed.

The approach,however,is not limited to the preskaystems as the click reaction is highly toletant
various functional groups, a great variety of p@gg@equences can be applied for the synthesisbf su
systems. Thus,it might be possible to detect aelaayiety of relevant enzymes, including enzymes
involved in cancer growth such as cathepsin D arimanetalloproteases. Other enzymes of interest
might be proteases like proteinase K or pronasshich is secreted by bacteria. They are especially

interesting as it concerns multiresistent supesbagnd in inflammatory tissue.
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13.1 Die 20 kanonischen Aminosauren
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13.2 Reagenzien basierend auHEBenzotriazol
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Abbildung 99: Reagenzien basierend aufH-Benzotriazol.
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13.3 Chemikalienverzeichnis

Ein Uberblick tiber die eingesetzten Chemikaliemrkan Tabelle 20erhalten werden.

Tabelle 20: Chemikalienverzeichnis.

Reagenz/Losemittel Abklrzung Lieferant Reinheit
1,6-Dibromhexan - Fluka 97%
1-[(1-(Cyano-2-ethoxy-2-oxoethyliden- COomMuU Novabiochem 98%
aminoxy)dimethylaminomorpholino)]+
uroniumhexafluorophosphat
1H-Benzotriazol BtH Riedel-de Haen 99%
1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat HOB41,0 Fluka 98%
2,2"-Azo-bis-(isobutyronitril) AIBN Sigma Aldrich 98%
2,4,6-Trimethylpyridin TMP Merck 99%
3-Brompropylammoniumbromid - Merck 98%
3-Hydroxyanisol - Alfa Aesar 97%
4,4-Dimethyl-4-silapentan-1- DSS Deutero 99%
sulfonsaure-Natriumsalz
Acetondicarbonsaurediethylester - Fluka 90%
Acetylchlorid AcOClI Fluka 99%
Acrylsaure AS Merck 99%
Bromessigsaure - Lancaster 98%
Chlorameisenséaureethylester - Sigma Aldrich  98%
Essigsaureanhydrid Ac-O-Ac Sigma Aldrigh 98%
Ethyl-2-cyano-2-(hydroxyimino)acetat Oxyma Pure villsiochem 98%
Kupfersulfat CusSQ@ Sigma Aldrich 98%
KupferbromidN,N,N ,N ,N - CuBrL/PMDETA Max Siebert -
Pentamethyldiethylentriamin
N,N -Dicyclohexylcarbodiimid DCC Sigma Aldrich 99%
N,N-Diisopropylethylamin DIEA Fluka 98%
Natriumazid Nal Sigma Aldrich 99%
Natriumchlorid NaCl VWR 99.9%
Natriumdodecylsulfat SDS Carl Roth 99%
Natriumhydrogencarbonat NaHGO Fisher 99%
Natriumhydroxid NaOH Riedel-de Haen 85%
Natriumsulfat NaSO, Sigma Aldrich 99%
N-Boc-Anthranilséure Boc-Ant Sigma Aldrich 98%
N-Boc-Ethylendiamin Boc-NH-H,-NH, Alfa Aesar 98%
N-Fmoc-¢N)-Glycin Fmoc-*N)Gly Cortecnet 98%
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N-Fmoc-3-Nitrot-Tyrosin
N-Fmoc-Glycin
N-Fmoc-Gly-Wang Harz

(100-200 mesh), 0.79 mmol/g
N-Fmoc-Gly-Wang Harz Low loaded
(100-200 mesh), 0.33 mmol/g
N-Fmoc+i-Leucin
N-Fmoc+.-Phenylalanin
N-Fmoc+.-Prolin
N-Fmoc+t.-Propargylglycin
N-Fmoc+.-Valin
Ninhydrin-Lésung nach Stahl
N-Methylanthranilsdure
N-a-Fmoc+t-Lysin-Hydrochlorid
N-a-FmocN°®-(2,2,4,6,7-
Pentamethyldihydrobenzofuran-
5-sulfonyl)L-Arginin
N-a-FmocN- -Trityl-L-Glutamin
N-a-FmocN- -2,4-Dinitrophenylt-lysin
N-a-FmoceN- -Methoxycoumarin-
4-acetylt-lysin
N-a-FmocN- -Methyltrityl-L-lysin
O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosph
Phenolphtalein
Phosphorpentoxid
Piperazin
Salzsaure, konzentriert
Schwefelséure, konzentriert
Styrol
Thionylchlorid
Triethylamin
Trifluoressigsaure
Trifluormethansulfonsdureanhydrid
Triisopropylsilan
Zinn(ll)-2-Ethylhexanoat

Mant

HBTU

at

Bs

HCI
250,

SOd)
TEA

TFA

TIS

150

Fmoct-Tyr(3-NO,)-OH
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-Gly-Harz

Fmoc-Gly-Harz LL

Fmoct-Leu-OH
Fmoec-Phe-OH

Fmoct-Pro-OH
Fmoe-Pra-OH

Fmoct-Val-OH

Fmoc+-Lys-OHHCI
Fmoc+.-Arg(Pbf)-OH

Fmoc+-GIn(Trt)-OH
Fmoc+t-Lys(Dnp)-OH
Fmoc+i-Lys(Mca)-OH

Fmoc+.-Lys(Mtt)-OH

Bachem
Novabiochem

Novabiochem

Novabiochem

Novabiochem
Novabiochem
Novabiochem
Bachem
Novabiochem
Sigma Aldrig
Alfa Aesar
Sigma Aldrich

