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vgl. vergleiche

v/v volume per volume
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z.B. zum Beispiel

Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur orientiert sich an den von Chemical
Abstracts (Chemical Abstracts, ‘Index Guide’, 77, 210.) und der IUPAC-IUB-
Kommission empfohlenen Richtlinien (Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9-37).
Fachausdriicke, die aus anderen Sprachen iibernommen wurden und Namen sind
kursiv geschrieben. Die Nummerierung der Endverbindungen erfolgt nach einem

kombinierten Buchstaben-Ziffern-System:
e P fiir Peptide
e E fiir Flastine
e V fiir vernetzte Hydrogele.

Die Ziffer ist eine fortlaufende Nummer innerhalb einer Gruppe — beginnend mit 1.

Ein Stern ,,** kennzeichnet Peptide mit Schutzgruppen.
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] Einleitung

Der Traum Hermann Staudingers, Chemie und Biologie als Einheit anzusehen,
hitte eigentlich in der ,,Sternstunde der Wissenschaft* 1953 erfiillt werden konnen, da

dieses Jahr ganz im Zeichen der biologischen und synthetischen Makromolekiile stand.

Abbildung 1-1  Uhrenvergleich der Augenblick kurz vor der Verleihung der Nobelpreise 1953 —
eine Sternstunde der Wissenschaft. Von links nach rechts: F. Lipmann, H. Krebs, H. Staudinger und F.
Zernike.

Staudinger erhielt den Nobelpreis fiir seinen grofen Beitrag zum Verstindnis der
Polymere, Krebs und Lipmann trugen auf derselben Nobelpreisfeier iiber Enzyme und

Coenzyme als wichtige biologische Makromolekiile vor und auch der Beginn der
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Molekularbiologie zeichnete sich durch die Nature-Arbeit von J. D. Watson und F. H.
Crick im Jahr 1953 ab.!"!

Jetzt, tiber 50 Jahre nach diesem Meilenstein in den Materialwissenschaften,
beginnt die Biologie neben der klassischen Chemie und Physik nachhaltigen Einfluss
auf die Entwicklung neuer Materialien zu nehmen. Natiirliche Biopolymere sind
beeindruckende Beispiele zur Steuerung der Eigenschaften durch die physikalisch-
chemischen Eigenschaften der Monomere und der genauen Abfolge (Primirstruktur),
wie diese Monomere in das Biopolymer eingebaut werden. Doch um die Natur
nachzuahmen, reichen die klassischen Synthesemoglichkeiten nicht aus. Durch
statistische Gesetze werden selbst einfache synthetische Polymere polydispers
beziiglich der Molekulargewichte, und bereits zwei verschiedene Monomere werden
wrandom like* in die Polymerkette eingebaut. Im Gegensatz hierzu ldsst sich mit Hilfe
der Proteinbiosynthese die Kettenldnge, die Monomer(Aminosiure)sequenz, die
Stereochemie und sogar die rdumliche Anordnung eines Biopolymers exakt

kontrollieren.!”

Ein Beispiel derartiger Biopolymere sind ,,Elastin like polymers* (ELPs). Diese
sind in hohen Ausbeuten zugénglich im Prozess der Proteinbiosynthese, auf Grund des
inversen Temperaturiibergangs leicht zu reinigen, sowie aullergewohnlich
biokompatibel.”! Daraus ergibt sich, dass ELPs besonders geeignete Proteine fiir
biomedizinische Anwendungen sind.”) ELPs werden bereits auf dem Gebiet der
Geweberegeneration'™"”!, dem sogenannten tissue engineering' und als polymere

[16-21

Wirkstofftrager I(,,drug carrier) eingesetzt.

Zu den polymeren Wirkstofftragern gehdren die polymeren Therapeutika. Nach
H. Ringsdorf und R. Duncan umfassen diese Polymer-Protein-Konjugate und
Wirkstoff-Polymer-Konjugate bis hin zu supramolekularen Wirkstofftransport-

systemen.*”! Problematisch gestaltet sich hier das Design der polymeren Konjugate.

! Tissue Engineering ist die Anwendung der Prinzipien und Methoden der Ingenieur- und Lebenswissenschaften
fiir das grundlegende Verstindnis der Wechselwirkung von Struktur und Funktion normalen und kranken
Gewebes sowie zur Entwicklung von biologischem Gewebe-Ersatz zur Rekonstruktion, dem Erhalt oder der
Verbesserung der Gewebefunktionen® (Zitat aus: Skalak, R. (1988). Tissue Engineering, Proceedings for a
Workshop held at Granlibakken, Lake Tahoe, California, February 26-29, 1988. New York).
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Idealerweise sollten diese weder toxisch, noch immunogen, monodispers und
biologisch eliminierbar sein. Genau aus diesem Grund wird neuerdings in
Forschungsarbeiten von Chilkoti et al. auf rekombinant hergestellte ELPs

zuriickgegriffen.!'

Auf dem Gebiet des tissue engineering gibt es derzeit zahlreiche Bemiihungen,
polymere Materialien auf der Basis von Proteinen oder Polysacchariden als
Grundgeriist der Zellansiedlung zu entwickeln. Die Vorteile, ndmlich eine hohe
Biokompatibilitdt und die Abbaubarkeit durch den Organismus, liegen auf der Hand.
Insbesondere die rasanten Entwicklungen der Molekularbiologie, Gentechnik und
Biotechnologie ermdglichen uns heute, kiinstliche Proteine mit definierter
Zusammensetzung und Molmasse herzustellen. Aus dieser Motivation heraus wurden
viele Biomaterialien auf der Basis von Proteinen entwickelt, die z.B. gute

%l besitzen oder korpereigene Proteine imitieren.™ Zu

Gelbildungseigenschaften”
dieser Klasse der im Korper vorkommenden Proteine zdhlen auch die ELPs. Sie
besitzen die Sequenz, Struktur und Eigenschaften des in der extrazelluliren Matrix

(ECM vom engl. extracellular matrix) vorkommenden Elastins.

Mit Hilfe der Biosynthese gewonnene Proteine stellen somit viel versprechende
Biomaterialien fiir beide Einsatzgebiete, den polymeren Therapeutika und dem tissue
engineering, dar. Die Protein-Polymere bestehen aus Wiederholungseinheiten von
Strukturmotiven natiirlicher Proteine und besitzen duflerst interessante mechanische,
chemische und biologische Eigenschaften. Biopolymere konnen zudem durch den
normalen Metabolismus im Korper degradiert werden. Die ungiftigen Abbauprodukte
werden entweder ausgeschieden oder fiir physiologische Prozesse weiterverwendet.
Die Aminosduresequenz und das Molekulargewicht der Protein-Polymere haben einen
wesentlichen Einfluss auf die physikochemischen Eigenschaften, die Pharmakokinetik,
Zelltransport-Phédnomene, biologische Aktivitidt und die Bioabbaubarkeit. Durch die
Errungenschaften der Gentechnologie, ndmlich natiirliche Organismen gezielt zu
»programmieren®, scheint die Tir offen zur Entwicklung malBigeschneiderter

Polypeptide fiir spezifische in vivo Anwendungen.
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Im folgenden Kapitel werden natiirliches Elastin, ELPs und ihre Anwendungen
beschrieben. Spater wird auf den biologischen Hintergrund der bereits angesprochenen
biomedizinischen Gebiete, polymere Therapeutika und tissue engineering

eingegangen.
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2 Grundlagen

2.1 Elastin und Elastin like polymers

2.1.1 Natiirliches Elastin

Elastin ist ein Skleroprotein, welches die Mehrzahl der elastischen Fasern in
Wirbeltieren bildet. In groBer Anzahl befindet es sich im Nackenband, der gelben
Bauchhaut, netzartig in den Wandungen von Blutgefdflen sowie in geringeren Mengen
unter anderem in Faszien", der Lunge und der Haut wieder. Es besteht aus Polypeptid-
Untereinheiten, aufgebaut aus den folgenden Aminoséduren: Glycin (26-30 %), Alanin
(19-25 %), Valin (11-21%), Prolin (9—16 %), im Gegensatz zum Kollagen enthélt es
jedoch nur wenig 4-Hydroxyprolin (1.5-1.9 %).*) Elastin kommt im Ké&rper

zusammen mit anderen Strukturproteinen der extrazelluldren Matrix (ECM), wie z.B.

"kleine gebiindelte Muskel- oder Nervenfasern
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Kollagen, vor. Verbiinde aus Kollagen und Elastin werden gleichzeitig elastisch und
reillfest, da sich die Eigenschaften der beiden Strukturproteine erginzen. In Analogie
zu anderen strukturgebenden Proteinen ist Elastin aus wasserldslichen Bausteinen,
dem Tropoelastin aufgebaut. Tropoelastin wird von den Zellen in l6slicher Form
sekretiert und anschliefend durch das Enzym Lysiloxidase zu einer stabilen polymeren
Struktur vernetzt. Dieses Markomolekiil dhnelt durch die weitmaschige Vernetzung
einem Elastomer. Verformungen, ausgelost durch Zug- und Druckbelastungen, sind

reversibel, das heil3t, Elastin kann nicht dauerhaft plastisch verformt werden.**!

Elastin-Netzwerk

Dehnung Relaxation

Elastin Molekul
- Vernetzung

Abbildung 2-1  Dehnen und Zusammenziehen eines elastischen Netzwerkes.

Tropoelastin besteht aus verschiedenen, sich wiederholenden Peptidsequenzen, wobei
das Pentapeptid (VPGVG) (siche Abbildung 2-2) die Wichtigste ist.”” Das
Elastizititsverhalten und die Eigenschaften der Peptide, welche unterschiedliche

(VPGVP), Sequenzen enthalten, wurden von der Arbeitsgruppe Urry et al. intensiv

26-29]
O O
NI Y N Y
H H
O O

Abbildung 2-2  Die VPGVG (V = Valin, P = Prolin, G = Glycin)-Sequenz.

untersucht.!
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2.1.2 ELPs fiir medizinische Anwendungen

Ein neuer, viel versprechender Ansatz der Gentechnik besteht darin, natiirliche
Polypeptide nachzuahmen, da diese besser als konventionelle Polymere in der Lage
sind, die natirlich vorkommenden Gewebestrukturen in der chemischen
Zusammensetzung, ihren physikalischen und mechanischen Eigenschaften, sowie in

ihrem Langzeitverhalten zu imitieren.”’*

Als besonders interessant erwiesen sich hier die Proteine der Extrazelluldren
Matrix (ECM), zu denen auch die Klasse der ELPs zdhlen.™ Diese besitzen viele
Eigenschaften des natiirlichen Elastins, unterscheiden sich jedoch in ihrem Aufbau und
threr Aminosduresequenz durch eine wesentlich einfachere Zusammensetzung,

wodurch alle Struktur-Eigenschaftsbeziehungen leichter zu charakterisieren sind.

Mogliche Anwendungen von Elastin ergeben sich zum Beispiel bei Bypass- oder
Darmoperationen. Bei der Bypass-Operation werden Blutgefae transplantiert, um
verschlossene Gefaflabschnitte zu Ttberbriicken. Bisher wurden dafiir zahlreiche
kiinstliche Materialien wie Gore-Tex”, Dacron” und Silikon als perikardiale™
Ersatzstoffe eingesetzt. Problematisch ist jedoch hidufig die Abkapselung dieser
kiinstlichen Materialien und die damit verbundenen WNebenwirkungen (z.B.
AbstoBungsreaktionen). Deshalb wird diskutiert, ob eine Ummantelung dieser

Materialien mit Elastin oder Elastin-dhnlichen Biopolymeren diese Abkapselung

verhindern konnte.!

Ahnliche Probleme treten hiufig bei Darmoperationen auf. Nach Entfernen von
Darmabschnitten werden die Darmenden aneinander gendht, wobei sich hdufig im
Bereich der Anastomose’” Verwachsungen und Narben entwickeln, die bis zum
Darmverschluss fiihren konnen und erneut operiert werden miissen. Um die Bildung
von Narben und Verwachsungen zu unterbinden, wird seit vielen Jahren nach neuen

Materialien gesucht, die diese Sekundirerkrankungen nach Operationen verhindern.””

"in Umgebung des Herzens

" Verbindung von GefiBen, Nerven oder Hohlorganen
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Elastin konnte ein geeigneter Werkstoff sein, da die Elastizitit an der Anastomose
erhalten bliebe und die Verwendung eines korpereigenen (,,humanen‘) Polymers die

Gefahr der Narbenbildung vermindern konnte.

Elastin spielt zudem in der kosmetischen Industrie eine grof3e Rolle, auch wenn
das Molekiil hier in wissenschaftlich fragwiirdiger Art eingesetzt wird. In vielen Anti-
Falten-Cremes (,,Retention Plus*), Masken (,,Kollagen Elastin®, ,, Kollagen Elastin
Creme Maske*) und Shampoos (,,spring-i-ness*“) wird Elastin eingearbeitet und als
Vitalisierer und Faltenglitter verkauft. In der Schonheitschirurgie, die mit Elastin-

Unterspritzungen Falten ausgleicht und Lippenpartien vergrofert, ist es dhnlich.

Auf dem Gebiet des ,,Drug Delivery* kommen Elastin-dhnliche Polymere bereits
zum Einsatz. Gerade in der Krebstherapie fokussiert sich die Forschung auf neuartige
Wirkstofftransportsysteme, wodurch eine Erhohung des therapeutischen Indexes’
erreicht wird und die Nebenwirkungen reduziert werden konnen.”***! Der bekannteste
Vertreter der Polymerklasse st ein N-(2-Hydroxy-propyl)-methacrylamid-
Doxorubicin-Konjugat, welches sich bereits in der klinischen Evaluierung befindet.””
Ein weiteres Beispiel aus dem Bereich der Biopolymere, ein ELP-Doxorubicin-
Konjugat, wird bereits in der Literatur beschrieben."'™ Durch eine erhhte Verweilzeit
der Polymer-Wirkstoffkonjugate im Blut kann die Spezifitit der Wirkstoffe erheblich

gesteigert werden.

Wie bereits erwéhnt ist das sogenannte tissue engineering ein weiteres wichtiges
Einsatzgebiet fiir Elastine und ELPs. Medizinisch ist man in der Lage, Gelenke,
Blutgefale und andere Korperbestandteile durch kiinstliche Nachbildungen zu
ersetzen. Die Erfahrungen zeigen jedoch, dass diese Implantate haufig zu
unerwiinschten Nebenwirkungen flihren, die zum Teil erst nach vielen Jahren in
Erscheinung treten. Selbst Metalle wie Titan oder hochwertige inerte Kunststoffe
filhren bei Patienten oft zu drastischen Langzeitschiddigungen oder verursachen

Allergien, so dass der Wunsch nach organischen Ersatzmaterialien immer zwingender

V Der therapeutische Index eines Wirkstoffes ist als Verhiltnis der therapeutischen Dosis zur toxischen Dosis

definiert.
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wird. Mittlerweile ist es moglich, Haut- und Knorpelgewebe in vitro herzustellen und
erfolgreich zu transplantieren. Durch die Verwendung von personenspezifischen
Zellen unterbleibt jede Art von AbstoBungsreaktion und anderen Nebenwirkungen, da
das Transplantat vom Korper als Eigen erkannt wird. Die fernen Ziele sind durch diese
Entwicklung hoch gesteckt worden. Es sollen ganze Organe in Zellkulturen hergestellt
werden und funktionsfahig fiir Transplantationen zur Verfligung stehen. Bis zur
Verwirklichung solcher Ideen werden aber sicherlich noch viele Jahre vergehen.
Bioelastische Polymere wie Elastin konnten jedoch bereits heute als Grundgeriist
genutzt werden, um bestimmte Zelltypen anzuziehen und auf diese Weise die
momentan verwendeten synthetischen Materialien zu ersetzen. Die so hergestellten
Gewebe unterliegen aufgrund der langen Haltbarkeit von Elastin einer sehr langsamen

Degradation und sind véllig biokompatibel, da sie humanen Ursprungs sind.”®!

2.2 Polymere als Wirkstofftrager

Im folgenden Kapitel wird néher auf eine Anwendungsmdglichkeit von Elastin
like polymers, nimlich auf das Konzept der polymeren Wirkstofftriger eingegangen.
Zundchst werden die Hintergriinde des therapeutischen Konzeptes erklért,

anschlieBend bereits bekannte Beispiele aufgelistet.

2.2.1 Das therapeutische Konzept polymerer Wirkstofftrager

2.2.1.1 Der EPR (,Enhanced Permeability and Retention”"")-Effekt

Den Grundstein fiir einen neuen Ansatz in der Krebstherapie, Makromolekiile als

[37,38

Trager fiir niedermolekulare zytostatische Wirkstoffe zu verwenden®*), legten die

/ [39,40] ] [41,42

Gruppen von Maeda et a und Jain et a I bereits vor 20 Jahren. Sie
entdeckten das, bedingt durch unterschiedliche biochemische und physiologische
Eigenschaften des Normal- und Tumorgewebes, eine passive Anreicherung von

Makromolekiilen im Tumor erfolgt.

VI Enhanced permeability and Retention” aus dem Englischen und wird iibersetzt mit ,,erhéhter Permeabilitét

und Retention®.
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lymphatisches System

Normalgewebe

pH ~7
'YX '/I\/Iakromolekule <
kleine Molekule .g Blutkreislauf
o 03
e o .g
Cell e Ca) L@
@ °® @ @ Tumorgewebe
(@) o0 (@) (@) pH ~ 6

Abbildung 2-3  Schematische Darstellung der anatomischen und physiologischen Eigenschaften
von Tumor- und Normalgewebe beziiglich des EPR-Effektes.

Wie in Abbildung 2-3 schematisch dargestellt, beruht der EPR-Effekt auf dem
Phinomen, dass BlutgefdBe welche durch Angiogenese"" in der Nihe eines Tumors
neu gebildet werden, groBle strukturelle Liicken aufweisen. Allgemein sind solche
Gefdlle weniger fest und durchlissiger fiir Makromolekiile als GefdaB3e, die normales
»gesundes® Gewebe versorgen. Die pordse Struktur dient dazu, den schnell
wachsenden Tumorzellen geniigend Sauerstoff und Néhrstoffe zur Verfligung zu
stellen. Sie bewirkt aber auch gleichzeitig, dass grofle Makromolekiile die GefaBwinde
passieren und in das umliegende cancerogene Gewebe diffundieren konnen. Dies fiihrt
zu einer Anreicherung von Makromolekiilen in der Ndhe von Tumoren. Dariiber
hinaus verhindert eine verminderte lymphatische Drainage im cancerogenen Gewebe,
dass Makromolekiile wieder abgefiihrt werden. Das Normalgewebe hingegen besteht
aus einem wohlgeordneten Zellverband, das in der Regel von Lymph-Kapillargefd3en
durchzogen und gegeniiber der Blutbahn durch eine liickenlose, dicht gepackte

Endothelzellenschicht begrenzt wird. Kleine Molekiile wie Nahrstoffe, Salze,

V' Neubildung von BlutgefiBen an bereits bestehende GefiBstrukturen



2 GRUNDLAGEN 20

Botenstoffe oder niedermolekulare Pharmaka sind in der Lage, durch diese
Endothelzellenschicht zu diffundieren, nicht jedoch Makromolekiile. Somit bietet der
eben beschriebene EPR-Effekt die Moglichkeit einer passiven Zielsteuerung von
makromolekularen Wirkstofftrager-Systemen zum Tumorgewebe, womit sich
potentiell die Nebenwirkungen fiir den Organismus reduzieren lassen. Die GrofBe des
Makromolekiils spielt demnach eine entscheidende Rolle fiir die Aufnahme in den

Tumor und sollte sich in einem Bereich von 20-200 kDa bewegen.[‘m’43 ]

2.2.1.2 Zellularer Aufnahmemechanismus polymerer Wirkstofftrager

Ein  wichtiger =~ Parameter bei der Planung eines  effizienten
Wirkstofftragersystems ist die Art der chemischen Kopplung zwischen Trager und
Zytostatikum. Im Wesentlichen konnen Makromolekiile durch drei verschiedene
Wege, der rezeptorvermittelten, der adsorptiven oder der Fliissigphasen-Endozytose
von der Tumorzelle aufgenommen werden. Wie auch in Abbildung 2-4 dargestellt
kommt es zu einer Einstilpung der Zellmembran, die zur Bildung eines

Membranbldschens (Endosom) fiihrt.
Ce e Lo PpHT7274
2.