Novabiochem

Novabiochem
Bachem

Novabiochem

Novabiochem

Novabiochem

Sigma Aldrich
Fluka
Merck
VWR
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Acros
Acros
Sigma Aldri
Alfa Aesar

>

N

th

98%
98%

98%
98%
98%
98%
98%

90%
98%
98%

98%

97%

98%
98%

97%
99%
36.2%
95%
>99.5%
99%
99%
99%
99%
99%
95%
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Acetonitril MeCN Fisher 99.99%
Dichlormethan DCM Fisher 99.99%
Diethylether - Sigma Aldrich 99.5%
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma Aldrich 99.9%
Dimethylsulfoxid, deuteriert DMSOgd Sigma Aldrich 99.9%
Ethanol EtOH Merck 99.5%
Ethylacetat EtOAc Fisher 99.99%
Isooctan - Applichem 99.5%
Methanol MeOH Fisher 99.99%
N,N-Dimethylformamid DMF Sigma Aldrich 99.8%
N-Methyl-2-pyrrolidon NMP Sigma Aldrich 99%
Tetrahydrofuran THF Sigma Aldrich  99.9%
Tris(2-aminoethyl)amin TAEA Acros 96%

13.4Abkurzungen und Symbole
13.4.1 Abkiirzungen
In diesem Abschnitt sind die Abkirzungen aufgefidié in dieser Arbeit verwendet wurden und

nicht bereits bei den Aminoséuren, im Chemikalien@iehnis oder bei den Kupplungsreagenzien

aufgefuhrt wurden.

Tabelle 21: Abkirzungsverzeichnis.

Boc tert-Butyloxycarbonyl NP Normalphase

Cbz Carbobenzoxy PCCS | Photonen-Kreuzkorrelations-
cmc kritische Mizellbildungskonzentration Spektroskopie

CP Kreuzpolarisation PDI Polydispersitatsindex
DLS dynamische Lichtstreuung PDMAPoly(dimethylacrylamid)
DRU digital-rektale Untersuchung PEG Poly(ethyladpx

Fmoc | 9-Fluorenylmethoxycarbonyl PSA Prostata-spseties Antigen
FRET | Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer PTIFE ytdR@fluorethylen

GPC Gelpermeationschromatographie REM Rasterelstraikroskopie
HF Fluorwasserstoff RI Brechungsindex

HPLC | Hochleistungsfliissigchromatographie RP Umkiehse

IR Infrarot RT Raumtemperatur

LCST | Untere kritische Losungstemperatur SPOS | Organische

MALDI | Matrix-assistierte Laser-Desorptions-lonisatign Festphasensynthese

MAS | Rotation im magischen Winkel SPP$  Festphagsigsynthese
MS Massenspektrometer TOF Flugzeit

NMM | N-Methylmorpholin TRUS | transrektaler Ultraschall
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13.4.2 Symbole
Hier sind die Symbole aufgefihrt, die in dieser ditlverwendet wurden.

Tabelle 22: Verzeichnis der Symbole.

Po Osmotischer Druck

A Formfaktor

Bo Magnetfeldstarke

D Diffusionskoeffizient/-konstante

d dipolare Kopplungskonstante

dp hydrodynamische Partikeldurchmesser

g(t) Autokorrelationsfunktion

h Planck‘sches Wirkungsquantum (6.626075™ Js)
I Intensitat

k Geschwindigkeitskonstante

kg Boltzmannkonstante (1.38085% J/K)

pL LaPlace-Druck

q Streulichtvektor

ra/ rs | Copolymerisationsparameter

t Zeit

T Temperatur

Ty longitudinale Relaxationszeit

gyromagnetisches Verhaltnis
chemische Verschiebung
Viskositat

Wellenlange

Frequenz

Korrelationszeit

0 Resonanzfrequenz (Larmor-Frequenz)
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13.5Analytik der synthetisierten Verbindungen

13.5.1 Polymeranalytik
13.5.1.1 Carboxyfunktionalisierte Polymere

a) Poly(styroleo-acrylsaure)

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:0.69-2.42 (bm 3.6 H), 6.10-7.51 (bm, 5 H),
11.85 (bs, 0.1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:176.62, 144.98, 128.00, 125.72, 43.68, 313123,
26.72, 26.23.

13.5.1.2 Aminofunktionalisierte Polymere

a) Poly[styroleo-N-(2-(tert-butyloxycarbonylaminoethyl)acrylamid]

'H-NMR (DMSO-&;, 300.13 MHz), [ppm]:0.66-2.18 (bm, 35 H), 2.63-3.13 (bm, 2 H),
6.06-7.59 (bm, 34 H).

*C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.44, 155.53, 144.46, 127.93, 127.22, @2577.57,
42.62, 40.26, 38.80, 30.41, 28.22.

b) Poly[styroleo-N-(2-aminoethyl)acrylamid]-Hydrochlorid

'H-NMR (DMSO-d&;, 300.13 MHz), [ppm]: 0.72-2.18 (bm, 38 H), 2.80-3.21 (bm, 2 H),
6.13-7.75 (bm, 34 H), 8.13 (bs, 3 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:175.22, 145.17, 128.10, 127.32, 125.77, 834&2.61,
38.40, 36.30, 31.31.

13.5.2 Analytik der fluoreszierenden Aminosauren

13.5.2.1N-Methylisatosdureanhydrid

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 3.46 (s, 3 H), 7.34 (Juy = 7.4 Hz, 1 H),
7.44 (d,33yy = 8.3 Hz, 1 H), 7.86 (EJun = 7.6 Hz, 1 H), 8.00 (FJuy = 7.5 Hz, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]: 158.91, 147.68, 142.11, 137.15, 129.26,323114.76,
111.40, 31.63.

MALDI TOF-MS: m/z [M+H]": 178, (M [GH;NOs+H]" = 178.05).

13.5.2.2N- -FmocN-eMethylanthraniloylt -lysin

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 1.29-1.82 (m, 6 H), 2.75 (s, 3 H), 3.138.2m, 2 H),
3.86-3.99 (m, 1 H), 4.15-4.35 (m, 3 H), 6.51-6.56, (1 H), 6.60 (d,3Jyy = 8.3 Hz, 1 H),
7.24-734 (m, 3 H), 7.39-7.44 (m, 2 H), 7.50-7.5fh, (2 H), 7.56-7.66 (m, 2 H),
7.72 (d,33un = 7.3 Hz, 1 H), 7.89 (#Jun = 7.4 Hz, 1 H), 8.26-8.29 (m, 1 H),12.55 (bs, 1 H).
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¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.08, 169.07, 156.24, 150.06, 143.89, 843140.76,
140.75, 132.22, 128.17, 127.68, 127.11, 125.33,1420.15.35, 113.91, 110.44, 65.65, 53.85, 46.70,
38.64, 30.54, 29.28, 28.74, 23.25.

MALDI TOF-MS: m/z [M+H]": 502, (M [GeHa:N30s+H]* = 502.23).

13.5.2.3- -FmocN-e(Boc-Anthraniloyl)+ -lysin

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 1.29-1.80 (m, 6 H), 1.46 (s, 9 H), 3.16B(n, 2 H),
3.87-3.97 (m, 1 H), 4.17-4.33(m, 3 H), 7.01-7.06 (H), 7.27-7.35 (m, 2 H), 7.39-7.48 (m, 3 H),
7.58-7.65 (M, 1 H), 7.69-7.76 (m, 3 H), 7.89 (@ = 7.5 Hz, 2 H), 8.20 (d}Jun = 8.2 Hz, 1 H),
8.68-8.77 (m, 1 H), 10.72 (s, 1 H), 12.53 (s, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d,, 75.47 MHz), [ppm]:174.06, 169.58, 168.54, 156.25, 143.90, 8%,3140.77,
140.12, 132.35, 130.47, 127.70, 127.13, 125.35,012220.95, 120.15, 118.31, 80.04, 65.68, 53.86,
46.72, 38.66, 30.53, 28.98, 28.47, 23.22.

MALDI TOF-MS: m/z [M+Na+HF": 611, (M [GgHaN;O+Na+HF* = 611.26).

13.5.2.N- -FmocN-eAnthraniloyld -lysin-Hydrochlorid

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 1.30-1.81 (m, 6 H), 3.22-3.27 (m, 2 H),
3.90-3.99 (m, 1 H), 4.15-4.32 (m, 3 H), 6.69 (bsHB 7.05-7.10 (m, 1 H), 7.16-7.18 (m, 1 H),
7.27-7.33 (m, 2 H), 7.34-7.44 (m, 3 H), 7.61-7.1, (4 H), 7.88 (d,3Juy = 7.4 Hz, 2 H),
8.63-8.69 (m, 1 H), 11.80 (s, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.06, 166.56, 156.29, 143.92, 143.86, 18,0184.88,
132.01, 128.79, 127.72, 127.15, 125.64, 125.39,242923.53, 120.18, 65.70, 53.89, 46.74, 38.96,
30.54, 28.46, 23.24.

MALDI TOF-MS: m/z [M+Na+HF": 511, (M [GgHaoNsOs+Na+H]**: = 511.21).

13.5.2.%- -FmocN-eAcetylanthraniloylt -lysin

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 1.28-1.86 (m, 6 H), 2.07 (s, 3 H), 3.23-3(28, 2 H),
3.90-3.97 (m, 1 H), 4.19-4.32 (m, 3 H), 7.08-7.08 (. H), 7.29-7.34 (m, 2 H), 7.39-7.48 (m, 3 H),
7.64-7.73 (m, 4 H), 7.89 (dJun = 7.4 Hz, 2 H), 8.35 (d®Jyy = 8.2 Hz, 1 H), 8.70-8.73 (m, 1 H),
11.23 (s, 1 H), 12.46 (s, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.07, 168.19, 168.18, 156.24, 143.88, 843140.77,
140.75, 138.94, 131.69, 128.04, 127.67, 127.09,312922.49, 121.15, 120.46, 120.13, 65.64, 53.84,
46.71, 38.69, 30.52, 28.46, 24.85, 23.19, 21.08.

MALDI TOF-MS: m/z [M+Na+HF": 553, (M [GoH3:N:Os+Na+HF* = 553.22).
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13.5.2.67-Methoxycoumarin-4-yl-essigsaure

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 3.86 (s, 3 H), 3.87 (s, 2 H), 6.31 (s, 1, H)
6.97 (dd, 334y = 8.8 Hz, “Jyy = 2.4 Hz, 1 H), 7.02, (d,Jyy = 2.4 Hz, 1 H),
7.62 (d,3J4y =8.8 Hz, 1 H), 12.80 (bs, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:170.70, 162.44, 160.17, 155.02, 150.14, 826112.97,
112.53, 112.28, 100.90, 55.99, 37.30.

MALDI TOF-MS: m/z [M+2H}": 236, (M [G,H1dO0s+2H]* = 236.07).