\ &Hig_. |Endosom (pH 5.5) |

| Lysosom (pH 4.0)

Diffusion des Wirkstoffes
in das Cytoplasma

® Zytostatikum g Polymer  enz Enzym

Abbildung 2-4  Schematische Darstellung der endozytischen Aufnahme von Polymer-
Wirkstoffkonjugaten.
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Im Endosom wird der urspriingliche pH-Wert von pH 7.4 durch eine
intrazelluldre Protonenpumpe auf etwa pH 5.5-5.0 gesenkt. Ein Teil der Endosomen
kann mit primiren Lysosomen (pH 4.0) verschmelzen, in denen der enzymatische oder

hydrolytische Abbau des Makromolekiils erfolgt.[*"

Wihrend der letzten 10 Jahre konzentrierten sich die Untersuchungen zur
Wirkstofffreisetzung auf zwei Kopplungsvarianten, wobei die Verkniipfung so fest wie
notig und so labil wie moglich gestaltet werden muss. Zum einen eignet sich hierfiir
eine sdurelabilen Bindung zwischen Wirkstoff und Polymer, zum anderen die
enzymatisch spaltbare Peptidsequenz Gly-Phe-Leu-Gly (Gly = Glycin, Phe =

Phenylalanin, Leu = Leucin).

Im ersten Fall der pH-abhingigen Wirkstofffreisetzung lasst sich die pH-Wert-
Anderung im Lysosom fiir eine gezielte Freisetzung eines am Polymer gebundenen
Wirkstoffes ausnutzen. Verwendet man Spacermolekiile, die auf eine Absenkung des
pH-Wertes nach Aufnahme des Polymerkonjugates in die Zelle ansprechen, kann auf
diese Weise eine Abspaltung des Wirkstoffs vom Konjugat erreicht werden. Solche
malgeschneiderten Spacermolekiile sind z.B. Maleinimido- oder N-Hydroxysuccin-
imidoester-Verbindungen, die je nach funktioneller Gruppe des Zytostatikums zu
saurelabilen Imin-, Hydrazon- oder Carboxylhydrazon-Derivaten umgesetzt werden

kénnen. ™!

Bei der zweiten Variante wird eine Peptidbindung zwischen Zytostatikum und
makromolekularen Tridger durch lysosomale Enzyme gespalten. Beispiele fiir
Polymer-Zytostatika-Konjugate mit integrierten Peptidspacermolekiilen gehen zuriick
auf Arbeiten von Trouet et al. in den achtziger Jahren. Hier wurde das Zytostatikum
Daunorubicin an Succinyl-aktiviertes Albumin {iber verschiedene Peptidspacer-

t. [46

molekiile gekoppelt.*) Neuere Arbeiten von Seymour et al. beschiftigen sich mit der

Synthese von HPMA-Copolymer-Konjugaten mit Doxorubicin, welche iiber
verschiedene Peptidseitengruppen an das Polymergeriist gekoppelt werden konnten.*”
Diese Konjugate wurden so malBgeschneidert, dass der Wirkstoff durch lysosomale

Cystein-Proteasen vom Polymer-Geriist freigesetzt werden konnte. Das Konzept
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konnte durch eine hohe antitumorale Wirksamkeit in soliden Tumormodellen bestétigt

werden.[*®!

2.2.2 Polymere Krebstherapeutika

Das Konzept der steuerbaren, makromolekularen Wirkstofftragersysteme wurde
erstmalig 1975 von H. Ringsdorf ™ beschrieben und seitdem intensiv verbessert und

weiterentwickelt.>*>%

Die Makromolekiile zur Herstellung von Polymer-Wirkstoffkonjugaten sollten

idealerweise folgende Eigenschaften!® besitzen:
e Wasserloslichkeit
e Keine Toxizitét
e Keine Immunogenitét
e Abbaubarkeit bzw. Eliminierung durch den Organismus.

Ist ein geeignetes Polymer gefunden, gilt es jedoch bei der Entwicklung des Polymer-

[54]

Wirkstoffkonjugates weitere Punkte™™ zu beachten:

e Linker zwischen Wirkstoff und Polymer darf die Eigenschaften beider nicht

beeinflussen
e Moglichkeit eines hohen Beladungsfaktors mit Wirkstoff
e Zielgerichteter Transport des Wirkstoffs zum Wirkungsort (z.B. Tumor)
e Freisetzung des Wirkstoffs im Tumorgewebe.

Die bis dato am umfangreichsten untersuchte Gruppe makromolekularer
Tragermolekiile zum gerichteten Transport von Zytostatika ist zweifelsohne die

Gruppe der N-(2-Hydroxypropyl)-methacrylamid (HPMA)-Copolymere.” Hierbei

56] [57]

handelt es sich um wasserlosliche, biokompatible®® und nicht immunogene
Polymere, von denen einige Konjugate sich bereits in der klinischen Phase I und II
befinden.”** Die Bandbreite der Untersuchungen umfasst HPMA, Polyethylenglycol

(PEG), und Polyglutaminsidure-Tréager, ausgestattet mit unterschiedlichsten Zytostatika
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sowie bestimmten targeting'"“-Sequenzen zur Zielsteuerung auf Krebszellen

(Ubersicht siehe Tabelle 2-1).

Der viel versprechende Kandidat PK1 mit einem Molekulargewicht von ca.
28 kDa enthdlt 8.5 % Doxorubicin. Das HPMA-Riickgrat wird hier iiber einen
enzymatisch spaltbaren Tetrapeptidlinker (Gly-Phe-Leu-Gly) an den Aminozucker des
Doxorubicins gebunden.”” Ahnlich aufgebaut ist PK2, wobei dies zusitzlich
Galaktosamin als targeting-Gruppe enthélt und hierdurch eine besonders hohe
Affinitdt zum Asialglykoproteinrezeptor, welcher von Lebertumoren exprimiert wird,
aufweist (Abbildung 2-5).1° In beiden Fillen wird das Zytostatikum Doxorubicin iiber
einen Peptid-Spacer an das Polymer gebunden, welches nach endozytotischer
Aufnahme in den Krebszellen mittels Spaltung durch lysosomale Cysteinproteasen

freigesetzt werden kann.

Weiterhin wurde von der Arbeitsgruppe Duncan gezeigt, dass auch zytostatisch
aktive Platinkomplexe an HPMA-Copolymere gebunden werden konnen. Hier erfolgte
die Anbindung der Platinkomplexe an das Polymerriickgrat entweder iiber einen
proteolytisch spaltbaren Peptidspacer oder iiber eine in Lysosomen sauer

hydrolysierbare Verbindungssequenz.!®"!

Vi Htarget stammt aus dem Englischen und bedeutet ,,Ziel Bei einem ,,target” kann es sich beispielsweise um

ein Enzym, einen Rezeptor oder einen lonenkanal handeln.
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Tabelle 2-1 Wirkstoff-Polymer-Konjugate in klinischer Priifung.!*”
MW  Entwicklungs-
Verbindung Linker
[kDa] stand
PK1, Doxorubicin-(HPMA-Copolymer) Gly-Phe-Leu-Gly 30 Phase 11
PK2, galactosaminiertes Doxorubicin- In Phase I
Gly-Phe-Leu-Gly 30
(HPMA-Copolymer) abgebrochen
PNU-166945, Taxol-(HPMA- Ester 40 Phase I
Copolymer) beendet
MAG-CPT, Camptothecin-(HPMA- Gly-6-Amino- 30 Phase I
copolymer) hexanoyl-Gly beendet
AP5280, Diamminplatin(Il)-(HPMA-  Gly-Phe-Leu-Gly 25 Phase |
Copolymer) beendet
AP5286, Diaminocyclohexanplatin(Il)-  Gly-Phe-Leu-Gly 25 Phase |
(HPMA-Copolymer)
Prothecan, Camptothecin-Polyglutamat- Alaninester 40 Phase 11
Konjugat
CT-2103, Taxol-Polyglutamat-Konjugat Ester 40 Phase II/111
CT-2106, Camptothecin-Polyglutamat- Glycinester 50 Phase |
Konjugat
MTX-HSA, Methotrexat-Albumin- - 67 Phase I1
Konjugat
DOXO-EMCH, 6-Maleinimodcaproyl- sdurelabiles 67 Phase I

hydrazon-Derivat von Doxorubicin Hydrazon beendet
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Abbildung 2-5  Chemische Strukturen der ersten zwei klinisch erprobten polymeren
Krebstherapeutika, PK1 und PK2.

Die grofften Nachteile der HPMA-Copolymere, wie auch der meisten anderen
synthetischen Polymere fiir biomedizinische Anwendungen, sind sowohl die fehlende
biologische Abbaubarkeit des Polymerriickgrats als auch die Schwierigkeiten bei der
Synthese von Polymeren mit niedriger Polydispersitit.***! Im Idealfall sollte ein
industriell hergestelltes Medikament homogen sein und lediglich eine genau definierte

Verbindung enthalten.

Eine Moglichkeit monodisperse polymere Triager zu realisieren basiert auf der
Verwendung von Dendrimeren, deren Synthese und Verwendung sich aber sehr
arbeitsaufwendig gestaltet.>*?! Eine zweite Variante exakt definierte, monodisperse

Tragermaterialien aufzubauen, beruht auf gentechnologisch hergestellten



2 GRUNDLAGEN 26

Biopolymeren. Dieser Ansatz soll im weiteren Verlauf der Arbeit genauer untersucht

und diskutiert werden.

2.3 Polymere als Grundgeriiste fiir die Gewebeziichtung

2.3.1 Die Extrazellulare Matrix

Hohere Organismen sind aus einer Vielzahl verschiedener und zum Teil hoch
spezialisierter Zellen aufgebaut. Diese Zellen sind in Organen bzw. Gewebeverbanden
organisiert, wobei biologisches Gewebe nicht nur aus Zellen besteht. Einen
erheblichen Teil des Gewebevolumens nimmt der Extrazellularraum ein. Dieser wird
von einem komplexen Makromolekiilgeflecht, der sogenannten extrazelluliren Matrix

(ECM), ausgefiillt.

Die extrazelluldire Matrix besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Polysaccharide und Proteine, die von daflir spezialisierten Zellen (z.B. die
Chondroblasten im Knorpelgewebe oder die Osteoblasten im Knochen®”) gebildet
und sezerniert™ werden und sich zu einem strukturierten Maschenwerk

zusammenlagern (siehe Abbildung 2-6).17:%%

Epithelschic
BasalIaminam\}_-['I !J-];J "1'

™
b Kollagenfasern
T___."f" _353"_ 9

Makrophagen—- = -p—~—h

Fibroblaste % >

fé@—— Mastzellen
Proteoglykane /% 5-_;,__:\

und Glykoproteine Elastin -

:Jm%

Extrazellulare Matrix

50um

Abbildung 2-6  Schematischer Aufbau der Extrazelluldren Matrix.!*”)

X Sezernieren bezeichnet den Vorgang, bei dem eine Zelle Stoffe aus ihrem Inneren (Cytoplasma) nach auBen
abgibt. Die Zelle produziert, je nach Typ, unterschiedliche zu sezernierende Produkte, wie z.B. Proteine,

Zellmembranbausteine oder Neurotransmitter.
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Im Bindegewebe, welches bei Wirbeltieren das Strukturgeriist des Korpers bildet,
nimmt die extrazelluldre Matrix oftmals mehr Raum ein als die Zellen, die sie von

7T und bestimmt damit die physikalischen Eigenschaften des

allen Seiten umgeben
jeweiligen Gewebes. Der Anteil des Bindegewebes am Gesamtgewebe variiert je nach
Organtyp sehr stark: Knochen und Haut bestehen fast ausschlieBlich aus Bindegewebe,

das Gehirn weist dagegen nur sehr wenig dieses Strukturgewebes auf.!’"’?!

Auch die zum Aufbau der extrazelluliren Matrix verwendeten
Makromolekiiltypen variieren beziiglich threr Zusammensetzung und Strukturierung je
nach Gewebetyp enorm. Insgesamt finden sich in der extrazelluldiren Matrix weit liber
100 verschiedene Makromolekiiltypen, die eine sehr grofe funktionelle Varianz

3]

ermdglichen.™ So gibt es zum Beispiel die durch Kalzifizierung sehr harten

Matrixstrukturen von Knochen und Zéhnen, die durchsichtige Matrix der vorderen

Augenhornhaut oder die zugfesten seilartigen Sehnenstrukturen.”

Die extrazellulire Matrix besteht aus Makromolekiilen, die sich in zwei
Hauptklassen  einteilen lassen:  Glycosaminoglykane und  Faserproteine.
Glycosaminoglykane sind Polysaccharide, die meist gekoppelt an Proteine, also als
Proteoglykane, vorliegen. Sie bilden aufgrund ihrer Ladungseigenschaften eine stark
wasserhaltige, gelartige Grundsubstanz, in der die Faserproteine eingebettet sind und

durch die Ionen, Nihrstoffe, Metabolite und Botenstoffe diffundieren kénnen.!”!

Die Klasse der Faserproteine ldsst sich nochmals in Strukturproteine, wie z.B.
Kollagen und Elastin einerseits und in Adhésionsmolekiile, wie z.B. Fibronektin und
Laminin andererseits, unterteilen: Kollagenfasern, die den Hauptproteinbestandteil der
extrazelluldren Matrix darstellen, tragen zur Struktur und Widerstandsfahigkeit,
Elastinfasern dagegen zur Elastizitit bei (vgl. Abbildung 2-1 auf Seite 6). Die
Adhésionsmolekiile vermitteln den Kontakt zwischen der extrazelluliren Matrix und

den in sie eingebetteten bzw. den sie umgebenden Zellen.!’"!
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Extrazellulare Makromolekile

Glycosaminoglykane Faserproteine

(— 1. Hyaluronan | | |

3. Herparansulfat/
Heparin

é 2. Chondroitinsulfat/ Strukturprotein Anheftungsproteine
= < Dermatansulfat Kollagen Fibronektin

2 Elastin Laminin

o

a

“~ 4. Keratansulfat

Abbildung 2-7  Komponenten der Extrazelluldren Matrix.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Aufrechterhaltung der Integritit
der extrazelluliren Matrix fiir die Struktur und Funktion eines lebenden Organismus

absolut notig ist.

2.3.2 Integrine und die RGD-Sequenz

Integrine sind die wichtigsten Proteine, mit deren Hilfe Zellen an die
extrazelluldire  Matrix  binden konnen. Sie vermitteln als sogenannte
Zelladhésionproteine die Zell-Zell- als auch die Zell-Matrix-Wechselwirkungen.
Hierdurch steuern sie eine Vielzahl an physiologischen Prozessen. Neben ihrer Rolle
der Verankerung der Zelle iibernehmen sie die Aufgabe der Signaltransduktion in
beiden Richtungen durch die Zellwand."”** Durch Bindung eines Liganden der ECM
an ein Integrin wird ein Signal in die Zelle {ibertragen (outside-in signaling), was zu
einer Umorientierung des Zytoskeletts fiihrt. Dieser Prozess kann die Verdnderung der
Zellform, die Migration oder die verankerungsabhidngige Proliferation sowie die
Gewebeorganisation steuern.'** Der umgekehrte Weg der Signaltransduktion vom
Zellinneren nach auBlen wird als inside-out signaling bezeichnet, wobei Faktoren in der
Zelle die Integrine aus einem passiven, schwach adhdsiven in einen aktiven, adhésiven

Zustand umschalten.®”!

Mit insgesamt 18 a-Untereinheiten und 8 A-Untereinheiten bilden die

Transmembranglykoproteine mindestens 25 verschiedene Integrinheterodimere (siche
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Abbildung 2-8). Sie verbinden das Aktinzytoskelett mit der extrazelluldren Matrix und

geben der Zelle auf diese Weise diverse Informationen iiber deren Lokalisation im

Korper und ihr niheres zelluldres Umfeld.®!
o-Untereinheit p-Untereinheit
I-Domane putative I-Domane
siebenblattriger \

B-Propeller

C-Terminus des

p-Propellers M
AN S-S-Bricke
B Faltblatter — ‘i zwischen « PSI Domane
Domanen &" (N-Terminus)
)_}"/ cysteinreiche Domaner
E g <— Membran

cytoplasmatische Domane —p» i ’ ;

Abbildung 2-8  Schematische Darstellung des Aufbaus der Integrine.”” Die Kopfgruppe der a-
Untereinheit besteht aus einem siebenblattrigen S-Propeller. Einige a-Untereinheiten weisen zwischen

dem zweiten und dritten Propellerblatt eine zusitzliche, eingeschobene Doméne ( al-Doméne) auf.

Integrine binden mit Hilfe von Kation-n-Wechselwirkungen viele Matrix- und
Plasmaproteine. Die Anbindung von Gewebezellen an die ECM wird z.B. bei
Fibronektin auf die Wechselwitkung von Doménen, die bestimmte
Aminosduresequenzen enthalten, zuriickgefiihrt. Im Falle des Fibronektins spielt das
Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) (Arg = R = Arginin, Asp = D = Asparaginséure), 1984
von Pierschbacher und Ruoslahti entdeckt, eine entscheidende Rolle als minimale

essenzielle Erkennungssequenz fiir Integrine (siche Abbildung 2-9).%*"]
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Extrazelluldare Matrix

® 20 ATl A A s

Integrin (Zelloberflachen-
Rezeptor)

rep, ECM-Protein mit RGD-
\} Sequenz (Integrin-Ligand)

Abbildung 2-9  Schematische Darstellung der Adhésion von Zellen an die ECM (Extrazelluldre
Matrix).

Es konnte gezeigt werden, dass 16sliche RGD-Peptide antagonistisch zur ECM
adhirierte Zellen ablosen, wihrend immobilisierte RGD-Peptide dhnlich wie ECM-

1 Somit bietet sich die

Proteine integrinvermittelte Zelladhision bewirken.|
Moglichkeit, tiber RGD funktionalisierte Oberflaichen gezielt Interaktionen mit
Zelloberflachen zu steuern. Bis dato wurden zahlreiche lineare und zyklische RGD-
Peptide"! entwickelt und z.B. auf Polyethylenoxid-Filmen immoblisiert.”” Dabei
konnte gezeigt werden, dass das Tripeptid die Anhaftung und Ausbreitung von
Endothelzellen, nicht aber von glatten Muskelzellen oder Thrombozyten, auf

kiinstlichen Oberflichen fordert.”>"

2.3.3 Polymere als Biomaterialien fiir die Gewebeziichtung

Mit dem Hintergrund der vorherigen Kapitel 14sst sich erahnen, dass gerade die
RGD-Peptide im Bereich des tissue engineering eine grofle Rolle spielen. In der
regenerativen Medizin wird korpereigenes Gewebe in einer Biopsie entnommen, in
vitro auf einem Tréager kultiviert, um es dann zu implantieren (siche Abbildung

2-10).5
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Zellen® Matrix™ “In vitro” -

Kultivierung™

— =D

—»

N/

Abbildung 2-10 Prinzip des tissue engineering, * Gewebezellen, Stammzellen oder embryonale
Stammezellen ,** Natiirlich, synthetisch oder xenogenisch (Fasern, Hydrogel, Kapseln),*** statisch,

unter Rithren oder dynamische Fliessbedingungen.

Die grofte Schwierigkeit hierbei ist, den Zellen eine moglichst natiirliche Umgebung

zu bieten, welche man teilweise mit RGD-Peptiden imitieren kann.

Die Anforderungen an ein geeignetes Material fiir die Gewebeziichtung sind

vielschichtig. In folgender Aufzihlung werden die wichtigsten Aspekte!*® dargestellt:
e Mechanische Festigkeit bei gleichzeitiger Elastizitdt
e Vernetzbarkeit des Materials
e Kontrollierte Bioabbaubarkeit des Grundkdrpers

e Moglichkeit eines hohen Beladungsfaktors mit adhdsiven Proteinen (z.B. RGD)

bzw. Proteindoméinen.

Zu Beginn stellt sich die Frage des Grundgeriists filir eine Anwendung im Bereich
des tissue engineerings. Hier spielen vor allem natiirliche und synthetische

bioabbaubare Materialien eine grof3e Rolle (siehe Tabelle 2-2).
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Tabelle 2-2 Biomaterialien im fissue engineering.”® Die heute verfiigbaren Trigermaterialien
lassen sich in natiirliche und synthetische, sowie in biodegradierbare und nicht biodegradierbare

Biomaterialien einteilen.

Biodegrad. Biodegrad. Nicht biodegrad. Nicht biodegrad.
Nattrlich Synthetisch Naturlich Synthetisch
Kollagen I, IV Poly-milchsaure Alginat Silikon

Fibrin Poly-glykolsédure Chitin, Chitosan Teflon
Albumin Poly-ortho-ester Hydroxyapatit Latex
Fibronektin Poly-aminosduren Polyethylen
Laminin 1,5 Poly-&-carpolacton

Elastin Tri-methylen-carbonat

Poly-p-dioxanon

Poly-hydroxy-alkanoate
(PHAS)

Dracon

Die ersten Modifizierungen von Biomaterialien wurden mit Proteinen der ECM
wie Fibronektin, Vitronektin, und Laminin durchgeﬁihrt.[97] Aber schon bald wurde
erkannt, dass es sich wesentlich einfacher gestaltet, nur die ,,selektive Peptidsequenz*

zu verwenden (Uberblick siehe Tabelle 2-3).°%

Die RGD-Oberflichenfunktionalisierung zéhlt zur bekanntesten Methode. Die
Anbindung erfolgt in den meisten Fillen iiber eine stabile Peptidbindung. Eine
aktivierte Carbonsduregruppe am polymeren Tréager reagiert mit dem nukleophilen N-
Terminus des Peptids. Hierbei kann die Carbonsduregruppe mit EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbondiimid), DCC (Dicyclohexylcarbodiimid oder CDI
(Carbonyldiimidazol) aktiviert werden. Bei dieser Variante treten jedoch zwei
Probleme auf: Zum einen besitzt die RGD-Sequenz weitere reaktive Gruppen (die

Carboxylgruppe am C-Terminus und in der Seitenkette der Asparaginsdure, sowie die
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nukleophile Guanidino-Gruppe der Arginin-Seitenkette (sieche Abbildung 2-11)). Zum
anderen konnen die Kupplungsreagenzien und die aktivierte Carbonsdure schnell

hydrolysieren.