13.5.2.77-Methoxycoumarin-4-acetyl-1-Benzotriazol

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 2.40 (m, 2 H), 3.86 (s, 3 H), 6.20-6.22 (in,H),
6.95-6.99 (m, 2 H), 7.39-7.45 (m, 2 H), 7.69%@, = 8.5 Hz, 1 H), 7.87-7.93 (m, 2 H).

MALDI TOF-MS: m/z [M+NaJ: 359, (M [GgH14N3O,+Na]" = 359.30).

13.5.2.8\- -FmocN-e(7-Methoxycoumarin-4-acetyl)-lysin

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 1.20-1.78 (m, 6 H), 3.00-3.11 (m, 2 H), 86, 2 H),
3.84 (s, 3 H), 3.88-3.39 (m, 1 H), 4.17-4.32 (mH}, 6.23 (s, 1 H), 6.93-7.02 (m, 2 H),
7.30-7.34 (M, 2 H), 7.39-7.44 (m, 2 H), 7.62 {@n = 8.0 Hz, 1 H), 7.67 (d}Jun = 8.8 Hz, 1 H),
7.72 (d,3Jqn = 7.4 Hz, 2 H), 7.89 (fJun = 7.5 Hz, 2 H), 8.20-8.23 (m, 1 H), 12.59 (s, 1 H).
¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.06, 167.47, 162.38, 160.17, 156.25, 9%4151.12,
143.88, 143.85, 140.76, 127.66, 127.09, 126.47,3125120.13, 112.74, 112.63, 112.06, 100.88,
65.66, 55.90, 53.83, 46.72, 30.49, 28.56, 23.14.

MALDI TOF-MS: m/z [M+NaJ: 607, (M [GsHzN,Og+Na]" = 607.21).

13.5.3 Analytik der Reagenzien zur Verwendung in deClickchemie
13.5.3.1Azidoessigsdure

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:3.99 (s, 2 H), 13.15 (bs, 1 H).
¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:170.10, 49.45.

MALDI TOF-MS: m/z [M+H]": 102, (M [GH3N30,+H]" = 102.03).

IR (Flussigkeit, KBr-Platten): 2118 crmit] (N3)].

13.5.3.2N- -FmocN-eAzido-L-lysin

'H-NMR (DMSO-d¢;, 300.13 MHz), [ppm]: 1.29-1.79 (m, 6 H), 3.32 (8J4y = 6.7 Hz, 2 H),
3.90-3.97 (m, 1 H), 4.20-4.30 (m, 3 H), 7.30-7.36, 2 H), 7.66 (d,°Jun = 8.1 Hz, 2 H),
7.73 (d,234y =7.4 Hz, 2 H), 7.89 (FJun = 7.4 Hz, 2 H), 12.32 (s, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d, 75.47 MHz), [ppm]:173.89, 156.19, 143.87, 143.82, 140.75, @27127.07,
125.33, 120.13, 65.61, 53.69, 50.53, 46.68, 3@385, 22.93.

MALDI TOF-MS: m/z [M+Na+HF": 418, (M [G1H,aN,O-+Na+HF" = 418.42).

IR (KBr-Pressling): 2098 cni' (Na)].
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13.5.3.31,6-Diazidohexan

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:1.30-1.39 (m, 4 H), 1.50-1.59 (m, 4 H), 3(&1, 4 H).
¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:50.55, 28.11, 25.67.

MALDI TOF-MS: m/z [2xM+NaJ: 359, (M [2xGH1:Neg+Na]" = 359.21).

IR (KBr-Pressling): 2097 cm[ (Na)].

13.5.4 Analytik der Peptide aus der FestphasenpepBynthese

13.5.4.1 Fmoc-GFF-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotheesultierte ein weil3er Feststoff, 941 mg, 53%.
'H-NMR (DMSO-d&, 300.13 MHz), [ppm]:2.71 (dd,?Juy = 13.8 Hz 3J4y = 9.5 Hz, 1 H),
288310 (m, 3 H), 348 (dd, %)y = 169 HZln = 6.0Hz 1 H),
3.61 (dd,3J4y = 16.8 HZ2Juy = 6.1 Hz 1 H),4.18-4.27 (m, 3 H), 4.40-4.47 (m, 1 H),
4.52-459 (m, 1 H), 7.13-7.29 (m, 10 H), 7.31 @y = 7.4 Hz,3Jyy = 7.2Hz, 2 H),
7.41 (dd,3dyy = 7.2 Hz,33yy = 7.5 Hz, 2 H), 7.48 (ddJyy = 6.0 Hz,%Jun = 6.2 Hz, 1 H),
7.70 (d,%3yy = 7.4 Hz, 2 H), 7.89 (d®Jyy = 7.4 Hz, 2 H), 7.97 (d3Jyy = 8.4 Hz, 1 H),
8.38 (d,Jun = 7.8 Hz 1 H), 12.78 (s, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:172.71, 171.05, 168.71, 156.42, 143.85, 120137.63,
137.41, 129.26, 129.13, 128.23, 127.97, 127.63,08271.26.46, 126.23, 125.27, 120.10, 65.78, 53.53,
53.45, 46.62, 43.27, 37.66, 36.72.

MALDI TOF-MS: m/z[M+NaJ: 614, (M [GsHaaN:Og+Na] = 614.23).

13.5.4.2AntGFFY,G-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotheesultierte ein gelber Feststoff, 76.4 mg, 88%.
'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]: 2.62-3.06 (m, 6 H), 3.62-3.85 (m, 4 H),
4.45-4.62 (m, 3 H), 6.58 @)y = 7.5 Hz, 1 H), 6.75 (FJyy = 8.1 Hz, 1 H), 7.02 (FJyy = 8.5 Hz,

1 H), 7.10-7.27 (m, 11 H), 7.40-7.54 (m, 2 H), 77783 (m, 1 H), 7.93 (Jyy = 8.4 Hz, 1 H),
8.10-8.20 (m, 2 H), 8.27-8.43 (m, 2 H), 10.74 (${)112.60 (bs, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:171.06, 170.97, 170.90, 170.83, 168.78, 458152.46,
151.02, 137.72, 137.63, 136.64, 136.12, 129.30,2129128.83, 128.40, 128.12, 127.97, 126.29,
126.19, 125.62, 118.92, 115.09, 113.49, 109.6502%5453.57, 53.31, 42.22, 40.69, 37.54, 36.91,
36.60.

MALDI TOF-MS: m/z[M+NaJ": 776, (M [GgH3sN;OgtNa] = 776.27).

13.5.4.3AntROLRVVGGYG-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotheesultierte ein weil3er Feststoff, 124 mg, 90%.
'H-NMR (DMSO-&;, 300.13 MHz), [ppm]:0.73-0.91 (m, 18 H), 1.36-1.59 (m, 8 H),
1.63-1.79 (m, 4 H), 1.84-2.18 (m, 5 H), 2.68-2.76 (L H), 2.95-3.16 (m, 5 H), 3.54-3.85 (m, 6 H),
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4.14-4.57 (m, 7 H), 6.50-6.59 (m, 1 H), 6.63-7.62 (7 H), 7.62-7.70 (m, 3 H), 7.94-8.24 (m, 7 H),
8.39-8.47 (m, 1 H), 10.75 (bs, 1 H).
MALDI TOF-MS: m/z[M+H]": 1269, (M [GsHgsN1O:6+H]" = 1268.65).

13.5.4.4Fmoc-XGFFK,,G-OH
Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotjgesultierte ein gelber Feststoff, 110 mg, 90%.
'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:1.27-1.41 (m, 2 H), 1.44-1.77 (m, 4 H),
2.67-3.08 (m, 6 H), 3.15-3.21 (m, 2 H), 3.56-3.88 4 H), 4.07—4.34 (m, 5 H), 4.49-4.62 (m, 2 H),
6.48 (t, %)y = 7.4 Hz, 1 H), 6.67 (d®J4y = 8.0 Hz, 1 H),7.01 (d3J4y = 8.5 Hz, 1 H),
7.08-7.30 (m, 13 H), 7.37-7.57 (m, 5 H), 7.58%@,4 = 7.3 Hz, 2 H), 7.67 (Jy = 8.8 Hz, 1 H),
7.81-7.94 (m, 3 H), 8.01-8.39 (m, 7 H), 10.75 (${)112.68 (s, 1 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:171.78, 171.46, 171.08, 170.84, 170.73, 188168.22,
155.89, 150.87, 149.17, 143.77, 143.64, 140.67,6B40137.68, 136.51, 136.06, 131.48, 129.58,
129.25, 128.05, 127.99, 127.62, 127.00, 126.21,4825125.18, 120.08, 118.84, 116.42, 115.28,
114.79, 65.68, 64.92, 55.98, 53.83, 53.59, 52.6%53} 41.70, 40.61, 37.59, 37.42, 36.12, 31.99,
28.92, 22.75.

MALDI TOF-MS: m/z[M+2HF": 1105, (M [GeHe:NgO:15+2H]*" = 1105.45).

13.5.4.5 Fmoc-YGFFKyanG-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotheesultierte ein gelber Feststoff, 84 mg, 75%.
'H-NMR (DMSO-d¢;, 300.13 MHz), [ppm]: 1.30-1.41 (m, 2 H), 1.44-1.59 (m, 3 H),
1.63-1.79 (m, 1 H), 2.64-2.87 (m, 6 H), 2.90-3.69 @ H), 3.13-3.23 (m, 2 H),3.54-3.80 (m, 4 H),
4.07-4.34 (m, 5 H), 4.48-4.62 (m, 2 H), 6.520%;4 = 7.4 Hz, 1 H),6.59 (£ =8.1 Hz, 1 H), 7.01
(d, *Jun =8.5 Hz, 1 H), 7.09-7.32 (m, 13 H),7.39%0nn = 7.4 Hz, 3 H), 7.44-7.53 (m, 2 H), 7.58 (d,
34y = 75 Hz, 2 H),767 (d, 33y = 88 Hz, 1 H), 7.81-792 (m, 3 H),
8.02 (d,3Jyn = 8.5 Hz, 1 H), 8.07-8.14 (m, 2 H), 8.18-8.29 (nH 3, 10.75 (s, 1 H), 12.58 (bs, 1 H).
¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:171.78, 171.46, 171.08, 170.84, 170.73, A®9168.23,
155.89, 150.87, 149.90, 143.77, 143.65, 140.67,6B40137.69, 136.51, 136.06, 132.17, 129.58,
129.25, 129.22, 128.15, 128.05, 127.99, 127.62,0127126.21, 125.49, 125.18, 120.08, 118.84,
115.43, 114.01, 110.50, 65.69, 64.92, 56.00, 538641, 52.41, 46.54, 41.82, 40.61, 37.57, 37.43,
36.11, 31.98, 29.32, 28.88, 22.72.

MALDI TOF-MS: m/z[M+Na]": 1140, (M [GoHgsNgO1s+Na]" = 1140.44).