Tabelle 2-3 Einige ausgewdhlte selektive Peptidsequenzen, welche beim tissue engineering

[98

eingesetzt werden.”™ *Neurit = Axon. Als Axon wird der lange Fortsatz der Nervenzellen bezeichnet,

welcher der Weiterleitung von elektrischen Impulsen dient.

selektive AS-Sequenz  Ursprung Funktion

RGD Fibronektin, Vitronektin Zelladhision

KQAGDV Muskelzellenadhision

IKVAV Laminin Neurit* Extension

YIGSR Laminin B1 Zelladhésion

VPGIG Elastin Elastische Komponente der
ECM

REDV Fibronektin Endothelzellenadhésion

KRSR Bindungsdoméine Heparin Osteoblastenadhésion

Guanidinogruppe

in der Seitenkette \

HNYNHZ

N-(Amin)-
O

Arginin  Glycin Asparaginsaure

R G D

Abbildung 2-11 Die RGD-Sequenz.

Carboxylgruppe

in der Seitenkette
HN
OH

Y @] O
N\)L OH (. -
_ HoN N C-(Carboxyl)
Terminus H 5

Terminus
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Sollen diese Schwierigkeiten umgangen werden, kann man Schutzgruppen in die
Seitenketten einfiihren und organische LoOsemittel anstatt Wasser verwenden. Mit
dieser Methode konnten bereits geschiitzte RGD-Peptide in Polymere eingefiihrt
werden (siche Abbildung 2-12).°-1°1

HN NHPbf
Y

HN
. OtBu
O -OH Kupplungsreagenzien
j/ geschutztes Peptid @) O
hl han b > H\)L OotB
Dichlormethan bzw u
Pol '
olymer Dimethylformamid O-NH H
(0] O
Polymer
HNﬁ/NHZ
HN
Entschitzung OH
0O @]
H
d I I on
OaHN N
H
? o] (0]
Polymer

Abbildung 2-12 Kopplung eines geschiitzten RGD-Peptids via N-Terminus an ein Carbonséure-
modifiziertes Polymer mit anschlieBender Entschiitzung. Pbf: 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzo-
furan-5-sulfonyl, Bu: tert-Butyl.

Bei der Verwendung von gentechnologisch hergestellten Proteinen als Matrix fiir
die Gewebeziichtung wird oft eine weitere Strategie der Funktionalisierung verfolgt.
Die zelladhisive Peptidsequenz und vernetzbare Gruppen wie Lysine kdnnen direkt in
die Polymerkette mit eingebaut werden. Die ersten ELPs wurden um die biologische
aktiven Sequenzen RGD bzw. REDV erweitert und zeigten eine Zelladhdsion, dhnlich

der von Fibronektin.!®

Nach diesen ersten erfolgreichen Versuchen wurden
verschiedenste ELPs als Grundgeriiste getestet. Spater wurden auch die Regionen um
die kurzen zelladhdsiven Liganden mit zusétzlichen Aminosduren erweitert. Die
Gruppe Panitch et al. konnte zeigen, dass durch Einflihrung der lidngeren
Peptidsequenz CS5, welche im Zentrum die REDV-Sequenz enthilt, die Zelladhdsion

stirker stimuliert werden konnte, als durch das REDV-Peptid alleine.®!
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Welsh et al. zeigte, dass die Kontrolle iiber die mechanischen Eigenschaften ein
wesentlicher Faktor bei dem Design eines polymeren Grundgeriists fiir die
Geweberegeneration ist. Durch die Einfiihrung von terminalen Lysinen gelang es, die
Vernetzungsdichte und somit die mechanischen Eigenschaften der vernetzten

Hydrogele tiber das Molekulargewicht zu steuern.”

Neuere Beispiele von biosynthetisch gewonnenen ELPs zeigen wie vielfaltig die
Ansatzmoglichkeiten sind. Girrotti et al. entwickelte ein Biopolymer mit vier
verschiedenen funktionellen Doménen.!"*! Zur Nachahmung der ECM wurde die erste
Domine mit der Peptidsequenz (VPGIG), ausgestattet. Der zweite Block innerhalb des
Grundgeriists unterscheidet sich vom ersten Block nur durch eine Lysin-Gruppe,
welche zur Vernetzung verwendet werden kann. Die dritte Doméne enthélt die CS5-
Sequenz des menschlichen Fibronektins und somit die zelladhésive Einheit REDV. Im
letzten Block wurde die natiirliche VPVAPG-Sequenz, als Target fiir Proteasen der
natlirlichen ECM eingefiihrt (siche Abbildung 2-13).

}n
[(VPGIG),-(VPGKG)-(VPGIG),-EEIQIGHIPREDVDVDHLYP-(VPGIG),-(VPGKG)-(VPGIG),-(VGVAPG),]

Abbildung 2-13  Schematische Darstellung der Wiederholungseinheit eines neu entwickelten ELPs.
Zu erkennen sind vier verschiedene Doménen im Grundgeriist.

In dieser Arbeit sollten nun die unterschiedlichen Strategien zur
Funktionalisierung polymerer Triager geschickt verkniipft werden. Einerseits sollte als
Grundgertist ein rekombinantes ELP mit vernetzbaren Gruppen verwendet werden und
andererseits sollte die Zahl und Art der bioaktiven Liganden durch eine nachtragliche
chemische Modifizierung variabel gestaltet werden. Insbesondere die Variabilitdt ist
einer der Vorteile der chemischen Anbindung von Liganden an das funktionalisierbare

Tragermaterial.



3 ZIELSETZUNG 36

3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit galt es zu zeigen, dass das von Junger
exprimierte Elastin [EMM], (EMM = Elastin mimetisches Monomer)
posttranslational chemisch modifizierbar ist. Die Primérstruktur ist in der

nachfolgenden Abbildung dargestellt:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRDPSS-
[VPGVG-VPGKG-VPGVG-VPGVG-VPGLEG-VPGIG],

NH»

Abbildung 3-1  Die Aminosduresequenz des von Junger klonierten Hiss-[EMM]; (E1), wobei alle
modifizierbaren Aminosduren im Histidin-tag fett dargestellt sind. Dieses ELP besitzt in der Wieder-

holungseinheit zwei modifizierbare Aminosduren (K = Lysin, E = Glutaminsaure).

Auf Basis dieser Sequenz soll dargelegt werden, dass [EMM]; ein geeignetes
Biomaterial zur Darstellung von polymeren Wirkstofftrigern und der Herstellung von

Matrizen fiir die Gewebeziichtung ist.
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Als erster Schritt zur Herstellung eines neuartigen Biomaterials musste eine
Methode zur Abspaltung des so genannten Histidin-fags” gefunden werden, da dieser
viele Aminosduren mit funktionalisierbaren Seitenketten enthélt, die Anlass zu

Nebenreaktionen geben konnten (siehe Abbildung 3-1).

Im zweiten Schritt sollte versucht werden durch eine Punktmutation der DNA-
Sequenz eine chemisch leicht zugingliche Gruppe (z.B. Thiol) einzufiihren, damit
auch [EMM];-Verbindungen mit nur einer Modifizierung, so genannte 1-1 Konjugate,

dargestellt werden konnen.

Die posttranslationale chemische Modifizierung des ELPs [EMM]; ldsst sich in
die zwei Bereiche (polymere Wirkstofftriger und Herstellung von Matrizen fiir die
Gewebeziichtung) der medizinischen Anwendung untergliedern. Im Folgenden wird
auf polymere Wirkstofftrager auf der Basis von [EMM]; eingegangen. Hierbei soll die
Carboxylgruppe der Glutaminsdure die Wasserloslichkeit des Biopolymers
gewihrleisten, die Amino-Funktion dient zur chemischen Modifizierung des
polymeren Riickgrats. Die Zielverbindungen dieses Projekts lassen sich nach dem

Vorbild von Duncan et al. darstellen (vgl. Abbildung 2-5 auf Seite 25).

Reaktive Gruppe zur Modifizierung

mit Zytostatika (z.B. Doxorubicin) ~ Wasserldslichkeit

NH,

[VPGVG-VPGKG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG],

Abbildung 3-2 Die Aminosduresequenz von [EMM];, wobei die Lysinseitenkette zur
Modifizierung mit Zytostatika genutzt werden kann. Die Carboxylgruppe der Glutaminséure soll die
Wasserloslichkeit des ELPs gewéhrleisten.

Zur Verwendung von [EMM]; als Grundgeriist der Gewebeziichtung galt es,
neben der Modifizierung von Elastin mit zelladhésiven Liganden (z.B. RGD), ein

bioaktives Hydrogel durch Vernetzung darzustellen (siehe Abbildung 3-3).

X Das Wort »tag™ aus dem Englischen iibersetzt bedeutet ,,Schild®, ,,Etikett* oder ,,Markierung®. Ein ,,tag* dient

in der Biochemie sowohl der Aufreinigung als auch dem Nachweis eines Proteins.
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Kupplung von
Chemische Vernetzung zelladhésiven Liganden

NH-»

[VPGVG-VPGKG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG],

Abbildung 3-3  Die Aminosduresequenz von [EMM];, wobei die Carboxylgruppe zur
Modifizierung mit zelladhdsiven Liganden und die Aminogruppe der Lysinseitenkette zur Vernetzung
zum Hydrogel genutzt werden kann.

Hierbei soll die Carboxylgruppe der Glutaminsdure zur chemischen
Modifizierung mit bioaktiven Liganden dienen, die Amino-Funktion der

Lysinseitenkette kann mit Hilfe geeigneter Vernetzer bioaktive Hydrogele ausbilden.

Neben der Charakterisierung der Zielverbindungen durch NMR und MALDI-
TOF sollte auch ein Testsystem zur biologischen Evaluierung der modifizierten

Hydrogele gefunden werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Biochemische Arbeiten

4.1.1 Punktmutagenese innerhalb eines DNA-Abschnitts

Mit der Technik der Quick Change Site-directed mutagenesis (QCSDM) konnen
Mutationen in DNA-Konstrukte eingefiihrt werden. Hierzu werden zwei
komplementédre Primer entworfen, welche genau auf der Mutation liegen, ca. 35-40
Basenpaare lang sind, und bei denen das urspriinglich vorhandene Basenpaar durch
das mutierte ersetzt wird. Die komplementédren Primer binden an den Vektor und bei
der Polymerase-Chain-Reaction (PCR™") wird eine Kopie des gesamten Vektors

erstellt, welcher die gewiinschte Mutation enthilt. Die urspriingliche DNA, die noch

Xl Bezeichnung fiir eine in der Gentechnik angewandte Methode zur gezielten Vervielfiltigung eines

spezifischen DNA-Fragments.
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die alte Stelle enthdlt und deshalb nicht erwiinscht ist, wird durch das Enzym (Dpnl)

nach der PCR in sehr kleine, wenige Basenpaare lange Stiicke abgebaut.

Bei der PCR selbst wird der Vektor nicht geschlossen. Erst wihrend der Klonierung

1lec

werden diese sogenannten ,nick. von Bakterien erkannt und vom Metabolismus

repariert und geschlossen (vgl. Abbildung 4-1).

1. Plasmidpréaparation
2. PCR
‘" Mutation enthaltende Primer

3. Restriktionsverdau Q

Mutierte Plasmide
(enthalten nichtligierte
zirkulare Stamme)

4. Transformation

- -
\\.

Abbildung 4-1  Uberblick iiber die ,Quick change site-directed mutagenesis“ Methode
(Stratagene).

4.1.2 Punktmutagenese innerhalb des DNA-Abschnitts von Hiss-[EMM]7

Fir die Herstellung von so genannten 1-1 Konjugaten, d.h. pro [EMM],
Polypeptid soll nur ein bioaktiver Ligand gebunden werden, wurde iiber eine

Punktmutation in der DNA-Sequenz ein Cystein eingefiihrt. Aufgrund der hdheren

X Das Wort ,nick aus dem Englischen iibersetzt bedeutet ,,Kerbe* und bezeichnet in der Biochemie eine

Bruchstelle eines DNA-Stranges.
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Reaktivitidt der Thiolgruppe (siche Abbildung 4-2) kann hier iiber die Methode der

Chemischen Ligation selektiv die Aminosdure Cystein zur Reaktion gebracht werden.

R—S > R—NH, > R—COO = R—0O

Abbildung 4-2  Reaktive Seitenkettengruppen in Proteinen. Die Nukleophilie nimmt von links nach
rechts ab.

Zur Durchfiihrung der Punktmutation galt es vorerst ein komplementires
Primerpaar zu entwerfen und dann iiber einen QSCDM-Kit von Stratagene das neue

DNA-Stiick einzufiihren.

Zum Austausch der Aminosdure Serin gegen Cystein an AS-Position 35 wurde
ein Primerpaar entworfen, das direkt auf der Mutation sitzt und rechts und links der
Mutation ca. 20 Basen besitzt. Nach Durchfiihrung der PCR Reaktion wurden
zahlreiche positive Klone erhalten. Von diesen wurden 20 Kolonien gepickt und in
4 mL LBg,n, tiber Nacht bei 30 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die
DNA mit Hilfe eines DNA-Purification-Kit isoliert und mit dem Enzym Eaml104

verdaut.

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14

Abbildung 4-3  Agarosegel der mit Eam1104 verdauten Klone, 1 = Marker (DNA-Leiter), 2 =

Kontrolle, 3-14 = Proben der verschiedenen Klone.
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Demzufolge sollten alle positiven Klone vier Banden (1183 Da, 2367 Da, 1131

Da, 1315 Da) im Agarosegel aufweisen, die negativen Klone fiinf Banden (630 Da,
553 Da, 2367 Da, 1131 Da, 1315 Da) bzw. mehr (siche Abbildung 4-3).

Nach diesem ersten positiven Ergebnis konnte durch einen Doppel-Enzymverdau
der Proben 3 und 4 mit Bam H1 und Not 1 ein Unterschied in der Gréfe der
geschnittenen Vektoren 3 und 4 gefunden werden (sieche Abbildung 4-4).

1 2 3 4

2000

1500

1000
750

500

250

Abbildung 4-4  Agarosegel der mit Bam H1 und Eam 1104 verdauten Klone, 1 = Marker (DNA-
Leiter), 2 = Kontrolle, 3-4 = Proben der verschiedenen Klone.

Durch eine anschlieBend durchgefiihrte Sequenzierung stellte sich heraus, dass
Probe 3 zwar die Punktmutation enthielt, jedoch nur sechs Wiederholungseinheiten
von [EMM] vorwies, Probe 4 hingegen wie gewliinscht, sieben [EMM]-

Wiederholungseinheiten plus der Aminoséure Cystein an Position 35 beinhaltet.

Als néchster Schritt wurde der neue Klonierungsvektor in den kompetenten
Expressionsstamm BLR(DE3)-Zellen transferiert. Die resultierende Mutante von Hisg-

[EMM]; wird in nachfolgendem Abschnitt mit Hiss-Cys-[EMM]; (E2) bezeichnet.

4.1.3 Expression von Hiss—~[EMM]7 (E1) und Hise-Cys-[EMM]7 (E2)

Aufgrund der Klonierungsstrategie von Junger ist die Gesamtsequenz von E1
und E2 wesentlich ldnger als der Teil, der sich ausschlieBlich auf das Elastin bezieht.

Dieses so genannte Hisg-[EMM]; E1 bzw. His¢-Cys-[EMM]; E2 besitzt ein
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Molekulargewicht von 21514 Da bzw. 21530 Da (sieche Abbildung 4-5). Die
vorgelagerte Sequenz, der Histidin-fag, dient der Aufreinigung durch die

Affinitdtschromatographie.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRDPSS-
[VPGVG-VPGKG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG],

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRDPCS- E2
[VPGVG-VPGKG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG],

Abbildung 4-5  Die Gesamtsequenz von E1 und E2, wobei der Histidin-Tag und der Unterschied
zwischen Hisg-[EMM]; und der Mutante Hiss-Cys-[EMM]; fett und rot dargestellt wurde.

Die Expression von E1 und E2 wurde nach einem Standardprotokoll von Junger im E.
coli-Stamm BLR(DE3) durchgefiihrt.!"" Es werden dabei die folgenden Grundschritte
durchgefiihrt:

Anzucht einer Vorkultur mit dem Expressionsplasmid
pET28b-[EMM]; in 8 Liter LB bei 30 °C

Kana

Ernte nach 24 h Expressionszeit

v

Zellaufschluss

v

Reinigung mittels Affinitatschromatographie

Abbildung 4-6  Grundschritte der Proteinexpression. Kana = Kanamycin.

Nach Anzucht der Expressionskultur erfolgte die Ernte der E. coli-Bakterien
durch Zentrifugation. Durch den Zellaufschluss wurden die 16slichen Zellbestandteile
gewonnen und mittels Zentrifugation von intakten Zellen, Membran- und

Zellwandtriimmern, sowie unldslichen Proteinen abgetrennt. Anschlieend wurden die
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iberexprimierten Proteine aus dem Zelllysat unter denaturierenden Bedingungen

(8 M Harnstoff) durch Affinitatschromatographie aufgereinigt.

Nach erfolgter Aufreinigung konnte die Reinheit und das Molekulargewicht des
Proteins durch SDS-PAGE (engl. Sodium = Natrium, Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) iiberpriift werden. Die SDS-PAGE-Analyse der
Eluatfraktionen (Abbildung 4-7) zeigt das Elutionsmuster eines typischen

Chromatographielaufes. In diesem Falle wurden die Fraktionen 9 bis 12 vereinigt.

-

66 W
46

31

kbal 2 3456 7 8 9101112
¥

wore

gereinigtes Protein

21

Abbildung 4-7  SDS-PAGE  (gefarbt nach  Fairbanks) mnach  Affinititschromatographie
exemplarisch von Hiss-[EMM]; (E1). Bahn 1: LMW-Marker, 2: Zelllysat, 3: Probenauftrag mit Puffer
A (Durchlauf), 4-8: Waschfraktionen, 9-12: gereinigte Proteinproben.

Bei Fraktionen, welche der SDS-Gel-Analytik zufolge noch Verunreinigungen
aufwiesen, wurde ein zusitzlicher Hitzereinigungsschritt durchgefiihrt. Hierbei wird
die reversible Aggregation von E1 bzw. E2 bei hohen Temperaturen, im Gegensatz
zum Verhalten der meisten anderen Proteine unter derartigen Bedingungen,
ausgenutzt. His¢-[EMM]; bzw. Hiss-Cys-[EMM]; féllt bei hohen Temperaturen in
Abhénigigkeit von der Molmasse, der Konzentration, der Ionenstirke und dem pH-
Wert aus, geht bei Abkiihlung jedoch wieder in Losung und kann somit nach
Zentrifugation aus dem Uberstand erneut gewonnen werden. Die reinigende Wirkung
dieses Hitzeschritts konnte durch weitere SDS-PAGE Untersuchungen bestétigt

werden.
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4.1.4 Bromcyano-Spaltungen von Hise—[EMM]7 (E1) und Hise—Cys-

[EMM]7 (E2)

Mit dem Ziel E1 und E2 selektiv und reproduzierbar zu modifizieren, galt es eine
Methode zur Spaltung spezifischer Aminosduresequenzen, im Milligramm-Malstab
durchfiihrbar, zu finden. Durch die Ansatzgrofle konnte eine enzymatische Spaltung
ausgeschlossen werden, da diese zu kostspielig ist. Aus diesem Grund wurde die in der

[103

Literatur bekannte Bromeyan-Spaltung!'®*! auf unser System iibertragen und optimiert.

Hier erfolgt eine chemische Spaltung nach jedem Methionin.

In Anbetracht der Gesamtsequenz von E1 und E2 gestaltet sich eine
Fragmentierung der Primérstruktur nach jedem Methionin als sinnvoll. Der gesamte
His¢-tag kann mittels dieser Methode abgespalten werden und es bleiben nur wenige
zusitzliche Aminosduren vor der eigentlichen Elastin-dhnlichen Sequenz [EMM],
zuriick (sieche Abbildung 4-8). Im Falle des Hisg-Cys-[EMM]; kann das neu

eingefiihrte Cystein in dem N-terminalen sechs Aminoséureiiberhang erhalten bleiben.