13.5.4.6 H"™N-GY\GFFKyG-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fothegesultierte ein gelber Feststoff, 313 mg, 59%.
'H-NMR (DMSO-¢, 300.13 MHz), [ppm]:1.24-1.42 (m, 2 H), 1.43-1.63 (m, 3 H),
1.64-1.79 (m, 1 H), 2.66-2.88 (m, 6 H), 2.94-3.@8 @ H), 3.12-3.23 (m, 2 H),3.42-3.60 (m, 3 H),
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3.67-3.86 (m, 3 H), 4.24-4.37 (m, 1 H), 4.43-4.68, (3 H),6.53 (t,°Juy = 7.5 Hz, 1 H),
6.60 (d, ®J4y = 84 Hz, 1 H), 7.02 (d3Jyy = 84 Hz, 1 H), 7.09-7.32 (m, 11 H),
7.39 (d,%J4y = 8.4 Hz, 1 H), 7.50 (d3J4y = 7.5 Hz, 1 H) 7.79 (s, 1 H), 7.89 (bs, 2 H),
8.00-8.17 (m, 3 H), 8.19-8.31 (m, 2 H), 8.34-8.4%, (1 H), 8.66 (d,3Jyy = 8.3 Hz, 1 H),
10.86 (s, 1 H), 12.64 (bs, 1 H).

¥*C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:171.79, 171.10, 170.93, 170.80, 170.53, 059168.11,
165.75, 151.01, 150.01, 137.75, 137.70, 136.39,2B36132.20, 129.27, 128.69, 128.17, 128.08,
128.00, 126.28, 126.25, 125.45, 118.93, 115.35,9213110.41, 53.91, 53.77, 53.59, 52.45, 41.63,
41.59, 40.68, 37.66, 37.45, 36.82, 36.79, 32.02828.90, 22.75.

MALDI TOF-MS: m/z[M+2HF*: 954, (M [GoHesNg"NO5+2H]** = 954.42).

13.5.4.7 HIN-GKyanRQLRVVGGY\G-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotheesultierte ein gelber Feststoff, 107 mg, 68%.
'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:0.73-0.90 (m, 18 H), 1.23-1.75 (m, 17 H),
1.81-2.18 (m, 6 H),2.66-2.80 (m, 4 H), 2.93-3.22 @rH), 3.54-3.81 (m, 8 H), 4.11-4.37 (m, 7 H),
453 (dt, ®Jyy = 4.4 Hz,3Jyy = 9.2 Hz, 1 H), 6.52-6.64 (m, 2 H),6.74-7.54 (m, &S,
7.73-7.86 (m, 4 H), 7.92-8.21 (m, 8 H), 8.27%,4 = 5.4 Hz, 1 H), 8.43 (£Jy =5.7 Hz, 1 H),

8.63 (bs, 1 H), 10.79 (bs, 1 H).

¥*C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.40, 172.14, 171.80, 171.49, 171.37, 41171.10,
170.87, 169.15, 168.96, 168.61, 166.25, 159.25,8B58156.90, 156.81, 150.97, 150.08, 136.55,
136.22, 132.31, 129.05, 128.25, 125.53, 118.93,3B13.14.04, 110.50, 57.82, 53.75, 53.25, 52.82,
52.78, 52.24, 51.28, 41.85, 40.74, 40.54, 40.19,84(B9.45, 38.69, 36.57, 31.71, 30.55, 30.49,89.3
28.91, 28.90, 25.06, 24.96, 24.17, 23.11, 22.9%®19.25, 18.19, 18.09.

MALDI TOF-MS: m/z[M+2HJ**: 1469, (M [GaH10MN2.0:5+2H]*" = 1468.79).

13.5.4.8FMocPN)GKyc.GFFKpn G-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotheesultierte ein gelber Feststoff, 933 mg, 69%.
'H-NMR (DMSO-d, 300.13  MHz), [ppm]:1.13-1.81 (m, 12 H),
2.66 (dd,*Juy = 9.5 Hz,%Jyy = 13.8 Hz, 1 H), 2.81 (dfJyy = 9.4 Hz,?Jyy = 14.1 Hz, 1 H),
2.91-3.07 (m, 4 H), 3.38-3.48 (m, 2 H), 3.51-3.7®, 6 H), 3.74-3.78 (m, 2 H), 3.83 (s, 3 H),
4.15-4.25 (m, 4 H), 4.31-4.39 (m, 1 H), 4.44-4.58 @ H), 6.22 (s, 1 H), 6.93-6.98 (m, 2 H),
7.07-7.42 (m, 17 H), 7.64-7.69 (m, 3 H), 7.87 @,y = 7.4 Hz, 2 H), 7.95 (£Jy = 8.6 Hz, 2 H),
8.07-8.22 (m, 6 H), 8.80-8.85 (m, 2 H), 12.58 (bs{).

¥C-NMR (DMSO-d,, 75.47 MHz), [ppm]:171.87, 171.69, 171.09, 170.87, 170.77, 159168.38,
167.38, 162.35, 160.12, 154.93, 151.15, 148.07,8P43140.70, 137.69, 137.65, 134.63, 129.94,
129.55, 129.25, 129.15, 128.08, 127.94, 127.63,0027126.49, 126.26, 126.16, 125.23, 123.66,
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120.09, 115.17, 112.66, 112.60, 112.08, 100.85/3%5%55.92, 53.95, 53.71, 52.53, 52.03, 46.61,
42.78, 40.61, 38.85, 37.58, 37.56, 37.34, 31.87828.60, 27.66, 22.62, 22.37.
MALDI TOF-MS: m/z[M+Na+HF": 1368, (M [GeH7.N1o”NO;g+Na+HF* = 1367.50).