Komplette Aminosauresequenz von [EMM],

His6-Tag zur AffinitHischromatographischen Reinigumng BroN-Schnittstelle

/'—A—\
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQM | %RDP(S:S
ZW.

[VPGVG VPGIKG VYPGVG VPGVG VPGEG VPGIG],

Abbildung 4-8  Komplette Aminosduresequenz von His¢-[EMM]; (E1l) bzw. Hisg-Cys-[EMM],
(E2) (der Unterschied ist das rot gekennzeichnete C = Cystein) mit der Schnittstelle der Bromcyano-
Spaltung.

Der Mechanismus der BrCN-Spaltung wird im nachfolgenden Schema

beschrieben:
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Abbildung 4-9  Vorgeschlagener Mechanismus der Spaltung von Aminosduresequenzen mit
Methionin unter Einwirkung von BrCN.

Zur Optimierung der BrCN-Spaltung wurden unterschiedliche Reaktions-
bedingungen getestet. Die Spaltung von E1 wurde sowohl in 88 %iger Ameisensdure,
als auch in 70 % TFA-Losung durchgefiihrt, wobei alle weiteren Parameter konstant
gehalten wurden. Nach einer Reinigung der Produkte iiber Dialyse gegen H;Ogq,

konnten die Produkte mit Hilfe von MALDI-TOF analysiert werden (siche Abbildung

4-10).
A B 18457 (1miz)
18457 (rmiz) |
18930
9230 (Miz)2 1923951514 9930 (Mmizy2
| | | |
!L | .'!I‘* (l | I
it Pt _.f"’u i N | PR 4 S
. 12E|D|j . 16000 21lc||j|:| 10000 16000 21000
miz

Abbildung 4-10 MALDI-TOF-Spektren (Refektor-Modus, Matrix: o-Cyano-Hydroxy-Zimtsdure).
A: BrCN-Spaltung von E1 in 70 %iger TFA. B: BrCN-Spaltung von E2 in 88 %iger Ameisensdure.

Wie aus den Spektren ersichtlich ist, konnte bei der Verwendung von TFA als
Sdure die Methionin-Aminosdure-Spaltung nicht komplett ablaufen. Die BrCN-

Spaltung verlief unvollstindig. Im Gegensatz hierzu gelang in Ameisensdure die
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Abspaltung des Histidin-fags fast vollstindig. Ameisensdaure wurde deshalb fiir alle

weiteren BrCN-Spaltungen als Losemittel verwendet.

In einem typischen Ansatz zur Spaltung des Histidin-fags konnten bei einem
100-fachen Uberschuss an Bromcyan 91 % von [EMM], (E3) bzw. Cys-[EMM], (E4)

isoliert werden.

4.1.5 Analytische Daten von [EMM]7 (E3)

4.1.5.1 MALDI-TOF-MS von Hiss-[EMM]; (E1) und [EMM]; (E3)

Von den Proteinen Hisg-[EMM]; (E1) und [EMM]; (E3) konnte ein MALDI-
TOF-Spektrum aufgenommen werden. Die molare Masse von Hise-[EMM]; (E1)
betrdgt nach Berechnungen 21514 Da und stimmt gut mit der erhaltenen Masse von

21528 Da im Spektrum tiiberein (vgl. Abbildung 4-11).

21528 49 (miz)

10760 63 (miz)f2 |

5 Y .

10000 12000 14000 16000 1EH]EIEI ZDDDD EEDDD lejljlj
iz

Abbildung 4-11 MALDI-TOF-Spektrum von Hisg-[EMM]; (E1) im Reflektormodus. (Matrix: a-
Cyano-Hydroxy-Zimtsiure). Zu sehen sind die Signale fiir m/z und (m/z)/2.
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18457.68 (m/z)

9242.69 (m/z)/2

T T T T T T LI | T T T

8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000 26000
m/z

Abbildung 4-12 MALDI-TOF-Spektrum von [EMM]; (E3) im Reflektormodus. (Matrix: a-Cyano-
Hydroxy-Zimtsaure). Zu sehen sind die Signale fiir m/z und (m/z)/2. Der Histidin-fag wurde chemisch
mit Bromcyan abgespalten.

Die erfolgreiche Umsetzung mit Bromcyan von Hise-[EMM]; konnte ebenfalls
tiber MALDI-TOF bestétigt werden. Die theoretisch berechnete Masse von E3 betrug
18426 Da und passte genau zu der im Spektrum ermittelten Masse von 18457 Da
(sieche Abbildung 4-12).

4.1.5.2 NMR Analyse von [EMM]; (E3)

Die Primérstruktur von [EMM]; (E3) wurde mit 'H-NMR und 2D-TOCSY von
A. Junger analysiert."” Das '"H-NMR Spektrum von [EMM]; wurde in D,O/H,O bei
einer Temperatur von 20 °C aufgenommen, wobei als Referenz H,O verwendet wurde.

In Ubereinstimmung mit der Literatur konnten viele Signale zugeordnet werden (siche
Abbildung 4-13).11+107
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Abbildung 4-13 'H-NMR-Sepktrum von [EMM]; (E3) aufgenommen in D,O/H,O 1:9 (v/v), 600
MHz bei 20 °C mit ausgewéhlten Signalzuordnungen. Das Spektrum ist um 90° gedreht.

Zusitzlich konnte noch ein 2D TOCSY aufgenommen werden, welches die
Zuordnung der restlichen Signale ermoglichte (sieche Abbildung 4-14 bzw. Tabelle
4-1).
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Abbildung 4-14 2D-TOCSY-NMR von [EMM]; (E3) aufgenommen in D,O/H,O 1:9 (v/v), 600
MHz bei 20 °C mit ausgewédhlten Signalzuordnungen. Das Spektrum ist um 90° gedreht.
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Tabelle 4-1 Zuordnung der chemischen Verschiebung des 'H-NMR bzw. 2D-TOCSY-
Spektrums von E3 ((EMM]y) in ppm.

Aminosaure NH o-H B-H weitere Hs
Val, 8.05 4.18 2.10 0.95, 1.00
Pro - 420 2.10,2.20 yCH, 1.95, 2.00; 6CH, 3.90, 4.00
Gly 8.50 4.00 - -
Val, 7.70 430 2.00 0.90, 0.95
Lys 8.20 4.35 1.80,1.90 +CH, 1.45;8CH, 1.70; CH, 3.00; NH, 7.22
Glu 821 4.40 2.00,2.10 yCH,2.30
Ile 798 425 195 vCH, 1.20, 1.50; yCHj; 0.95; 6CHj3 0.90

Die hiufig vorkommenden Signale der Aminoséuren Valin, Prolin und Glycin
konnen bereits im 'H-NMR-Spektrum gut zugeordnet werden. Zusitzlich findet man
im 2D-TOCSY-Spektrum die Peaks fiir Lysin und Glutaminsdure. Somit konnte
sichergestellt werden, dass die reaktiven Seitenketten (Lysin: primdres Amin und
Glutaminsdure: Carboxylgruppe) fiir die posttranslationale Modifizierung vorhanden

sind.

4.1.6 Analytische Daten von Cys-[EMM]; (E4)

4.1.6.1 Der Ellman-Assay

Der Nachweis freier Thiolgruppen in Proteinen mit Cysteinresten kann durch die
Umsetzung mit 5,5” Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB; Ellmans Reagenz)

"% Dabei reagiert das Reagenz mit reduzierten

detektiert und quantifiziert werden.!
Thiolresten unter Ausbildung eines gemischten Disulfids, gleichzeitig wird 1m
stochiometrischem Verhiltnis das 2-Nitro-5-thiobenzoat (NTB) freigesetzt, welches

ein Absorptionsmaximum bei 412 nm besitzt.
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DTNB gemischtes Disulfid coo
HOOC COOH
~ R s-s NO,
O2N SxS NO, HN
R
—_—
+ - 2H* o +
s R oocC
~NH
R NTB
freies Thiol Amax bei 412nm

Abbildung 4-15 Vorgeschlagener Mechanismus zum Nachweis freier Thiolgruppen mit DNTB
(Ellmans Reagenz). DTNB = 5,5’ Dithiobis-2-nitrobenzoesédure

Die Konzentration von reduziert vorliegenden SH-Gruppen kann nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz (Formel 4-1) bestimmt werden (Absorptionskoeffizient von NTB:

E4120m = 13600 M "'em ).

A=¢-c-d (Formel 4-1)

A Absorption

€ Absorptionskoeffizient [L/(mol*cm)]

C Konzentration des absorbierenden Stoffes [mol/L]
d Schichtdicke [cm]

Zunichst wurde eine Eichgerade erstellt. Hierzu wurden 1,4-Dithiothreit-
Eichlosungen mit DTT-Konzentrationen im Bereich von 1¥10° M — 4¥10° M
hergestellt. GemiB experimenteller Angaben wurde die DTNB Losung im Uberschuss
zugegeben. Die Absorptionsspektren wurden jeweils im Bereich von 350 nm bis 500
nm aufgenommen und die Maxima bei 412 nm bestimmt (Spektrum hier nicht
gezeigt). Der im Experiment ermittelte Wert stimmte gut mit dem theoretisch

berechneten Absorptionskoeffizient von NTB: €417y, = 13600 M 'em™ iiberein.
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4.1.6.2 Quantifizierung freier Thiolgruppen in Cys-[EMM]; (E4)

Zur Quantifizierung der freien Thiolgruppen in Cys-[EMM]; (E4) mussten diese
mit DTT (1,4-Dithiothreit) reduziert werden, da unbehandelte Proben bei 412 nm kein

Absorptionsmaximum aufwiesen.!'”!

OH OH

HS *R S HS S
~goOs — N -
\)\/\SH + S/ R \)\/\8/ R + *R—SH
OH OH red. Protein
DTT oxid. Protein l

HO
jC? +  R—SH
HO s red. Protein
Abbildung 4-16 Reduktion oxidierter Cystein-haltiger Proteine mit DTT, DTT = 1,4-Dithiothreit.

Die Aufreinigung der Proteine erfolgte unter Ausnutzung des sogenannten
minversen Temperaturiibergangs® (ITT von engl. inverse temperature transition), der
in der Literatur auch als T (transition temperature) abgekiirzt wird. Unterhalb der
Temperatur T, bleiben die Polymerketten durch Hydratation in wéssriger Losung
ungeordnet. Im Gegensatz hierzu faltet und assembliert sich die Polymerkette oberhalb
von T,. Es wird der phasenseparierte Zustand, in dem die Ketten eine regulire Struktur
ausbilden, erreicht. In diesem gefalteten und assoziierten Zustand verliert die Kette

ihren gesamten Wasseranteil, die Kette dehydratisiert und das Polymer fillt aus.[''*'!]

Das ITT-Verhalten von Hise-[EMM]; (E1) wurde von Junger untersucht.!'®! Es
zeigt eine starke Abhéngigkeit von der Konzentration des Polymers sowie der
Salzkonzentration. Eine Fillung des Proteins unter Ausnutzung des ITT-Verhaltens
allein durch Erhohung der Temperatur (bei geringer Salzkonzentration) ist jedoch
praparativ schwierig, da das Protein wieder in Losung gehen kann, wenn bei
niedrigerer Temperatur zentrifugiert wird. Aus diesem Grund wurde versucht das
Protein durch Aussalzen zu fillen. Die Fillung durch Erhohung der Salzkonzentration
beruht im Wesentlichen auf der Konkurrenz von Protein und Salzionen um die
solvatisierenden Wassermolekiile. Bei hoher lonenkonzentration stehen nicht mehr

geniigend Wassermolekiile zur Solvatisierung der Proteine zur Verfiigung. Die
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Wechselwirkungen zwischen den Proteinen werden stirker als die Interaktion mit dem

Losemittel, was letztlich dazu fiihrt, dass die Proteine aggregieren und ausfallen.

Zur Fillung von Cys-[EMM]; (E4) wurde nach der Reduktion mit DTT durch
Zugabe von NaCl die Salzkonzentration erhoht. Dieser Schritt wurde dreimal in Folge
ausgefiihrt. Die Quantifizierung der freien Thiolgruppen nach Reduktion und Féllung
mittels Ellman Assay ergab fiir Cys-[EMM]; 69 % freie —SH, jeweils bezogen auf die
Einwaage an Cys-Elastin. Diese Ergebnisse konnten entweder auf unvollstindige
Reduktion oder auf Verluste bei Féallung und Waschen bzw. der Oxidation an Luft zum
Disulfid zuriickgefiihrt werden. Die Féllung wurde mittels SDS-Gel-Analytik
tiberpriift und es konnte nachgewiesen werden, dass in den Waschlosungen kein

Protein mehr vorhanden war.
4.1.6.3 MALDI-TOF von Hisg-Cys-[EMM]; (E2) und Cys-[EMM],(E4)

Von den Mutanten des Hise-[EMM]; konnten auch jeweils MALDI-TOF-
Spektren aufgenommen werden. Wie in Abbildung 4-17 gezeigt, konnte der
theoretisch erwartete Wert von 21530 Da bzw. 18442 Da von Hiss-Cys-[EMM]; (E2)
bzw. Cys-[EMM]; (E4) bestitigt werden.

A B
21547 (mi7) T
10730 (miz)/ 2 | |
| 9231 (miz) / 2
| | |
| | u'!'.
" L
10000 12000 14000 16000 20000 22000 12000 17000
miz - miz

Abbildung 4-17 MALDI-TOF-Spektren (Refektor-Modus, Matrix: o-Cyano-Hydroxy-Zimtsdure).
A: Hise-Cys-[EMM]; (E2) B: BrCN-gespaltenes Cys-[EMM]; (E4).
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4.2 Charakterisierung und Synthese polymerer Wirkstoff-

trdager auf der Basis von [EMM];

Zum Aufbau des enzymatisch spaltbaren Tetrapeptidlinkers Gly-Phe-Leu-Gly
wurde das Prinzip der Peptidsynthese am Harz zu Hilfe genommen. Nach einer kurzen
Einfiihrung in die Grundlagen der Festphasensynthese wird im nichsten Kapitel auf
die konkrete, maBgeschneiderte Synthesestrategie polymerer Wirkstofftrager

eingegangen.
4.2.1 Die Prinzipien der Peptidsynthese

Fiir die Synthese der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Peptide wird die von
Merrifield entwickelte Strategie der Festphasenpeptidsynthese (SPPS = solid phase

t.111218] Die lineare Peptidkette wurde nach der von

peptide Synthesis) verwende
Carpino et al. entwickelten orthogonalen Fmoc/tert-Butyl-Schutzgruppen-
strategie!''*''® (Abbildung 4-18) schrittweise vom C- zum N-Terminus an einem
festen Trager aufgebaut, indem eine N-terminal geschiitzte Aminosdure an eine N-
terminal entschiitzte, festphasengebundene Aminosiure gekuppelt wurde. Die Vorteile
dieser Methode Dbestehen 1m  Wesentlichen darin, dass durch hohe
Reagenzieniiberschiisse die Kupplungsreaktion fast quantitativ verlduft und die

liberschiissigen Reagenzien von dem jeweiligen harzgebundenen Molekiil durch

einfache Filtration entfernt werden konnen.

Im ersten Schritt wird eine partiell geschiitzte Aminosdure liber einen zu den
Kupplungsbedingungen orthogonalen Linker an den polymeren Triger gebunden. Als
polymere Triager werden Polystyrol-Harz und TentaGel-Harz (Polystyrol-Harz mit 36
zusitzlichen PEG-Linkern) eingesetzt. Die Art des Linkers entscheidet, wie die
synthetisierte Verbindung wieder von dem polymeren Triger entfernt werden kann. In
dieser Arbeit wurde der Trityl-Linker (siche Abbildung 4-18) verwendet, von welchem

das Peptid unter Erhalt der permanenten Schutzgruppen abgespalten werden kann.
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Abbildung 4-18 Darstellung der Synthesestrategie von Peptiden an fester Phase nach Merrifield und
Carpino unter Verwendung des Trityllinkers. Die Abspaltung des Peptids vom festen Tréger in Schritt
4 erfolgt entweder unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen (*) unter schwach sauren Bedingungen

(z.B. HOAc oder HFIP) oder durch simultane Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen mittels TFA.
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Fiir die Kupplungsreaktion (3. Schritt) muss die Carboxylgruppe der Fmoc-
Aminosdure aktiviert werden. Dies kann entweder durch den Einsatz bereits
voraktivierter ~Aminosdurederivate, wie z.B. symmetrische Anhydride, N-
Carboxyanhydride bzw. Saurehalogenide!'>""''® oder durch Zugabe von

Aktivierungsreagenzien!''*'*!! (Abbildung 4-19) erfolgen.

N\ -
OO " o
N
DCC N

TBTU/HBTU S
|
/ O+ @
N oc N s PyBOP

HATU

Abbildung 4-19 Kupplungsreagenzien fiir die in situ-Aktivierung von Aminosduren. (Review

siche!'??)

Diese Aktivierungsreagenzien erzeugen in sifu hochreaktive Acyluronium oder
Acylphosphonium-Spezies, welche im nachfolgenden Schritt durch den nukleophilen
Angriff von dem gebildeten Bromid, HOBt (1-Hydroxybenzotriazol) oder HOAt (1-
Hydroxy-7-azabenzotriazol) in das Sédurehalogenid bzw. in den Aktivester
umgewandelt werden. Dieser reagiert letztendlich mit dem freien N-Terminus des
harzgebundenen Peptids zum Amid. Die groBte Reaktivitit weisen OAt-Aktivester,
symmetrische Anhydride und Aminosiurehalogenide auf. Die in den ersten Schritten
der Aktivierungsreaktion gebildeten Acyl-Onium-Verbindungen racemisieren leicht,
weshalb man durch den Zusatz von Additiven (Abbildung 4-20) das Reaktionsgleich-

gewicht zum Aktivester verschiebt.
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Abbildung 4-20 Gebriduchliche Additive fiir die Kupplung von in situ aktivierten
Aminosdurederivaten. Die Effizienz in der Unterdriickung der Racemisierung nimmt von links nach
rechts zu.

Zur Vermeidung von Nebenreaktionen mit den funktionellen Gruppen der

Seitenketten werden fiir diese permanente TFA-labile Schutzgruppen verwendet:

Tabelle 4-2 Seitenkettenschutzgruppen fiir Aminosauren.
Aminosaure Schutzgruppe
Serin tert-Butylether (‘Bu)

Aspartat, Glutamat  tert-Butylester (O'Bu)

Lysin tert-Butyloxycarbonyl (Boc)
Arginin N*-(2,2,4,6,7)-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl
(PbAI>]

Die Peptidabspaltung vom Harz (Schritt 4 in Abbildung 4-18) erfolgt im Fall des
Trityllinkers durch Behandlung mit schwach sauer reagierenden Reagenzien wie
Hexafluorisopropanol[124] (HFIP) oder Essigsdure/Trifluorethanol in Dichlormethan
unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen. Soll die Harzabspaltung unter
gleichzeitiger, vollstdndiger Entschiitzung des Peptids erfolgen, verwendet man TFA.
Hierbei entstehen Carbokationen, die mittels geeigneter scavenger abgefangen werden
miissen, um die irreversible Alkylierung nukleophiler Aminosdureseitenketten zu
unterdriicken. Hierbei kommen Wasser, Thioanisol, Ethandithiol oder Phenol zum

[125]

Einsatz. In neuerer Zeit hat sich das geruchlose und sehr -effektive

Triisopropylsilan (TIPS) zusammen mit geringen Mengen an Wasser in TFA als

Abspaltmischung etabliert./'**
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4.2.2 Synthesestrategie fiir ein neuartiges Polymer-Doxorubicin-
Konjugat auf der Basis von [EMM];

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit sollten nach dem Konzept von Duncan et al.
neue makromolekulare Tragersysteme fiir das Zytostatikum Doxorubicin (Dox) auf

der Basis von ELPs synthetisiert werden.

Die Entwicklung dieser neuartigen monodispersen [EMM];-GFLG-Dox-

Konjugate erfolgte in drei Schritten:

Schritt1:  Synthese des enzymatisch abbaubaren Tetrapeptidlinkers Glycin-
Phenylalanin-Leucin-Glycin (GFLG)

Schritt 2:  Konjugation des Linkers mit dem Chemotherapeutikum Doxorubicin

bzw. dem Farbstoff RBITC (Rhodamin B IsothioCyanat)

Schritt 3:  Kopplung des zytostatisch aktiven GFLG-Dox-Linkers (bzw. GFLG-
RBITC) mit den Aminogruppen der Lysin-Seitenketten des
Polypeptidriickgrats von [EMM ],
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Schritt 1

Schritt 2

COOCH

Schritt 3

Abbildung 4-21  Schematische Darstellung der Synthesestrategie polymerer Wirkstofftrager auf der
Basis von [EMM],.
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4.2.3Synthese und Charakterisierung des enzymatisch abbaubaren
GFLG-Linkers

Der Aufbau des Peptids GFLG erfolgte an der festen Phase, am TCP-Harz
(Tritylchloridpolystyrol-Harz). Wie im Kapitel 4.1 beschrieben, erfolgte die Synthese
nach der orthogonalen Fmoc/tert-Butyl-Schutzgruppenstrategie von Carpino. Das
lineare Peptid wurde unter Zusatz von TBTU!?"'*| HOBT!'*-*"! und DIPEA
aufgebaut.