13.5.4.9H"N-GKy.:RQLRVVGGKp,,G-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotjgesultierte ein gelber Feststoff, 151 mg, 86%.
'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:0.72-0.96 (m, 18 H), 1.21-1.76 (m, 23 H),
1.81-2.23 (m, 6 H),2.95-3.16 (m, 6 H), 3.42-3.49 @nH), 3.57-3.80 (m, 10 H), 3.85 (s, 3 H),
4.09-4.40 (m, 8 H), 6.24 (s, 1 H), 6.73-7.47 (m,H)27.61 (bs, 1 H), 7.70 (dJ = 8.8 Hz, 1 H),
781 (t, 3Jyn = 8.7 Hz, 2 H), 795 (d3Jyy = 6.9 Hz, 2 H), 8.01-813 (m, 5 H),
8.81 (t,%Juy = 5.4 Hz, 1 H), 8.21-8.35 (m, 3 H), 8.46 (bs, 1 BF9 (bs, 1 H), 8.84-8.87 (m, 2 H),
11.07 (bs, 1 H),

MALDI TOF-MS: m/z[M+H]": 1638, (M [G1H10N2,"NO,+H]" = 1637.82).

13.5.4.10 N-CHy-NH-K .. RQLRVVGGKp, K n,G-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotheesultierte ein gelber Feststoff, 50 mg, 28%.
'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:0.70-0.94 (m, 18 H), 1.20-1.76 (m, 32 HB®-2.15 (m,

3 H),2.75-3.16 (m, 8 H), 3.29 &)y = 6.7 Hz, 2 H), 3.42-3.62 (m, 2 H), 3.62-3.80 (nH)9 3.85 (s,

3 H),4.14-4.39 (m, 9 H), 6.23 (s, 1 H), 6.53-7(68 15 H), 7.62-7.72 (m, 1 H), 7.77-7.87 (m, 1 H),
7.89-8.33 (m, 13 H), 8.79-8.92 (m, 3 H), 11.42 (bs{),

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.14, 172.03, 171.81, 171.59, 171.38, 241171.21,
171.10, 171.11, 170.81, 169.00, 168.64, 167.52,4162160.17, 156.73, 156.71, 154.97, 151.22,
148.17, 134.68, 130.02, 129.63, 126.59, 123.71,3619.12.64, 112.12, 100.89, 57.78, 57.65, 55.97,
52.72, 52.68, 52.28, 52.23, 52.12, 51.06, 50.585}211.93, 40.76, 40.62, 40.51, 38.84, 31.74,81.6
31.57, 31.54, 30.51, 28.99, 28.94, 28.64, 27.89,824.99, 24.14, 23.05, 22.79, 22.52, 22.43,21.5
19.20, 18.12, 18.02.

MALDI TOF-MS: m/z[M+H]": 1817, (M [G7H11dN»gO5+H]* = 1816.90).

IR (KBr-Pressling): 2108 cni[ (N3)].

13.5.4.11 Prak..RQLRVVGGKpPraG-OH

Der allgemeinen Vorschrift zur Peptidsynthese fotgeresultierte ein gelber Feststoff, 843.5 mg,
90%.

'H-NMR (DMSO-d;, 300.13 MHz), [ppm]:0.70-0.97 (m, 18 H), 1.20-1.78 (m, 25 H),
1.83-2.18 (m, 4 H),2.82-2.85 (m, 2 H),2.91-3.16 (@,H), 3.42-3.52 (m, 2 H), 3.61-3.82 (m, 9 H),
3.86 (s, 3 H), 3.97-4.01 (m, 1 H), 4.14-4.50 (m, HY 6.24 (s, 1 H), 6.73-7.43 (m, 13 H),
755 (bs, 1 H), 7.70 (d3Jyy = 8.8 Hz, 1 H), 7.78-7.90 (m, 2 H), 7.97-8.10 (m,H),
8.18-8.33 (m, 7 H), 8.64-8.72 (m, 1 H), 8.81-8.88,(3 H), 10.84 (bs, 1 H).
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3C-NMR (DMSO-d, 75.47 MHz), [ppm]:174.10, 171.98, 171.49, 171.19, 171.16, 470170.88,
170.77, 170.74, 170.01, 169.98, 168.94, 168.69,4B67167.46, 162.37, 160.12, 156.75, 156.67,
154.93, 151.24, 148.11, 134.63, 129.98, 129.61,5826123.70, 115.29, 112.59, 112.54, 112.11,
100.83, 80.51, 77.91, 75.26, 72.92, 57.75, 57.639% 53.71, 52.81, 52.66, 52.45, 52.27, 52.06,
51.35, 51.10, 42.70, 41.94, 41.83, 40.74, 40.5331®8.81, 31.74, 31.68, 31.52, 30.50, 30.47,129.0
28.97, 28.62, 28.12, 27.69, 24.96, 24.76, 24.10222.61, 22.42, 21.66, 21.62, 21.50, 19.16,8,8.0
17.97.

MALDI TOF-MS: m/z[M+H]": 1770, (M [GeH1:16N24025+H]* = 1769.87).

13.5.5 Analytik der Peptid-Polymer-Konjugate

13.5.5.1 (PS0-PAA)-C,H,-NH-FFG-Fmoc

'H-NMR (DMSO-&;, 300.13 MHz), [ppm]:0.67-2.11 (bm, 40 H), 2.59-3.14 (bm, 6 H),
3.44-3.68 (bm, 4 H), 4.09-4.31 (bm, 3 H), 4.37-4.@em, 2 H), 6.20-7.59 (bm, 38 H),
7.64-8.08 (bm, 5 H).