H 12Aq Fmoc-Gly
UL @ G +0-Q
2.5 Ag. DIPEA
in DCM O

20% Piperidin
in DMF

O 2.0 Ag. AS

HZN\)LO Q () —= HZN/\n/ \)L \)L Q (U

5.2 Aq. DIPEA
O 2.0 Aq. HOBT/TBTU
in DMF P1

Abbildung 4-22 Synthese des enzymatisch abbaubaren Linkers an der festen Phase. Im dritten
Schritt wird als AS (Aminoséure), Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH und Fmoc-Gly-OH eingefiihrt.

Das Produkt P1 konnte mit ESI-MS charakterisiert werden.

4.2.4 Synthese und Charakterisierung des RBITC-GFLG-Linkers

Zur Synthese des Fluoreszenzfarbstoff-GFLG-Linkers wurde der kommerziell
erhiltliche Rhodamin-Farbstoff RBITC ausgewdhlt. Dieser enthélt als funktionalisier-
bare Gruppe ein Isothiocyanat, welches unter basischen Bedingungen mit dem freien
harzgebundenen Amin unter Ausbildung einer stabilen Thioharnstoffbindung ans Harz

konjugiert werden kann.
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Abbildung 4-23 Syntheseschema des fluoreszenz-gelabelten enzymatisch abbaubaren RBITC-
GFLG-Linkers P3, RBITC = Rhodamin B Isothiocyanat

Nach der Reinigung von tiberschiissigem RBITC durch einfache Filtration des
Harzes konnte mittels HFIP das Produkt vom Harz abgespalten werden. Anschlieend
wurde P3 (RBITC-GFLG) HPLC gereinigt und mit ESI-MS charakterisiert. Das TFA-

Salz von P3 konnte mit einer Ausbeute von 68 % isoliert werden.
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4.2.5 Synthese und Charakterisierung des Dox-GFLG-Linkers

Im zweiten Schritt mussten nun geeignete Bedingungen zur Konjugation von
zytostatisch aktiven Doxorubicin und dem Tetrapeptid gefunden werden. Mittels einer
Umsetzung von Bernsteinsdureanhydrid und der terminalen NH,-Gruppe des
festphasengebundenen GFLG-Peptids, konnte eine Carboxylgruppe eingefiihrt werden.
Hierzu wurde Bernsteinsdureanhydrid ebenfalls an der festen Phase zur Reaktion mit
dem freien N-Terminus von P1 gebracht. Es wurden zwei Aquivalente an
Bernsteinsdureanhydrid in einer 1:1 Mischung aus Pyridin und DMF zum NH,-GFLG-
Harz gegeben. Nach erfolgter Aufreinigung konnte man direkt an der festen Phase
Doxorubicin iiber die Amino-Gruppe der Zuckereinheit an das Tetrapeptid
konjugieren. Hierzu erfolgte eine Voraktivierung des freien OH-Terminus des
Bernsteinsiure-GFLG-Harz Konjugats mit 1.1 Aquivalenten PyBOP/HOBT und
2.6 Aquivalenten an DIPEA in trockenem DMF. AnschlieBend wurde Doxo-
rubicin*HCI im zweifachen Uberschuss mit 2.6 Aquivalenten an DIPEA in DMF unter
Lichtausschluss zugegeben. Das Produkt konnte nach 24 Stunden Reaktionszeit vom
Harz mittels HFIP abgespalten werden. Anschliefend wurde P4 (Dox-GFLG)
chromatographisch gereinigt und mit ESI-MS charakterisiert. Das TFA-Salz von P4

konnte mit einer Ausbeute von 54 % isoliert werden.
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Abbildung 4-24  Syntheseschema des zytostatisch aktiven Dox-GFLG-Linkers P4.
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4.2.6 Testung der Reaktivitdt ausgewahlter Kupplungsreagenzien

Bevor im letzten Schritt der Synthese die Endverbindung Dox-GFLG-[EMM],
erhalten werden soll, wurde mittels der Testverbindung P1" (Fmoc-NH-GFLG-OH)
die Reaktivitit ausgewdhlter Kupplungsreagenzien in Losung (siche Abbildung 4-25)
gepriift. Die Auswahl der Reagenzien geschah auf Grundlage eines Ubersichtsartikels

[122]

tiber Kupplungsreagenzien. Hierbei wurden die drei folgenden Klassen an

Kupplungsreagenzien ausgewahlt:
e (Carbodiimid-Klasse (EDC)
e Uronium-Klasse (HOAT)
e Phosphonium-Klasse (PyBOP)

Das Peptid Fmoc-NH-GFLG-OH (P1) schien auf Grund der Ahnlichkeit zu P4
als Testsystem geeignet. P1", EDC und die sterisch gehinderten Base 2,4,6 Collidin
wurden in Wasser voraktiviert und anschlieBend zum Protein [EMM]; (E3) gegeben.
Die beiden weiteren Testreaktionen mit HATU/HOBT bzw. PyBOP/HOBT wurden
analog, im trockenen Losemittel DMF durchgefiihrt. Die Aufreinigung erfolgte jeweils
durch Dialyse (MWCO 3000 g/mol) im wissrigen basischen Medium bei pH=10.
Wegen des basischen Mediums wurde wihrend der Aufreinigung die Fmoc-
Schutzgruppe am N-Terminus abgespalten. Nach Lyophilisation konnten die Produkte
mit MALDI-TOF-MS charakterisiert werden (siche Abbildung 4-25).

Mit Hilfe der Aktivierung der Carboxylgruppe von [EMM]; mit EDC in Losung
erfolgte laut MALDI-TOF keine Umsetzung mit dem Testpeptid Fmoc-NH-GFLG-
OH. FEine mogliche Erkldrung hierfiir liegt in der Hydrolyse des instabilen O-
Acylisoharnstoffderivats (siche Abbildung 4-26).
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Abbildung 4-25 Ausschnitte aus den MALDI-TOF-Spektren im  Reflektormodus der

Testendverbindungen E5-E7 (Matrix = a-Cyano-Hydroxy-Zimtsdure). Das jeweilig verwendete

Kupplungsreagenz ist direkt oberhalb der MALDI-TOF-Spektren abgebildet.

O o +
R— + R—N=C=N-R" — rX + R—N=C=N-R
OH o) H
Saure Carbodiimid ¢
R\C,,o
- I
@] -
R4O R—N=C—-R-R + OH '
+ '—N=C—N-— —N=C—=N—
OH aus H,O R'=N=C '}' R
H
¢ O-Acylisoharnstoffderivat

o 0
H 1 H
R <o' + R=—N-C—N-R"

inaktives Harnstoffderivat

Abbildung 4-26 Vorgeschlagener Mechanismus der Hydrolyse von EDC in Wasser bei der

Aktivierung einer Carboxylgruppe.
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Die Aktivierung der Carboxylgruppen von [EMM]; mit HATU bzw. PyBOP und
je HOBT verlief erfolgreich, laut MALDI-TOF-Analyse konnte eine Modifizierung
der Glutaminsiure bestétigt werden. Die Vorteile dieser Kupplungsreagenzien liegen
vor allem in der schnelleren Generierung (im Vergleich zu EDC) hochreaktiver
Aktivester, die sich in sifu bei kurzen Kupplungszeiten weiter umsetzen lassen. Der
vorgeschlagene Reaktionsmechanismus, hier am Beispiel von PyBOP, fiihrt iiber ein
hochreaktives O-Acylphosphoniumderivat C, das sofort mit der Aminkomponente E
unter Ausbildung der Amidbindung zum Saureamid F weiterreagiert (Abbildung
4-27).

N
- /P\
AOH  Base Y PYBOP >\_® '\D

c H2N R E R
—»
?—I}IH
Q N OH o r
- CN—P—NO N N
| N - N
N

N
@, b -
Abbildung 4-27 Vorgeschlagener Mechanismus der Carbonsdureaktivierung durch PyBOP: (A)
Sdurekomponente; (B) durch nicht nukleophile Base deprotonierte Sdurekomponente; (C) reaktives O-
Acylphosphoniumderivat; (D) Aktivester; (E) Aminkomponente, (F) Sdureamid (Zielprodukt).
Die besten Kupplungserfolge konnten mit PyBOP/HOBT erzielt werden. Hier

lassen sich bis zu fiinf NH-GFLG-OH Testpeptide P1 an das polymere Riickgrat von
[EMM]; binden. Aus diesem Grund wurden in den nachfolgenden Kupplungen in
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Losung mit [EMM]; ausschlieBlich die Kupplungsreagenzien PyBOP/HOBT

verwendet.

4.2.7 Synthese und Charakterisierung der Endverbindung RBITC-GFLG-
[EMM]7 (E8)

Zur Darstellung von RBITC-GFLG-[EMM]; (E8) konnten die Bedingungen der
Testreaktion iibernommen werden. Die Verbindung P2 wurde mit PyBOP/HOBT und
der schwachen Base Collidin in tr. DMF vorgelegt. Zur Bildung des Aktivesters wurde
eine halbe Stunde geriihrt, dann [EMM]; (E3) und der Rest an Collidin zugegeben.
Die Reaktion bendtigte 24 h und wurde unter Lichtausschluss durchgefiihrt (siehe
Abbildung 4-28).

PyBOB/HOBY
COOH 2.4,6 Collidin COO COO-
——
GRDPSS/E\[/\/\|4/7 e — GRDPSS/E\[/\/—\L]/M
NH, DMF/24 h/RT Il\IH X NH, 7-x
E3 ES8

Abbildung 4-28 Schematische Darstellung der Synthese der Endverbindung: RBITC-GFLG-
[EMM], E8.

Die erfolgreiche Umsetzung zu RBITC-GFLG-[EMM]; konnte mit Hilfe von 'H-
NMR bestitigt werden (Spektrum hier nicht gezeigt).

Das Ergebnis der NMR-Integration (4.3 von 8 moglichen Aminogruppen) tiber
ausgewdhlte Peaks von [EMM]; und dem Rhodamin-Farbstoff RBITC (zur
Bestimmung des Beladungsfaktors siche Kapitel 4.2.5 auf Seite 63) wurde mit Hilfe
der UV-Absorption des Rhodamin Farbstoffes bestdtigt. Hierzu wurde eine

Kalibriergerade von Rhodamin bei verschiedenen Konzentrationen aufgenommen und
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anschlieBend ein Modifizierungsgrad von RBITC-GFLG-[EMM], (E8) von 4.2 der 8

moglichen Aminogruppen bestimmt (53 %).
4.2.8 Synthese und Charakterisierung der Endverbindung Dox-GFLG-
[EMM]7 (E9)

Die Darstellung von Dox-GFLG-[EMM]; erfolgte vollkommen analog zu den
vorhergehenden Reaktionsbedingungen in Kapitel 4.2.7.

PyBOB/HOBY
COOH 2,4,6 Collidin COO- COO-
——
GRDPSS/E\[/\/\|4/7 e — GRDPSSWM
NH, DMF/24 h/RT Il\IH X NH, 7-x
E3 E9

Q-

Doxorubicin

Abbildung 4-29 Schematische Darstellung der Synthese der Endverbindung Dox-GFLG-[EMM],
EO.

Die erfolgreiche Umsetzung zu E9 konnte mit Hilfe von 'H-NMR bestitigt
werden, wobei ein Vergleichsspektrum von E3 herangezogen wurde (siche Abbildung

4-30). Vermessen wurden beide Spektren in deuteriertem DMSO.

Ein charakteristischer Peak im "H-NMR-Spektrum von E9 ist das aromatische
Multiplett Signal des Phenylalanins im GFLG-Linker im Bereich von 7.11-7.38 ppm.
Die Zuordnung der Signale fiir Doxorubicin wurde durch Vergleich mit den in der
Literatur beschriecbenen Daten fiir Doxorubicin vorgenommen.!"! Die Methyl-
Protonen (im Spektrum mit 2 und 3 gekennzeichnet) des Dox-GFLG-Linkers (P3) sind
bei 1.25 ppm zu sehen. Alle weiteren Signale des Konjugats Dox-GFLG-[EMM], (E9)
sind durch die Signale des polymeren Polypeptidriickgrats von [EMM]; iiberlagert.
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Abbildung 4-30 Vergleichende Darstellung der "H-NMR Spektren (300 MHz, 20 °C) von b) E9
(Dox-GFLG-[EMM]; in rot) und a) dem Polypeptidriickgrat von E3 ([EMM];in schwarz) in DMSO-
ds, wobei ausgewihlte Peaks zugeordnet wurden.

Ebenfalls konnte durch die 'H-NMR-Spektroskopie der Beladungsfaktor
bestimmt werden. Exemplarisch sei hier die Berechnung des Konjugations-
verhéltnisses in Abbildung 4-31 dargestellt. Peak 1 im Bereich von 7.11-7.38 ppm in
Abbildung 4-30 entspricht den flinf aromatischen Protonen des Phenylalanins. Das
Integral der Peaks im Bereich von 4.41-3.72 ppm wurde mit einem Wert von 78.7
bestimmt, wobei diesem Bereich die Ho des Polypeptidriickgrats von E3 (vgl. Tabelle
4-1 auf Seite 51), elf Protonen des Doxorubicin und sechs Has des GFLG-Linkers
zugeordnet werden konnten. Des Weiteren entspricht das Integral bei 0.85 ppm der
Anzahl aller H-y-Valin, H-y,56-Isoleucin von E3. Somit lésst sich der Beladungsfaktor
aus der Anzahl der H-Atome eines [EMM];-Molekiils zu der Anzahl der H-Atome des
jeweiligen Bereiches modifizierten [EMM]; bestimmen. Durch Integration
ausgewdhlter Peaks von P3 und E3 konnte hier ein Beladungsfaktor von 4.9 (61 %)
Dox-GFLG (P3) pro [EMM]; ermittelt werden.
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Abbildung 4-31 'H-NMR Spektrum zur Bestimmung des Beladungsfaktors von Dox-GFLE-
[EMM],.

Mit dem Ziel das Ergebnis der NMR-Integration (4.9 von 8 moglichen
Aminogruppen) von E9 zu iberpriifen, wurde mittels UV-Spektroskopie der
Modifizierungsgrad ein weiteres Mal bestimmt. Mit Hilfe der UV-Spektroskopie
konnte ein Beladungsfaktor von E9 (Dox-GFLG-[EMM],) von 4.8 von 8 moglichen
Aminogruppen bestimmt werden (60 %). Hierzu wurde eine Kalibriergerade von
Doxorubicin mit verschiedenen Konzentrationen aufgenommen. Der Absorptions-
koeffizient von Doxorubicin bei 495 nm entspricht dem Wert von 80000 cm™'M™" und

konnte mit einer Abweichung im Rahmen der Fehlergrenzen bestitigt werden.'*!

Zusitzlich konnte von Verbindung E9 ein 2D-TOCSY-NMR aufgenommen

werden.
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Abbildung 4-32 2D-TOSCY-NMR-Spektrum von E9 (Dox-GFLG-[EMM],) in de-DMSO, 900
MHz, 20 °C mit ausgewihlten Zuordnungen. Die rot gekennzeichneten Protonen H1, H2 und H3

werden in Tabelle 4-3 (nédchste Seite) zugeordnet. Das Spektrum ist um 90° gedreht.
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Anhand dieses Spektrums konnten weitere Peaks der Zuckereinheit des

Doxorubicins zugeordnet werden (siehe Tabelle 4-3).

FMW7

Tabelle 4-3 Zuordnung der chemischen Verschiebung ausgewihlter chem. Gruppen der
Zuckereinheit anhand des 2D-TOCSY-Spektrums von E9 (Dox-GFLG-[EMM];) in ppm.

Atom (Anzahl der H-Atome) S (ppm) (Kreuzpeak mit 7.99)
HI (2) 1.21
H2 (3) 2.01
H3 (4) 4.05 und 4.23

Die H3-Atome konnten nicht eindeutig den entsprechenden Peaks zugeordnet

werden und wurden deshalb nicht getrennt aufgelistet.

Im Vergleich mit dem 2D-TOCSY-NMR von E3 ([EMM],) (sieche Kapitel
4.1.5.2 auf Seite 48) fillt die geringere Intensitét der Lysin-Peaks auf. Dies stellt einen
deutlichen Hinweis fiir die Konjugation der Lysine mit den zytostatisch wirksamen
Dox-GFLG-Linker dar. Durch die eingeschriankte Beweglichkeit der Lysin-Seitenkette

erscheinen die Peaks wesentlich schwicher.['*”
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4.3 Synthese, Charakterisierung und biologische

Evaluation zelladhasiver [EMM]7-Hydrogele

4.3.1 Synthesestrategie zur Darstellung der 1-1 Konjugate auf Basis
von Cys-[EMM]~

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit sollten 1-1 Konjugate auf der Basis von
[EMM]; dargestellt werden. Hierzu erfolgte mit Hilfe biochemischer Methoden die
Einfiihrung einer Thiolgruppe durch eine Punktmutation im DNA-Strang (siche
Kapitel 4.1.2 auf Seite 40).

Der Autbau derartiger 1-1 Konjugate erfolgte in drei Schritten:
Schritt 1: Darstellung des bioaktiven Liganden P5 an der festen Phase

Schritt 2: Evaluierung einer geeigneten Kopplungsvariante mit Thiol-

verbindungen (,,Thiol-Ankergruppe*)

Schritt 3: Konjugation des bioaktiven Liganden mit reduzierten E4 (Cys-
[EMM];) in Losung

4.3.1.1 Darstellung des bioaktiven Liganden und Wahl eines geeigneten

Ankermolekils

Die Synthese des linearen RGD-Peptids P6 wurde unter Standardbedingungen
der SPPS (sieche Kapitel 4.2.1) am Tritylchlorid-Polystyrol-Harz durchgefiihrt.

Fmoc-NH-Phe-Gly-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OfBu)-Ser(rBu)-OH P6

Die Verbindung P6 konnte mit einer Ausbeute von 89 % und in hoher Reinheit

gewonnen werden.

Im néchsten Schritt galt es eine geeignete Ankergruppe zur Konjugation mit Thiolen
zu finden. In der Literatur findet man zwei Wege der chemoselektiven Ligation von

Thiolen (siche Abbildung 4-33).1"*%
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Abbildung 4-33 Chemoselektive Ligation mit Thiolen auf zwei unterschiedliche Wege:
A: RGD-Acrylat mit Thiol funktionalisierten Polymer; B: RGD-Maleinimid mit Thiol

funktionalisierten Polymer.

Zum einen konnen Thiol-funktionalisierte Polymere bzw. Proteine in einer

[135

Michael-Addition mit Acryl-Estern bzw. Acryl-Amiden verkniipft werden.!"*” Zum

anderen konnen  SH-Polymere mit Maleinimid-Gruppen unter milden

Reaktionsbedingungen eine stabile Bindung eingehen.!'*¢"**

Fiir die vorliegende Fragestellung wurde die Verankerung mittels eines heterobi-
funktionellen Maleinimidicarbonsdure-Linkers ausgewdhlt. Prinzipiell kann die
Kupplung des Peptids P6 an den Linker nach Abspaltung vom Harz oder noch an der
Festphase durchgefiihrt werden. Wesentlicher Vorteil einer Synthese an der Festphase

ist die unter geringem praparativen Aufwand mogliche Aufreinigung des Produktes.

Zur Darstellung von P5 (Abbildung 4-34) wurde der Maleinimidocarbonséiure-
NHS-Aktivester (aktivierte Sdure) verwendet. Bei dieser Methode konnte auf die
Zugabe der Kupplungsreagenzien verzichtet werden. Die Abspaltung vom Harz
erfolgte mit Hexafluorisopropanol, wobei die permanenten Schutzgruppen bei dieser
Methode nicht abgespalten werden. Die erfolgreiche Synthese von PS5 mit einer

Ausbeute von 88 % konnte mittels ESI-Massenspektrometrie bestitigt werden.
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Abbildung 4-34  Schematische Darstellung der Synthese des Peptids P5 mit Maleinimid.

4.3.1.2 Kupplung von P5 mit Cys-[EMM],

Maleinimide reagieren bei neutralen pH-Werten (pH = 6.5-7.5) sehr spezifisch
mit Thiolen. Bei hoheren pH-Werten (pH > 8.0) kann eine Hydrolyse der Maleinimide

oder eine Reaktion mit Aminen auftreten.

Nach der Reduktion und Aufreinigung von Cys-[EMM]; (siehe Kapitel 4.1.6.2,
Seite 53) konnte die gewiinschte Verbindung P5 bei einem pH-Wert von 6.8 iiber
Nacht mit E3 gekoppelt werden (siche Abbildung 4-35).
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GRDPiS-[VPGVG-VPG KG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG]; E4

SH
O

pH=6.8 | NwWwRGD  P5
0

GRDPiS-[VPGVG-VPG KG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG],

(0] @)

RGD
Abbildung 4-35 Schematische Darstellung der Synthese des 1-1 Konjugats E10.

Die Charakterisierung der Verbindung E10 erfolgte durch MALDI-TOF-MS. Das
bestimmte Molekulargewicht von 19501 Da stimmt gut mit dem theoretisch fiir E10
erwarteten Wert von 19496 Da iiberein. Der Peak bei 18462 Da kann nicht umge-
setztem E3 Cys-[EMM]; zugeordnet werden (theoretisch erwarteter Wert: 18442 Da).

19501.3 (m/2)

9750.5 (m/2)/2

‘ 18462.8 |
Edukt |

T T
8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000 26000 m/z

m/z

Abbildung 4-36 MALDI-TOF-Spektrum von E10 im Reflektormodus (Matrix: a-Cyano-Hydroxy-
Zimtsdure). Zu sehen ist der Produktpeak bei 19501g/mol bzw. 9750.5 (halbe Masse) und der Edukt-
Peak von E3 (Cys-[EMM],) bei 18462.8 g/mol.
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4.3.2 Zwei unterschiedliche Synthesestrategien zur Darstellung von
bioaktiven [EMM]; Hydrogelen

Zur Synthese bioaktiver Hydrogele konnen unterschiedliche Synthesewege
beschritten werden. Zum einen kann nach einer erfolgreichen BrCN-Spaltung die
Vernetzung und dann die Kupplung mit bioaktiven Liganden durchgefiihrt werden.
Zum anderen kann der Weg B beschritten werden, in dem anfangs die Amino-
Funktion maskiert wird, gefolgt von der Kupplung mit RGD und der Vernetzung
(siche Abbildung 4-37).

OOH
- P
p—
NHSG 2. ('SG) NH, 7
Schiitzung B Vernetzung
Hisg-[EMM], . [EMM],
2 BrCN g
E1 COOH E3 cooH !
A >
VernetukA COOH
OOH
HOOC

Abbildung 4-37 Schematische Darstellung zur Synthesestrategie von bioaktiven Hydrogelen auf der
Basis von [EMM];. L = bioaktiver Ligand (z.B. lineares RGD: NH,-GRGDSF, zyklisches RGD: NH,-
¢(RGDfK)).

Die Vorteile der Syntheseroute B sind einerseits die Moglichkeit der
Charakterisierung eines jeden Zwischenschritts, andererseits kann durch eine
geschickte Wahl der Schutzgruppen die Entschiitzung des Polypeptidriickgrats
[EMM]; und der bioaktiven Liganden in einer Stufe erfolgen.

Der Vorteil des Syntheseweges A ist ein Arbeiten ohne Schutzgruppen und somit
die Einsparung zweier Syntheseschritte, ndmlich der Schiitzung und Entschiitzung.

Allerdings kann hier keine direkte Analytik zur Charakterisierung der
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Endverbindungen durchgefiihrt werden. Nur biologische Testsysteme lassen einen

Riickschluss auf eine erfolgreiche Synthese zu.

Alle weiteren Schritte der Syntheseplanung werden im Folgenden kurz fiir
Syntheseweg B aufgelistet. Im Fall A entfallen die Schritte der Schiitzung und
Entschiitzung von E3 [EMM];:

Schritt 1: Darstellung der geschiitzten bioaktiven Liganden an der festen
Phase
Schritt 2: Wahl einer geeigneten Strategie (Fmoc bzw. Boc) zur Maskierung

der Amino-Funktion im polymeren Riickgrat [EMM],

Schritt 3: Konjugation des geschiitzten bioaktiven Liganden mit [EMM]; in
Losung (bzw. nach einer Variante an der festen Phase sieche Kapitel

4.3.7 auf Seite 89)

Schritt 4: Entschiitzung des bioaktiven Liganden und des [EMM];-
Grundgertists
Schritt 5: Vernetzung der freien Lysin-Seitenketten zum Hydrogel

4.3.3 Synthese der geschitzten bioaktiven Liganden an der Festphase

Die Synthese der bioaktiven Liganden erfolgte auf der Basis der
Festphasensynthese (Kapitel 4.2.1 auf Seite 55). Hierbei konnten unter
Standardbedingungen (2 Aq. AS, 2 Aq. HOBT/TBTU, 5.2 Aq. DIPEA in tr. DMF) die
in Abbildung 4-38 gezeigten RGD-Sequenzen dargestellt werden. Die Peptide wurden
mit ESI-MS charakterisiert und konnten ohne weitere Aufreinigung fiir die Kupplung

in Losung mit E3 eingesetzt werden.
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Abbildung 4-38 Synthetisierte bioaktive ,RGD*“-Verbindungen P6, P7 und P8 (wurde von J.

Auernheimer zur Verfligung gestellt).

4.3.4 Fmoc- und Boc- Schiitzungen von [EMM];

4.3.4.1 Synthese und Charakterisierung von Fmoc-[EMM];

Eine der bekanntesten und altesten Schutzgruppen fiir freie Amine ist die Fmoc-

) Die Einfiihrung der Fmoc-Aminoschutzgruppe erfolgt iiblicherweise mit

Gruppe.[
9-Fluorenylmethylcarbonylchlorid (Fmoc-Cl). Hierzu wurden analog einer Prozedur
von Carpino und Chan die freien Aminogruppen des Proteins E3 im basischen Milieu
(wiéssrige Na,CO;-Losung) mit Fmoc-Cl in Dioxan bei 0 °C umgesetzt (siche

Abbildung 4-39). Die Reaktionszeit wurde abweichend von der Literaturstelle auf 12 h
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erhoht. Das Fmoc-geschiitzte [EMM]; konnte so in guten Ausbeuten von 81 % isoliert

werden.
COOH . .
| Fmoc-Cl |COO €0
GRDPSSW - GRDPSSMM
NH, Dioxan:H,0; pH = 9 NH X NH, 7-x
12 h bei 0°C o:‘
E3 0 E11

Abbildung 4-39 Schematische Darstellung der Synthese von E11 (Fmoc-[EMM],).

Die Charakterisierung von Fmoc-[EMM], (E11) erfolgte iiber UV- und 'H-
NMR-Spektroskopie. Die UV-Absorptionsmaxima von Fmoc liegen typischerweise
bei 289 und 298 nm. Bei gleicher Wellenldnge trat bei Verbindung E3 keine
Absorption auf. Um eine Quantifizierung von Fmoc-Gruppen im Protein zu
ermoglichen, wurde zunéchst eine Kalibriergerade mit verschiedenen Konzentrationen
von Fmoc-Cl in DMF aufgenommen. Aus dem so erhaltenen Zusammenhang
zwischen Konzentration und Absorption sollte die Zahl der Fmoc-Gruppen pro
Molekiil festgestellt werden. Die abschlieBende Messung von E11 ergab, wie bereits

[140 [141

von Fiedler''* und Ehrmann'*" nachgewiesen, eine erfolgreiche Schiitzung von 5.4

der 8 moglichen Aminofunktionen (68 %).

Zur Bestitigung dieses Ergebnisses wurde ebenfalls ein 'H-NMR Spektrum
aufgenommen. Im Vergleich der Spektren von Fmoc-[EMM]; und [EMM],, sowie
Spektren von Fmoc-Cl und Fmoc-Valin, konnte eine genaue Zuordnung der neuen
Signale durchgefiihrt und die Schutzgruppeneinfiihrung bestétigt werden (siche
Abbildung 4-40). Der Schiitzungsgrad wurde iiber das Integralverhiltnis des neuen
Fmoc-Signals zu den Signalen der H-as bzw. des Signals bei 0.88 ppm von [EMM],
errechnet und betrug 65 %, was einem Verhéltnis von 5.2 verglichen zu 8 entspricht.
Dieses Ergebnis stimmt sehr gut mit dem Resultat (68 %) der UV-Spektroskopie

uberein.
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Abbildung 4-40 'H-NMR-Spektrum von E11 (Fmoc-[EMM],) in de-DMSO und TMS als

Referenzsubstanz.

4.3.4.2 Synthese und Charakterisierung von Boc-[EMM];

Eine weitere hiufig verwendete Aminoschutzgruppe stellt die Boc-Gruppe dar. Die
Einfiihrung der Boc-Schutzgruppe erfolgte analog einer literaturbekannten Vorschrift
mit Boc-Anhydrid (Boc,-O). In wissriger NaOH-Losung wurden die freien
Aminofunktionen des Proteins E3 mit einem Uberschuss an Boc-Anhydrid in Dioxan

unter Eiskiihlung umgesetzt.!'**!

COOH B Ccoor Ccoo
oc,0 |
GRDPSS 7 ———— » GRDPSS
NH, 50% Dioxan NH X NH, 7-x
50% NaOH (0.5M) |:o
E3 5 E12

_'_

Abbildung 4-41  Schematische Darstellung der Synthese von E12 Boc-[EMM];.

Die Reaktionsmischung konnte mittels Dialyse bzw. GroBenausschluss-

Chromatographie gereinigt werden. Die Ausbeuten dieser Reaktion lagen bei 88 %.
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Abbildung 4-42 'H-NMR-Spektrum von E12 (Boc-[EMM];) in de-DMSO und TMS als
Referenzsubstanz.

Die Charakterisierung von Boc-[EMM]; erfolgte mit Hilfe der 'H-NMR-
Spektroskopie. Der eingefiihrten Boc-Schutzgruppe konnte hierbei eindeutig ein
Signal bei 1.33 ppm zugeordnet werden. Der Schiitzungsgrad l4sst sich somit tiber das
Integralverhiltnis des neuen Boc-Signals zu den Signalen der H-as bzw. den Signalen
von Val;, y-CH; und Ile 5-CH; bei 0.88 ppm von [EMM]; errechnen. Da die Boc-
Schutzgruppe neun Protonen besitzt konnte ein Schiitzungsgrad im Protein E12 von
74 % ermittelt werden, was im Mittel einem Verhéltnis von 5.9 geschiitzten

Aminofunktionen zu 8 moglichen Funktionen entspricht.
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4.3.5 Synthese der biologisch aktiven Hydrogele auf der Basis von
Syntheseweg A

Zur Vernetzung der Aminofunktionen von [EMM]; konnte bereits von Junger

und Fiedler ein geeigneter crosslinker™" (BS;) gefunden werden, sowie die

Versuchsbedingungen optimiert werden (Abbildung 4-43).['01+]

O 0
-0 ) 0
(@] (e O\N SOMN
a
(@] BS, 3

O

Na03S

Abbildung 4-43 Darstellung  der chemischen Struktur des verwendeten crosslinkers
Bis(Sulphosuccinimidyl)Suberat (BS;).

Nach der Vernetzung und Aufreinigung von E3 mit BS; in DMF, erfolgte die
Voraktivierung der freien Carboxylgruppen des Hydrogels V1 mit PyBOP/HOBT und
Collidin in DMF. AnschlieBend wurde das geschiitzte lineare Peptid P6 zugegeben.
Nach einer Reaktionszeit von 24 h und der Aufreinigung des Hydrogels wurden die
sdurelabilen Schutzgruppen von P6 mittels TFA entschiitzt. Nach erneuten
Waschschritten zur Aufreinigung erfolgte letztendlich der Losemittelwechsel zu H,O

(siche Abbildung 4-44).

X crosslinker” stammt aus dem Englischen und bedeutet ,,Quervernetzter*.
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Abbildung 4-44 Schema zur Synthese des bioaktiven Hydrogels V3 nach Synthesestrategie A.
Die Charakterisierung der Probe V3 erfolgte anschlieBend an Hand von Zelltests
(sieche Kapitel 4.4.2 auf Seite 91).

4.3.6 Synthese der biologisch aktiven Hydrogele auf der Basis von

Syntheseweg B

Zur Herstellung bioaktiver Hydrogele wurden im Fall des Syntheseweges B zwei

verschiedene Schutzgruppenstrategien angewandt.
e Fmoc-Schiitzung von [EMM]; (E11) (siehe Kapitel 4.3.4.1 auf Seite 80)
e Boc-Schiitzung von [EMM]; (E12) (siehe Kapitel 4.3.4.2 auf Seite 82)

Anfangs wurde die Maskierung der Lysinseitenkette ausschlieBlich mit Fmoc
untersucht, da sich die Boc-Entschiitzung von E12, untersucht im Rahmen einer

Diplomarbeit (4. Fiedler), als schwierig herausstellte.!"*"!

Der erste Schritt der Synthese umfasste die Schiitzung der Aminofunktion mit

Fmoc analog Kapitel 4.3.4.1. Im zweiten Schritt erfolgte die Kopplung geschiitzter



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 86

RGDs (P6) mit E3 in Losung unter optimierten Reaktionsbedingungen (vgl. Kapitel
4.2.6 auf Seite 65). Anschlieend mussten jeweils die sdurelabilen Schutzgruppen von
P6 und die basenlabile Fmoc-Gruppe abgespalten werden. Der letzte Schritt umfasste

schlieBlich die Vernetzung des modifizierten [EMM]; mit BS; (siche Abbildung 4-45).

C(l)O- COO-
/E\[/\/\Yf\[/\/\lﬂ;x 1 PyBOP/ HOBT MM

2,4,6 Collidin NH XY N, 7% 7y
- 24 Colldin
O

o
E11 2 : P6 ° E13
T D

1. TFA 95% 2. DIEA 20%
H,O0 2.5 % in DMF
TIPS 2.5%

O@

©
NH NH, W,\/.
MQ&I\EH’ :«: CIO BS, |O COOH
m in DMF NH, Y NH, 7y
i

V4

E15

Abbildung 4-45 Schema zur Synthese des bioaktiven Hydrogels V4 unter Verwendung der Fmoc-
Schutzgruppe nach Synthesestrategie B.

Die Verbindung V4 konnte mit Hilfe dieser Strategie erfolgreich synthetisiert
werden. Wobei alle Zwischenstufen (E11, E13, E14 und E15) der Synthese iiber 'H-
NMR-Spektroskopie analysiert werden konnten. Der Beladungsfaktor betrug nach 'H-
NMR Messungen 64 % (5.1 von 8 moglichen Gruppen).

Bei der Wahl der Boc-Schiitzung der Aminofunktionen wird ein Syntheseschritt
weniger durchlaufen. Allerdings musste die von A. Fiedler benutzte Methode (50 %
TFA-Losung) variiert werden (95 % TFA, 2.5 % H,0, 2.5 % TIPS-Ldsung), um eine
erfolgreiche Abspaltung der Amino-Maskierung zu gewéhrleisten. Mit Hilfe von
'H-NMR konnte die Entschiitzung durch das Verschwinden des Boc-Peaks bei 1.33
ppm bestdtigt werden (Spektrum hier nicht gezeigt).



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 87

Somit gelang es ebenso, wie mit der Fmoc-Schiitzung auch, auf Grundlage der
Boc-Strategie nach Syntheseweg B bioaktive Hydrogele zu synthetisieren. Der erste
Schritt der Synthese umfasste die Maskierung der Aminofunktion mit Boc-anhydrid
analog Kapitel 4.3.4.2 (Seite 82). Im zweiten Schritt erfolgte die Kupplung geschiitzter
RGDs (P6, P7 und P8) mit E3 in Losung unter optimierten Reaktionsbedingungen
(vgl. Kapitel 4.2.6 auf Seite 65). AbschlieBend wurden die sdurelabilen Schutzgruppen
von den RGD-Peptiden sowie vom E12 in einem einzigen Schritt abgespalten (siche

Abbildung 4-46).

o0 00 1. PyBOP/ HOBT E E
| 2,4,6 Collidin 0 O

/f\[/\/\’]//fT/v\L]/
NH X NH, > 2 = P6-P8  NH X NH, 7-x

=0 ,:O

o E12 o E16, E18 und E20
TFA 95%
H,O 2.5 %
TIS 2.5%

L @
o 8D ?
Ol—l| H N( 3

M co - - /E\[/\/—\q/
H | in DMF 7
& ol

H
C H C(POH
NH E17, E19 und E21
\
V6-V8

Abbildung 4-46 Schema zur Synthese bioaktiver Hydrogels V6-V8 unter Verwendung der Boc-
Schutzgruppe nach Synthesestrategie B.

Mit Hilfe dieser Strategie konnten die in Abbildung 4-47 dargestellten RGD-
Elastine E17, E19 und E21 dargestellt werden. Die unterschiedlichen Beladungs-
faktoren sind durch einen hoheren Uberschuss an Verbindung P6 (3 Aquivalente) zur
Kupplung zu erkliren. Die Charakterisierung und die Bestimmung des
Beladungsfaktors erfolgte iiber 'H-NMR-Spektrometrie. Exemplarisch ist hier das
Spektrum von Verbindung E21 in Abbildung 4-48 gezeigt.
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Abbildung 4-47 Schematische Darstellung synthetisierter RGD-[EMM];-Verbindungen E17, E19
und E21.
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Abbildung 4-48 'H-NMR-Spektrum von E21 in de-DMSO und TMS als Referenzsubstanz.

Der letzte Schritt umfasste schlielich die Vernetzung der modifizierten
[EMM];-Verbindungen E17, E19 und E21 mit BS; und resultiert in den Hydrogelen
V6-VS8.

4.3.7 Variante der Syntheseroute B zur Darstellung von bioaktiven
Hydrogelen

Ein weiterfilhrender Gedanke zur Synthese der =zelladhdsiven Hydrogele
erschloss sich aus der Tatsache, dass alle linearen RGDs eigenstdndig an der festen
Phase synthetisiert wurden. Die Idee bestand in der Kupplung geschiitzter RGDs und
E12 an der festen Phase (Variation im Schritt 3 der Syntheseplanung, siche Kapitel
4.3.2 auf Seite 78). Die Vorteile dieses Syntheseweges sind zum einen die leichte
Aufreinigung, zum anderen erhédlt man ausschlieBlich modifiziertes [EMM],;, da
unmodifiziertes [EMM]; einfach durch Filtration entfernt werden kann (siche

Abbildung 4-49).
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Abbildung 4-49 Schematische Darstellung der Synthese von E22 an der festen Phase. Das Peptid

P7 wurde durch Standard-SPPS aufgebaut.

Auf Grund groBler Loslichkeitsprobleme und schlechter Ausbeuten von 5 %

konnte nur Verbindung E22 am Harz erfolgreich synthetisiert werden. Die

Charakterisierung von E22 erfolgte mittels 'H-NMR (Spektrum hier nicht gezeigt). Es

konnte ein Beladungsfaktor von 50 % berechnet werden.

Die weiteren Schwierigkeiten dieser Variante bestanden in einem hohen

Verbrauch an E12 (Boc-[EMM],) (36 mg), da hier E12 im Uberschuss zugesetzt

werden musste.
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4.4 Biologische Evaluierung bioaktiver [EMM]7-Hydrogele

4.4.1 Bestimmung der Zahl adharenter Zellen

Die Wirksamkeit der einzelnen Beschichtungen wurde in der vorliegenden Arbeit
durch Adhédsionsversuche an der Mausosteoblasten Zelllinie EC3T3-E1 iiberpriift. Die
Anzahl der adhdrenten Zellen wurde dabei durch die Aktivitit des lysosomalen
Enzyms Hexosaminidase (f-N-Acetyl-D-hexosaminide-N-acetylhexosamino-
hydrolase) bestimmt. Hexosaminidase spaltet von p-Nitrophenyl-N-acetyl-f-D-
glucoseaminid die Nitrophenolgruppe ab, die Menge an freiem Nitrophenol kann dann
anschlieBend photometrisch gemessen werden. Da die Hexosaminidase-Aktivitit
proportional zur Zellzahl ist, kann so mit Hilfe einer Standardkurve die Zahl

adhirenter Zellen bestimmt werden.!'*4!

CH,OH
09 NO,
OH
HO 0]

28

Abbildung 4-50  Struktur von p-Nitrophenyl-N-acetyl-f-D-glucoseaminid.