¥C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:172.85, 171.02, 170.60, 168.68, 156.39, 44143.82,
140.70, 137.60, 137.49, 129.26, 129.23, 129.17,1029128.21, 128.17, 128.02, 127.94, 127.89,
127.61, 127.07, 126.49, 126.15, 125.56, 125.25,082065.75, 53.46, 53.41, 46.59, 45.00, 43.24,
41.78, 37.98, 37.72, 37.45, 36.68.

13.5.5.2 (PS0-PAA)-C,H,-NH-FFG-NH,

'H-NMR (DMSO-d¢, 300.13 MHz), [ppm]:0.38-2.33 (bm, 52 H), 2.59-3.41 (bm, 10 H),
4.35-4.64 (bm, 2 H), 6.21-7.45 (bm, 41 H), 7.88 (bkl), 8.22 (bs, 1 H), 8.37 (bs, 1 H).

3C-NMR (DMSO-d, 75.47 MHz), [ppm]:174.41, 172.48, 170.59, 144.90, 137.68, 437129.27,
129.17, 128.02, 127.95, 127.24, 126.27, 126.20,56254.05, 53.15, 44.47, 44.32, 41.71, 37.86,
37.84, 37.80, 37.75.

13.5.5.3(PS0-PAA)-C,H,-NH-GKyanEFG Yy (P°N)G-Fmoc

'H-NMR (DMSO-¢;, 300.13 MHz), [ppm]:0.67-2.35 (bm, 28 H), 2.60-3.26 (bm, 13 H),
3.45-3.74 (bm, 4 H), 4.06-4.35 (bm, 5 H), 4.44-4.@m, 2 H), 6.17-7.50 (bm, 41 H),
7.57-7.75 (bm, 4 H), 7.78- 7.93 (bm, 3 H), 7.9498(6m, 2 H), 8.15- 8.44 (bm, 3 H).

C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.69, 171.89, 171.10, 170.21, 169.11, 6%8165.45,
156.84, 150.08, 150.06, 144.72, 142.64, 139.50,5037136.41, 136.10, 132.31, 129.34, 129.03,
128.28, 128.15, 128.06, 127.40, 126.31, 125.68,2824121.51, 120.99, 120.15, 115.30, 113.97,
109.96, 65.98, 53.97, 53.94, 53.83, 53.78, 46.8473 40.11, 38.81, 38.04, 29.32, 28.98, 28.94,
23.88.
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13.5.5.4(PS:0-PAA)-CoH,-NH-GKyyan FFG YN G-"NH,

'"H-NMR (DMSO-¢;, 300.13 MHz), [ppm]:0.68-2.32 (bm, 42 H), 2.63-3.11 (bm, 13 H),
3.42-3.96 (bm, 5 H), 4.07-4.35 (bm, 1 H), 4.41-4.@m, 2 H), 6.17-7.53 (bm, 57 H),
7.60-7.77 (bm, 2 H), 7.81- 7.95 (bm, 1 H), 7.9683(tim, 2 H), 8.23- 8.60 (bm, 3 H).

C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:174.46, 173.22, 171.02, 170.97, 169.03, 368168.38,
150.00, 149.95, 145.41, 144.56, 137.73, 137.69,2036135.06, 132.13, 129.25, 129.19, 128.15,
127.95, 127.20, 126.24, 126.18, 125.55, 124.91,382015.32, 113.87, 110.35, 54.05, 53.73, 53.52,
53.17, 41.73, 40.55, 38.69, 38.06, 37.41, 37.2973B1.29, 29.23, 29.01, 28.84, 22.79.

13.5.5.5(PS:0-PAA)-C,H,-NH-GKp, FFGKyceG-(*°N)-Fmoc

'H-NMR (DMSO-¢;, 300.13 MHz), [ppm]:0.76-2.20 (bm, 42 H), 2.59-3.12 (bm, 10 H),
3.39-3.54 (bm, 13 H), 4.13-4-38 (bm, 5 H), 4.4234(6m, 2 H), 6.22 (bs, 1 H), 6.27-7.45 (bm, 48 H),
7.59-7.73 (bm, 3 H), 7.80-7.90 (bm, 2 H), 7.98-8.(n, 4 H),  8.05-8.28 (bm, 5 H),
8.73-8.89 (bm, 2 H).

13.5.5.6(PS:0-PAA)-C,H,-NH-GKp,,FFGKyc:G-"NH,

'H-NMR (DMSO-¢;, 300.13 MHz), [ppm]:0.61-2.27 (bm, 45 H), 2.61-3.19 (bm, 10 H),
3.29-3.95 (bm, 13 H), 4.12-4-65 (bm, 4 H), 6.0897.om, 74 H), 7.98-8.46 (bm, 6 H),
8.72-8.92 (bm, 2 H).

C-NMR (DMSO-d;, 75.47 MHz), [ppm]:171.98, 171.65, 171.10, 170.99, 170.97, 968167.37,
162.33, 160.09, 154.91, 151.17, 148.05, 145.13,7B37137.65, 134.60, 129.91, 129.52, 129.24,
129.08, 128.03, 127.92, 127.38, 126.52, 126.21,1026125.73, 123.63, 115.20, 112.64, 112.59,
112.05, 100.82, 55.88, 54.45, 53.91, 52.72, 524852, 44.34, 42.75, 41.94, 40.59, 37.43, 37.30,
37.24,37.22, 31.41, 31.29, 28.57, 27.66, 22.56122
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