4.4.2 Biologische Evaluierung der Hydrogele V1, V2, V3 und V4

In Zusammenarbeit mit Gabi Chmel (Lehrstuhl fiir Biophysik (E22), Department
Physik, TUM) wurden erste Zelladhdsionstests mit den vernetzten Hydrogelen V1, V2,
V3 und V4 durchgefiihrt. Sie dienten unter anderem dazu zelladhdsive [EMM];-
Hydrogele, hergestellt iber Syntheseroute B, erstmals zu charakterisieren. Im Rahmen
der biologischen Evaluierung wurde ein Nullwert (Blank), eine Blindprobe V1
(vernetztes [EMM],), eine Probe mit vernetzten [EMM]; und P6 jedoch ohne
Kupplungsreagenzien (V2), zur Untersuchung einer adsorptiven Wechselwirkung, V3
(Syntheseroute A) und V4 (Syntheseroute B) getestet. Es stellte sich heraus, dass die
vernetzten Hydrogele V1-V3 keine Adhdsion der Mausosteoblasten-Zelllinie
hervorrufen. Im Gegenteil, es wurde sogar eine negative Absorption in Vergleich mit

dem Blindwert gemessen. Dies ldsst sich darauf zuriickfiihren, dass vernetztes [EMM],
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(V1) den Farbstoff Nitrophenyl aufnimmt. Bestitigt werden konnte diese Vermutung
durch eine Gelbfarbung der [EMM];-Proben V1-V3. Das Hydrogel V3, welches iiber
Syntheseroute B hergestellt wurde, bewirkte keine  Steigerung der
Zelladhdsionsrate™" . Das ldsst die Schlussfolgerung zu, dass eine Modifizierung von
V3 iiber Syntheseweg A nicht stattgefunden hat. Verbindung V4 hingegen erzielte eine
Steigerung der Zelladhdsionsrate um 78 % (sieche Abbildung 4-51). Dieses Ergebnis
zeigt sehr gut, dass bioaktive Hydrogele auf der Basis von [EMM]; zur Stimulierung
der Zelladhdsion geeignet sind. Die grofle Steigerung der Zelladhésionsrate des
Hydrogels V4 unterstreicht die Notwendigkeit der Schutzgruppenstrategie und einer

vorausgehenden Modifizierung von [EMM],.

100

80 - T
60 -
40 -

20 -

Zelladhasionsrate / %

0 == - | | | f |
-20 - Blank V1 V2 V3 V4

Verbindung

Abbildung 4-51 Zelladhésionsraten nach 1h von EC3T3-E1 Mausosteoblasten auf Hydrogelen auf
der Basis von [EMM];. Die Mittelwerte stammen von Dreifachmessungen, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an. Blank = Nullwert, V1 = vernetztes E3 ((EMM];), V2 = vernetztes E3 und
P6, V3 = vernetztes E3 und P6 und Kupplungsreagenzien (Syntheseweg B), V4 = vernetztes E15.

Fiir die nachfolgenden Zelladhdsionstests wurden demnach alle Proben iiber

Syntheseweg B dargestellt.

XV Die Zelladhisionsrate beschreibt das Verhéltnis der Zahl adhirierter Zellen zur Gesamtzahl der Zellen x 100.
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4.4.3 Biologische Evaluierung der Hydrogele V1, V5, V6, V7 und V8

Nachdem die Modifizierung der Hydrogele nach Syntheseweg A nicht gelang,
wurden alle weiteren Verbindungen liber Syntheseweg B dargestellt. Die bioaktiven
[EMM];-Polymere konnten mit Hilfe der Boc-Schutzgruppenstrategie synthetisiert

werden.

Im Rahmen dieser Testreihe wurden die Hydrogele V1, V5, V6, V7 und V8 (vgl.
Kapitel 4.3.6 und 4.3.7) an der Mausosteoblastenzelllinie biologisch evaluiert. Die
getesteten Verbindungen umfassten einen Nullwert (Blank), eine Blindprobe V1
(vernetztes E3), vernetztes E22 (V5), vernetztes E21 (V6), vernetztes E19 (V7) und
vernetztes E17 (V8). Abermals konnte bei V1 eine negative Absorption im Vergleich
zum Nullwert gemessen werden, was wiederum in einer negativen Zelladhdsionsrate
resultiert. Alle hier getesteten Verbindungen V5-V8 zeigten eine signifikante
Steigerung der Zelladhésionsrate (siche Abbildung 4-52).
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Abbildung 4-52  Zelladhisionsraten nach 1h von EC3T3-E1 Mausosteoblasten auf Hydrogelen auf
der Basis von [EMM];. Die Mittelwerte stammen von Dreifachmessungen, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an. Blank = Nullwert, V1 = vernetztes E3, V5 = vernetztes E22, V6 =vernetztes
E21, V7 = vernetztes E19, V8 = vernetztes E17.

Die Proben V7 und V8 zeigten &hnliche Zelladhdsionsraten im Rahmen der

Fehlergenauigkeit von 29.5 % bzw. 24.8 %. Wobei sich die Proben deutlich in ithren



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 94

Beladungsfaktoren mit zelladhésiven Liganden unterschieden. Das vernetzte E19 (V7)
konnte zu 63 % modifiziert werden. Hingegen betrug bei V8 der Beladungsfaktor nur
25 %. Demzufolge konnte bei einer geringern Anzahl an bioaktiven Liganden an der
[EMM];-Oberfliche eine dhnliche Zelladhédsionsrate hervorgerufen werden. Die
Zelladhidsionsrate von 43.7 % bei V5 (Beladungsfaktor 50 %) bestdtigt den positiven
Einfluss der Ahx-Einheit. Aus unterschiedlichen Studien geht hervor, dass der
optimale Abstand eines kiinstlichen Integrinliganden von der Oberfliche einer
effektiven Spacerlidnge von 3.0-3.5 nm (gestreckt) entspricht.!"*"*" Dieser Wert hingt
jedoch stark von der Strukturierung der Materialoberflache ab. Elastische Oberflachen
wie z.B. Proteine (BSA) bendtigen, im Gegensatz zu pordsen oder stark gegliederten

48] Diese Testreihe zeigt

Materialien (z.B. PMMA), in der Regel keinen spacer.
jedoch, dass ein Abstandshalter auch bei elastischen Oberflichen einen positiven
Einfluss auf die Zelladhésion hat und offensichtlich die Wechselwirkung von Integrin-

RGD Sequenz verbessert.

Die Proben V5 und V6 zeigen eine hohe Steigerung der Zelladhdsionsrate von
43.7 bzw. 56 Prozent auf, wobei V6 trotz eines niedrigen Modifiziergrades (25 %) die
hochste Zelladhdsionsrate aufweist. Die Erkldrung hierfiir, beruht auf der Spezifitét
zyklischer RGDs im Vergleich zu linearen. Lineare RGDs weisen ein flexibles
Riickgrat auf, welches ihnen sehr viele verschiedene Konformationen erlaubt. Durch
den Einbau einer D-Aminosdure (hier f = D-Phenylalanin) ldsst sich die Struktur des
Zyklopeptidriickgrates fixieren, so dass relativ starre Template entstehen. Selektive

RGD-Peptide vom Typ cyclo(-RGDfX-) binden spezifisch an avp3-Integrine.!*”!

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass mit Hilfe der biologischen
Evaluierung die Notwendigkeit einer Schutzgruppenstrategie bestitigt werden konnte.
Im Vergleich der bioaktiven Hydrogele konnte eine Steigerung der Zelladhésionsrate
durch eine Erhohung der Konzentration an bioaktiven Liganden (hoherer
Modifizierungsgrad), sowie der Einbau eines spacer-Molekiils (Ahx) beobachtet
werden. Des weiteren konnte im Vergleich von zyklischen und linearen RGDs, die

hohere Spezifitat zyklischer RGDs bewiesen werden.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation widmete sich der Entwicklung neuartiger
monodisperser Biomaterialien fiir medizinische Anwendungen auf der Basis von
Elastin like polymers (ELPs). Im Mittelpunkt stand hierbei die posttranslationale
chemische Modifizierung des von Junger klonierten [EMM],-Proteins (elastin
Mimetic Monomer mit sieben Wiederholungseinheiten). Die angestrebten
Anwendungsgebiete derartiger modifizierter [EMM],-Polymere erstrecken sich von
polymeren Wirkstofftrigern bis hin zur Herstellung bioaktiver Hydrogele fiir die
Gewebeziichtung.

Im biochemischen Teil dieser Arbeit konnte durch eine Punktmutation Cystein
an Position 35 der Aminosduresequenz von Hisg-[EMM]; eingefiihrt werden. Mit Hilfe
dieser Mutante (Cys-[EMM],;) von [EMM]; wurde ein so genanntes 1-1 Konjugat,
d. h. nur ein bioaktiver Ligand P5 wurde pro [EMM]; kovalent angekniipft, iiber die

spezifische Reaktion von Thiolen und Acrylaten synthetisiert.
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Zur Herstellung von polymeren Wirkstofftrigern nach dem Konzept von R.
Duncan, mit [EMM]; als polymeres Grundgeriist, wurde der enzymatisch abbaubare
und zytostatisch wirksame Linker Dox-GFLG-OH P4 (Dox = Doxorubicin; G =
Glycin, F = Phenylalanin, L = Leucin) komplett an der festen Phase aufgebaut. Zudem
konnte auch fiir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen RBITC-GFLF-OH P3
(RBITC = Rhodamin B Isothiocyanat) iiber solid phase peptide synthesis dargestellt
werden. Die Konjugation der Linker P3 und P4 an das Polypeptidriickgrat von E1,
gelang tiber eine Kupplung in Losung mit PyBOP/HOBT und 2,4,6 Collidin als
sterisch gehinderte Base. Eine Kupplung mit EDC*HCI als Aktivierungsreagenz
bewidhrte sich nicht, da auf Grund langer Reaktionszeiten und H,O als
Reaktionsmedium die aktive Spezies hydrolytisch abgebaut wurde. Die strukturelle
Charakterisierung und die Bestimmung des Modifiziergrades der Endverbindungen
erfolgte iiber UV-Spektroskopie, 'H-NMR, 2D-TOCSY. Die Verbindung E8 bzw. E9

wurden mit einem Modifiziergrad von 53 bzw. 60 % synthetisiert.

Zur Entwicklung neuartiger zelladhdsiver Hydrogele auf der Basis von [EMM]5,
gelang im ersten Schritt die Synthese folgender RGD-Liganden an der festen Phase:

NH,-FGRGDS-OH P6
NH,-FGRGDS-Ahx-OH P7
¢(RGDfK)-Ahx-OH*Y P8

Durch eine Variation der Synthesewege zur Darstellung bioaktiver Hydrogele,
konnte eine notwendige Schutzgruppenstrategie, gefolgt von der Kupplung der
»RGDs* P6, P7 und P8 in Losung (PyBOP/HOBT und 2,4,6 Collidin) und einer
abschlieBenden Vernetzung, entwickelt werden. In diesem Fall gelang die
Charakterisierung aller Endverbindungen itiber 'H-NMR-Spektroskopie. Bei der
Synthese zelladhdsiver Hydrogele ohne Schutzgruppenstrategie und vorausgehender
Vernetzung konnte keine Zelladhdsion der Mausosteoblasten Zelllinie EC3T3-El

beobachtet werden was darauf hin deutet, dass keine chemische Modifizierung des

*V ¢(RGDfK)-Ahx-OH wurde von J. Auernheimer zur Verfiigung gestellt.
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Hydrogels mit RGD Liganden erfolgt war. Zelladhésion resultierte nur fiir Hydrogele,
welche iiber Syntheseroute B dargestellt wurden, d. h. bei der Modifizierung unter

homogenen Bedingungen erfolgte und erst anschlieBend vernetzt wurde.

In weiteren Zellexperimenten wurden die Hydrogele V5-V8 biologisch evaluiert,
wobei all diese Verbindungen eine Steigerung der Zelladhdsionsrate bewirkten.
Analog zu den unterschiedlichen Studien in der Literatur, konnte eine Steigerung der
Anzahl adhidrierender Zellen abhingig vom Beladungsfaktor (entspricht der
Peptidkonzentration der Oberflidche), vom Abstand Oberflaiche-RGD und schlieBlich
auch von der Selektivitidt der RGD-Sequenz beobachtet werden (sieche Abbildung 5-1).

NH, NH, NH,
E19, E22 E17 E21
7 7 7
o o o
o o}
NH NH

Abbildung 5-1  Schematische Darstellung der unvernetzten Verbindungen E19, E22, E17 und E21
wobei die durch Vernetzung resultierenden Hydrogele (V5-V8) eine Steigerung der Zahl
adhirierender Zellen hervorrufen. Die Zelladhdsionsrate nimmt von links nach rechts zu.

In dieser Arbeit konnten erste wichtige Schritte zum neuen monodispersen
[EMM];-Biomaterial bewerkstelligt werden. So konnte der polymere Wirkstofftrager
[EMM];-GFLG-Dox E9, synthetisiert und charakterisiert werden. Allerdings stehen
erste Zelltests noch aus. AuBerdem wurde eine Strategie fiir die erfolgreiche,

chemische Modifizierung des Elastin like polymers [EMM]; mit verschiedenen RGD
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Liganden entwickelt, die eine wesentliche Voraussetzung fiir eine spitere Verwendung

in der Geweberegeneration darstellt.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Material und Methoden

6.1.1 Biochemischer Teil

Alle eingesetzten Chemikalien stammen von den Firmen Amersham Biosciences,
ICN, Merck, Roth und Sigma-Aldrich und entsprachen der Qualitét ,,per analysis® bzw.
»geeignet fiir die Molekularbiologie. Die GroBenstandards (DNA, Protein) und die
Kits wurden von den Firmen Amersham Biosciences, BioRad, Peplab, Roche und
Quiagen bezogen. Die Synthese der Oligonukleotide als Primer wurde bei der Firma
Metabion in Auftrag gegeben. Die Plasmide (pBluescriptSK(+)-ADF3,
pBluescriptSK(+)-ADF4) wurden von J. Gosline (Vancouver, BC, Canada) zur
Verfiigung gestellt und die Plasmide (pET28a, pET28b) von Novagen bezogen. Die
zur Klonierung verwendeten Bakterienstimme (E£. coli DH10B) stammen von

Invitrogen und die Stdmme zur Expression (E. coli BLR (DE3) von Novagen. Zur
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Reinigung des Proteins wurde eine Chromatographieanlage des Typs Akta FPLC von

der Firma Amersham-Pharmacia verwendet.

6.1.2 Chemischer Teil

Alle technischen Losemittel wurden vor Gebrauch destilliert. Falls erforderlich,
wurden wasserfreie Losemittel von den Firmen Aldrich, Fluka und Merck bezogen

oder nach den géngigen Methoden absolutiert.

Die eingesetzten Reagenzien stammen von den Firmen Aldrich, Fluka, Sigma
und Merck, entsprachen der Qualitit ,,zur Synthese* oder ,,per analysis* und wurden
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die Aminosduren, Schutzgruppenderivate und
Kupplungsreagenzien wurden von den Firmen Aldrich, Advanced ChemTech, Bachem
und NovaBiochem bezogen. Das fiir die Festphasensynthese verwendete Harz stammt
von PepChem (Tibingen) (Tritylchlorid-Polystyrol-Harz). Sdmtliche hydrolyse- oder
luftempfindliche Reaktionen wurden in ausgeheizten Glasgerdten in einer
Argonatmosphéire durchgefiihrt. Losungen wurden zu diesen Ansdtzen iber
Gummisepten zugegeben. Bei lichtempfindlichen Reaktionen wurde direkte

Lichteinstrahlung durch Umhiillen der Reaktionsgefdaf3e mit Alufolie vermieden.

Die Festphasensynthesen wurden in 2, 5, 10 oder 20 mL-Kunststoffspritzen mit
PE-Fritten der Firma Vetter-Laborbedarf (Tiibingen) durchgefiihrt. Die

Durchmischung der Harzsuspension erfolgte durch Rotieren der Spritzen.

Die préaparative RP-HPLC wurden am Lehrstuhl fiir Organische Chemie II an
folgendem Gerdt (Beckman, System Gold, Hochdruckpumpenmodul 125, UV-
Detektor 166) semipriparativ und Sdulen (Sdulenmaterial: ODS-A C18 (120 A, 5 um,
250 mm x 20 mm)) durchgefiihrt: Als Eluent dienten Laufmittelgemische aus Wasser
(Laufmittel A) und Acetonitril (Laufmittel B) mit jeweils 0.1 Vol-% Trifluoressigsiure
im Gradientenbetrieb. Es wurden unterschiedliche lineare Gradientenprofile innerhalb
von 30 Minuten verwendet. Die Flussgeschwindigkeiten betrugen 8 mL/min

(semipriparativ) Die UV-Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 220 und 254 nm.

Massenspektren wurden durch Laser-Desorption (MALDI) oder Elektronenspray

Ionisation (ESI) erhalten. ESI-MS-Untersuchungen wurden an einem Gerét der Firma
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Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem HPLC-System Hewlett Packard
HP1100 (Sdulenmaterial: Omnicrom YMC ODS-A C18 (120 A, 3 pm, 125 mm x 2
mm), Flussgeschwindigkeit 0.2 mL/min) durchgefiihrt. Als Eluent dienten
Laufmittelgemische aus H,O und Acetonitril mit jeweils 0.1 Vol-% Ameisensdure im
Gradientenbetrieb. Es wurden unterschiedliche lineare Gradientenprofile innerhalb von

15 Minuten verwendet.

Die MALDI-MS Untersuchungen erfolgten an einem Gerét der Firma Bruker
vom Typ BILFEX III im Reflektor Modus (Matrix: a-Cyanohydroxyzimtsdure). Die
ESI Spektren werden in der Form ,,X [M + Z]+* bzw. bei mehrfacher Ladung in der
Form , X [(M + nZ)n]"" angegeben. Die Detektion der Molekiilmasse X entspricht
dabei dem positiv geladenen Anlagerungsprodukt des untersuchten Molekiils mit dem

Molekulargewicht M und dem Kation Z bzw. den n Kationen Z geteilt durch n.

Die NMR-Spektren wurden an den Gerdten der Firma Bruker AC 250, ARX 300
und Avance 900 in deuteriertem Losemitteln bei 300 K aufgenommen. Interner
Standard fiir chemische Verschiebungen von 'H war das Losemittelsignal von DMSO-
de fiir 'H (8 = 2.49 ppm) bzw. als externer Standard Trimethylsilan (8 = 0.0 ppm). Die
Signal- und Konfigurationszuordnung erfolgte teilweise mit Hilfe von 2D-

Experimenten (TOCSY).

6.2 Molekularbiologische Arbeitstechniken

6.2.1 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli

Samtliche E. coli - Stimme werden in Luria - Bertani (LB) Medium kultiviert.
Zur Selektion rekombinanter Zellen wird Kanamycin (Endkonzentration: 35 pg/mL
zugesetzt. Fiir Ubernachtkulturen werden 4 mL LB Medium mit entsprechendem
Antibiotikum versetzt, mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte oder aus einem
Glycerolstock angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. Zur
Stammhaltung wird die Kultur im Verhiltnis 1:1 mit Glycerol versetzt und bei

— 80 °C gelagert.



6 EXPERIMENTELLER TEIL 102

LBy Medium 10 g/LL Bacto Trypton
5 g/L Yeast Extract
5 g/ NaCl
eingestellt auf pH 7.2 (1 M NaOH)
15 g/L. Bacto Agar (flir Platten)

Antibiotika 35 pg/mL Kanamycin

6.2.2 Transformation von E. coli

Fur die Transformation von E. coli werden die zu transformierenden Stimme

150) Dazu wird eine frische 100 mL E. coli-

nach Sambrook kompetent gemacht.
Fliissigkultur mit einer ODgoy von 0.5-1.0 mit 2 mL 1 M MgCl, versetzt und 10 min
weiter bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird die Kultur 60 min auf Eis gekiihlt,
5 min bei 4 °C und 5000 x g abzentrifugiert, das Sediment in 20 mL Losung A
resuspendiert und weitere 60 min auf Eis gekiihlt. Nach einer weiteren Zentrifugation
bei 4 °C wird das Sediment in 2 mL Losung A — Glycerin aufgenommen und die
Zellen in Aliquots zu je 200 pL aufgeteilt. Diese Aliquots werden entweder direkt mit
Plasmid-DNA transformiert oder in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C
bis zur weiteren Verwendung gelagert. Zur Transformation werden je 200 pL
kompetente Zellen mit maximal 10 % (v/v) der zu transformierenden DNA vermischt
und 15 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wird anschliefend einem einminiitigen
Hitzeschritt bei 42 °C unterzogen, wieder auf Eis abgekiihlt und nach Zugabe von
500 pL LBy 40 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend werden ca. 100 pL der
Bakteriensuspension auf entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert und diese bei

37 °C . N. bebriitet.

Losung A 13 mL 3 M NaAc pH 5.5
100 mL 1 M CaCl,
25 mL 2.8 M MnC(Cl,

862 mL H,Oyq sterilfiltriert
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Losung A-Glycerin 69 mL Glycerin

331 mL Losung A

6.2.3 Prdparation, Reinigung und Sequenzierung von DNA

Fir die Prdparation und Reinigung von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten

wurden folgende Kits den Herstellerangaben entsprechend verwendet.
Plasmidpréparation aus E. coli High Pure Plasmid Isolation Kit
DNA-Isolierung aus Agarosegelen QIlAquick Gel Extraction Kit

Reinigung von PCR-Produkten High Pure PCR Product Purification Kit
und DNA-Fragmenten

Molekularbiologisch verdnderte Vektoren wurden vor ihrer Weiterverwendung
sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma GATC Biotech AG
(Konstanz, Deutschland). Soweit im Folgenden nicht anders beschrieben, wurden die

Standardprimer der Firma verwendet.

6.2.4 Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Proben werden diese in Agarosegelen nach ihrer Grof3e
aufgetrennt. Zur Herstellung eines Gels wird die in 1 x TAE-Puffer geloste Agarose
aufgekocht; nach Abkiihlung unter 60 °C werden 0.4 pg/mL Ethidiumbromid zu-
gegeben, und die Losung zum Polymerisieren in die Laufapparatur gegossen. Nach
Auftrag der DNA-Losung in 1 x Laufpuffer wird fiir 30 min eine Spannung von
110 V angelegt. Das System BioDocll wird zur Dokumentation der Auftrennung
verwendet. Als Liangenstandard dient mit BstEII geschnittene A-DNA, die 100 bp oder
1 kb DNA-Leiter.

TAE (50%) 2 M Tris/Acetat pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0
Gelauftragspuffer 50 % (v/v) Glycerin

(10x) 10 mM EDTA pH 8.0
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0.2 % (w/v) Bromphenolblau
0.2 % (w/v) Xylencyanol

Ethidiumbromid-Lésung  0.04 % (w/v) Ethidiumbromid

6.2.5 Enzymatische Modifikation von DNA

Enzymatische Modifikationen von DNA wurden den Herstellerangaben

entsprechend mit folgenden Enzymen durchgefiihrt.

DNA-Spaltung an spezifischen Sequenzen Restriktionsendonukleasen™"' (Not I und

Bam H1 bzw. Bam H1 und Eam 1104).
Standardreaktionsansatz (10 uL) 5 uL DNA (ca. 100-500 ng)
3.5 uL H,Oy4
1 uL 10 x Reaktionspuffer

0.5 uL Enzym (2 U™

6.2.6 Punktmutagenese innerhalb eines DNA Abschnitts
(QuickChange?®)

Bei dieser Methode zur gerichteten Mutagenese innerhalb eines DNA Abschnitts
wird das gesamte Plasmid, welches das Gen trigt, amplifiziert. Als Primer dienen
hierbei zwei zueinander komplementédre Oligonukleotide von 25-40 bp Linge (siche
Tabelle 6-1), welche die gewiinschte Mutation im Zentrum ihrer Sequenz tragen. Zur
Amplifikation wird die Pfu DNA-Polymerase verwendet, welche Korrekturlese-
funktion besitzt. Wiahrend der Amplifikation entstehen ausgehend von den Primern
Kopien des Plasmids, welche nun die gewlinschte Mutation tragen. Da diese jedoch

aufgrund ihrer Linearitéit nicht als Templat wihrend der PCR dienen konnen, handelt

XV Die Schnittstellen der hier verwendeten Restriktionsendonukleasen kénnen auf der Internetseite:

http://www.neb.com/nebecomm/products/category1.asp abgerufen werden.

*VIL'U steht als Abkiirzung fiir unit und ist definiert als diejenige Menge Enzym, welche unter angegebenen

Bedingungen ein Mikromol Substrat pro Minute umsetzt: 1 U =1 umol/min.
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es sich bei dieser Reaktion im Gegensatz zur Standard - PCR nicht um eine
exponentielle, sondern um eine lineare Produktzunahme. Nach der PCR liegt ein
Gemisch an Produkt mit gewlinschter Mutation und Ausgangsplasmid ohne Mutation
vor. Da das Ausgangsplasmid in E. coli synthetisiert wird, liegt es im Gegensatz zum
PCR-Produkt methyliert vor, so dass es durch Restriktionsverdau mit Dpnl, welches
hochspezifisch fiir methylierte DNA ist, abgebaut werden kann. Die PCR-Mischung
kann direkt nach dem Dpnl - Verdau, welcher ebenfalls direkt im PCR-Ansatz 1 h bei

37 °C durchgefiihrt wird, zur Transformation kompetenter Zellen verwendet werden.

Tabelle 6-1: Verwendete Primer fiir die Mutation von Hiss-[EMM]; E1 zu Hisg-Cys-[EMM]; E2

Primer Sequenz 5° — 3’

Cys-Primer-Fw ~ CAG CAA ATG GGT CGG GAT CCC TGT TCA GTA CCG
GGT GTT GGC GTG

Cys —Primer-Rev  GTG CGG TTG TGG GCC ATG ACT TGT CCC TAG GGC
TGG GTA AAC GAC

Tabelle 6-2: Temperaturprogramm einer QuickChange® PCR

Temperatur Zeit Anzahl der Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95°C 30 sek.
Primer-Anlagerung 55°C 1 min. 12
DNA-Synthese 68 °C 5 min.
Lagerung 4°C 00

Standardansatz (50 uL) 5 pL 10x Pfu-Reaktionspuffer
2 uL ANTPs (Mischung, je 2.5 mM)

2 uL DNA-Matrize (20-200 ng/uL)
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2 uL 1. PCR Primer (10 pM/uL)
2 uL 2. PCR Primer (10 pM/puL)
0.5 uL Pfu-DNA-Polymerase (2 U/uL)

36.5 uL H,O (fiir die Molekularbiologie)

6.3 Expression und Reinigung

6.3.1 Anzucht, Induktion und Ernte der Bakterien

Nachdem mit Hilfe einer von Junger durchgefiihrten Expressionskinetik die
optimalen Bedingungen zur Produktion von rekombinantem Protein gefunden werden
konnten, wird die Anzucht in grofem MaBstab mit 4-8 L LBy.,,-Medium (35 pg
Kanamycin pro mL LB-Medium) in Schwenkkolben (2 L Medium pro 5 L Kolben)
durchgefiihrt. Konstrukte in pET28 Plasmiden werden zur Expression in den E. coli -
Stamm BLR(DE3) transformiert. Dazu werden die Medien mit Zellen aus 200 mL
Vorkulturen iiberimpft, die aus gefrorenen Glycerinkulturen (gelagert bei -80 °C, vgl.
Kapitel 6.2.1) und iiber Nacht angezogen werden. Die 4-8 L Kulturen werden 24 h bei
30 °C und 200 rpm im Schiittelinkubator kultiviert bis eine optische Dichte ODgyy von
0.6 — 0.8 erreicht ist. AnschlieBend werden die Zellen durch Zentrifugation
(6000 g™ 10 min, 4 °C) geerntet und dann in 80 mL Puffer A (8 M Harnstoff, 100
mM Na,HPO,, pH 7.5 (HCI), 100 mM NaCl, 20 mM Imidazol) resuspendiert und
durch Einfrieren in fliissigem Stickstoff und anschlieBendes Auftauen lysiert und
schlieBlich zusitzlich durch Ultraschall aufgeschlossen (3x je 30 sek. Ultraschall).
Unlosliche Bestandteile und Zellreste werden bei 40 000 g*¥™ fiir 45 min bei 4 °C
abgetrennt. Zur lingeren Lagerung wird der Uberstand bei — 20 °C eingefroren. Bei
der Expression des Proteins erhélt man typischerweise Ausbeuten von 50 mg pro Liter

LB-Medium.

XV Hier steht die Abkiirzung ,,g* fiir die Erdbeschleunigung, g = 9.81 m/s’.
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6.3.2 Proteinreinigung durch Affinitatschromatographie mit Ni-NTA

Alle rekombinanten Proteine werden im pET-Expressionssystem exprimiert,
welches durch die Bereitstellung von sechs Histidinresten am N-Terminus der
rekombinanten Proteine eine affinitdtschromatographische Aufreinigung iiber eine
Nickel-Chelat-Siule ermdglicht. Das Prinzip der Affinitdtschromatographie beruht auf
der spezifischen und reversiblen Adsorption eines Molekiils an einen individuellen,
matrixgebundenen Bindungspartner, welcher kovalent an eine Matrix gebunden wird
und somit als immobilisierter Ligand dient. Die biospezifische Wechselwirkung mit
dem Zielmolekiil wird genutzt, um diesen Adsorbenten selektiv aus einer komplexen
Mischung heraus zu adsorbieren. Die Elution des Adsorbenten wird dann entweder
durch eine kompetitive Verdringung aus der Bindung erreicht oder durch einen
Konformationswechsel aufgrund einer Anderung des pH-Werts bzw. der lonenstirke.
Die Affinititschromatographie ist die Trennmethode mit der grofBten Spezifitdt und

Selektivitit fiir die Isolierung und Reinigung von Biomolekiilen.!"*"!

Im Rahmen dieser Arbeit wird als Affinitditsmaterial Nitrilotriessigsdure (NTA)
verwendet. Das hexavalente Ni*'-Ion wird mit vier seiner Koordinationsstellen an
NTA gebunden, womit es noch zwei freie Koordinationsstellen besitzt. Diese werden
mit hoher Affinitdit von den His-tags der rekombinanten Proteine erkannt und
gebunden. So lésst sich das gewiinschte Protein im Idealfall quantitativ an der Saule
aufnehmen und anschlieBend durch kompetetive Bindung einer im Elutionspuffer
enthaltenen Substanz, wie z.B. Imidazol, das mit den Histidinseitenketten um die
Metallbindungspldtze konkurriert, ab einer bestimmten Konzentration wieder
verdringen und von der Sdule eluieren. Der Reinigungserfolg wird durch SDS-PAGE

(vgl. Kapitel 4.1.3 auf Seite 42) kontrolliert.

6.3.3 Ergdnzender Reinigungsschritt durch Proteinprazipitation

Elastin-dhnliche Proteine (ELPs) konnen einen inversen Phaseniibergang
vollziehen. Unterhalb der inversen Phaseniibergangs-Temperatur (T;) sind die ELPs
strukturell ungeordnet, hoch solvatisiert und deshalb in wissrigen Medien 16slich.

Erhoht man die Temperatur, kollabiert das Protein, indem es Wasser verdringt und
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intramolekulare Wechselwirkungen zwischen unpolaren Bereichen des Proteins in den
Vordergrund treten, das Protein aggregiert. Der Temperaturbereich, in dem sich der
Phaseniibergang vollzieht betrdgt nur wenige Grad und ist reversibel. Normale
Proteine hingegen denaturieren irreversibel bei Erhohung der Temperatur. Sind nach
dem ersten affinitditschromatographischen Reinigungsschritt im SDS-PAGE noch
Verunreinigungen sichtbar, erhitzt man die Proteinlosung fiir 10 min auf 80 °C. Die
Losung wird dabei milchig-triib, da sdmtliches Protein darin ausfillt. Kiihlt man nach
dieser Zeit die Losung wieder auf 4 °C ab, 16st sich das Zielprotein wieder und man
XIX

zentrifugiert die unldslichen, denaturierten Proteinverunreinigungen bei 14 000 g

ab.

6.3.4 Verdnderung der Pufferzusammensetzung (Dialyse)

Zur Veridnderung der Pufferbedingungen wird gegen das 50-1000fache des
entsprechenden Ausgangsvolumens bei 4 °C dialysiert. Der Pufferaustausch erfolgt
durch die semipermeable Membran eines Dialyseschlauches. Je nach Proteingréf3e
haben die Dialyseschlduche AusschlussgroBen zwischen 2500 und 12000 kDa. Die
Dialyseschlduche werden vor der Verwendung 30 min in H,04 eingelegt.
Dialyseschldauche konnen in 20 %iger ethanolischer Losung tiber mehrere Wochen bei

4 °C zur weiteren Verwendung aufbewahrt werden.

6.3.5 Standardreinigung Hiss—getaggter Proteine

Alle Hisg-getaggten Proteine werden nach einem dhnlichen Schema gereinigt.
Alle Arbeitsschritte sind am Beispiel von Hiss—[EMM]; (E1) beschrieben, das auf dem
Plasmid pET28b vorlag.

Nach der Anzucht und Ernte der Bakterien (vgl. Kapitel 6.3.1 auf Seite 106)
werden die Zellen in Puffer A resuspendiert und im Zellaufschlussgerdt disruptiert.
Zur Verringerung der Viskositit des Aufschlusses wird das freigesetzte Protein

dreimal durch Ultraschall mit 30 sek. Pulsen fragmentiert. Unldsliche Bestandteile und

XX Hier steht die Abkiirzung ,,g* fiir die Erdbeschleunigung, g = 9.81 m/s’.
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Zellreste werden bei 40 000 g™* fiir 45 min bei 18 °C abgetrennt. Der Uberstand (das
Zelllysat) wird auf eine in Puffer A &quilibrierte Ni-NTA-Sédule aufgetragen, mit
100 mL Puffer A gewaschen und mit einem Stufengradient von Puffer B eluiert. Die
Fraktionen, die das gewliinschte Protein enthalten, werden durch SDS-PAGE ermittelt
und vereinigt. Im Weiteren werden die gepoolten Fraktionen dreimal gegen 5 L H,Og4q
dialysiert und lyophilisiert. Das gefriergetrocknete Protein ist in diesem Zustand bei

Raumtemperatur unbegrenzt haltbar.
Verwendete Losungen:
Resuspensions- und Lysepuffer: 100 mM Natriumdihydrogenphosphat, pH 8.0
(Puffer A) 150 mM Natriumchlorid
8 M Harnstoff
20 mM Imidazol
Elutionspuffer (Puffer B) 100 mM Natriumdihydrogenphosphat, pH 8.0
150 mM Natriumchlorid
8 M Harnstoff
250 mM Imidazol
Exprimierte Proteine: Hisg-[EMM]; E1
21513.9 g/mol (berechnet mit Hilfe von '*%)
MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 21528.9 (M + H"), 10764.5 (M + 2H")/2).
Hisg-Cys-[EMM]; E2
21529.9 g/mol (berechnet mit Hilfe von '**)

MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 21547.3 (M + H"), 1074.1 (M + 2H")/2).

*XHier steht die Abkiirzung ,,g“ fiir die Erdbeschleunigung, g =9.81 m/s>.
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6.4 Proteinanalytik

6.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektorphorese

Fiir die analytische Auftrennung von Proteinen nach dem Molekulargewicht wird
die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt. In dieser Arbeit
werden SDS-Gele der GréBe 10 x 8 x 0.075 cm mit 10-, 12.5- und 15 %-igem

¢ [153

Trenngel und 3 %-igem Sammelgel verwendet.!">”! Fiir die Gele werden Losungen mit

den folgenden Endkonzentrationen hergestellt:

Trenngel: 1 x Trenngelpuffer; 10 % - 15 % Acrylamid, 0.2 % SDS,
0.065 % (w/v) APS, 0.033 % (v/v) TEMED

Sammelgel: 1 x Sammelgelpuffer; 3 % Acrylamid, 0.2 % SDS,
0.13 % (w/v) APS, 0.066 % (v/v) TEMED

Nach Zugabe von APS und TEMED wird die Gellosung zur Polymerisation in
eine entsprechende Vorrichtung gegossen. Die Proben werden in 1 x Auftragspuffer
fiir 5 min auf 95 °C erhitzt und aufgetragen. Zur Abschidtzung des Molekulargewichts
der Proteine werden Proteinstandards mit auf die SDS-PAGE aufgetragen. Die
Laufzeiten der Gele bei einer konstanten Stromstirke von 25 mA pro Gel variierten

zwischen 45 min bei 10 %-igen Gelen und 55 min bei 15 %-igen Gelen.
Trenngelpuffer (4x) 0.8 % SDS

5 M Tris/HCI, pH 8.8
Sammelgelpuffer (2x) 0.4 % SDS

0.25 M Tris/HCI, pH 6.8

10x Laufpuffer 250 mM Tris/HCI, pH 8.8
2 M Glycin
1 % SDS

5% Auftragspuffer 300 mM Tris/HCI, pH 6.8

10 % (w/v) SDS
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50 % (v/v) Glycerin

0.05 % (w/v) Bromphenolblau

5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol (optional)
Acrylamid (Rotiphorese) 38 % (w/v) Acrylamid

2 % Bisacrylamid

6.4.2 Farbung nach Fairbanks

Fir die Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit dem Farbstoff
Coomassie Blau wird das Gel in Losung A aufgekocht und 5 min inkubiert.
Nichtgebundener Farbstoff wird durch anschlieBendes mehrmaliges Aufkochen in
Losung D entfernt. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei etwa 50 ng des

betreffenden Proteins. >

Losung A 25 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essigsaure (technisch)
0.05 % (w/v) Coomassie Blau

Losung D 10 % (v/v) Essigsdure (technisch)

6.5 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Belegung von TCP-Harz

Zu trockenem TCP-Harz (maximale Belegungsdichte 0.9 mmol/g, 1.0 g) werden
N-terminal geschiitzte Aminosdure (1.2 bis 1.5 mmol), trockenes CH,Cl, (8§ mL) und
DIPEA (3 mmol) hinzugefiigt. Zum cappen von nicht umgesetzten Trityl-Gruppen
werden nach 1 h Schiitteln DIPEA (0.5 mL, 3 mmol) und Methanol (3 mL) zugesetzt
und weitere 15 min geschiittelt. Das Harz wird {iber eine Fritte abgesaugt und mit
CH,CIl, (3 x 8 mL, je 3 min), N-Methyl Pyrrolidon (3 x 8 mL, je 3 min), und nochmals
mit CH,Cl, (3 x 8 mL, je 3 min) gewaschen. Beim letzten Waschschritt gibt man

sukzessive kleinere Mengen Methanol zu und wischt abschlieBend mit reinem
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Methanol (2 x 8 mL, je 3 min). Nach Trocknen des Harzes liber Nacht im Hoch-

vakuum wird die Belegungsdichte nach folgender Formel bestimmt:

MGes — MHarz
(MXXx - MHCI) * MGes

c[mol/ g]=

My, Masse des eingesetzten Harzes [g]

Mges Gesamtmasse des Polymers nach Ankupplung [g]
Mx,x Molmasse der Fmoc-Aminosédure [g/mol]

Myci Molmasse HCI [36.46 g/mol]

Der Fehler, der dabei durch die unterschiedlichen Massen von Cl- und MeO-

entsteht, ist vernachléssigbar.
AAV 2: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe:

Das Harz (1 g) wird fiir 5 min mit DMF (1 x 10 mL) gequollen. Die Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt mit 20 %-iger Piperidin/DMF Losung (2 x 10 mL)

zuerst 5 min danach 15 min.

AAV 3: Festphasensynthese linearer Peptide mit Fmoc/tert-Butyl-Schutz-

gruppenstrategie

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der harzgebundenen Aminosdure und
die Kupplung einer weiteren N-Fmoc-geschiitzten Aminosdure erfolgt nach folgendem

FlieBschema:
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Tabelle 6-3 FlieBschema zur Peptidsynthese.

Schritt Operation Reagenzien Zeit/min
1 Waschen DMF I1x3

2 Entschiitzen 20 % Piperidin in DMF Ix5

3 Entschiitzen 20 % Piperidin in DMF 1x15

4 Waschen DMF 5x1

5 Kuppeln Fmoc-AS / TBTU/HOBT 1 x 40-60
6 Waschen DMF 5x1

AAV 4: Abspaltung seitenkettengeschitzter Verbindungen vom TCP-Harz

Nach Waschen des Harzes (0.25 g) mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) erfolgt die
Abspaltung durch:

a) CH,CI;:HOAC:TFE (3:1:1) 1 x 60 min, 1 x 30 min und 2 x 10 min oder
b) 20 % HFIP in CH,Cl, 5 x 20 min.

Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum eingeengt und der Riickstand bei (a)
zweimal mit Toluol koevaporiert. AbschlieBend lyophilisiert man aus einem

tertButanol/Wasser-Gemisch.
AAYV 5: Abspaltung vollstandig entschitzter Verbindungen vom TCP-Harz

a) Das Harz (0.25 g) wird mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) gewaschen und mit
einem 47.5:47.5:5-Gemisch aus CH,Cl,, TFA und TIPS (2 mL) fiir 1.5 h versetzt.
AnschlieBend wird mit einem 1:1 Gemisch CH,Cl,:TFA gewaschen (1 x 30 min, 1 x
10 min), die vereinigten Filtrate im Vakuum eingeengt und der Riickstand aus

tertButanol/Wasser lyophilisiert.
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b) Das Harz (0.25 g) wird zundchst mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) gewaschen.
Vor der Zugabe der Abspaltlosung werden ca. 250 uL TIPS in wenig CH,Cl, zu dem
Harz hinzugefiigt. Anschlieend erfolgt die Abspaltung vom Harz mit einem Gemisch
aus 95 % TFA und 5 % Wasser (3 x 2 mL, je 5 min). Wird das Harz nicht entfarbt, so
wird zusitzlich TIPS zur Abspaltlosung gegeben. Die vereinigten Filtrate werden noch
3 h unter gelegentlichem Schiitteln stehen gelassen. AnschlieBend wird das Losungs-
mittel im Hochvakuum bei 35 °C abdestilliert. Der Riickstand wird aus Wasser/tert-

Butanol lyophilisiert.
AAYV 6: Kupplung in Lésung mit PyBOP/HOBT und 2,4,6 Collidin

Die Verbindung mit freiem C-Terminus wird mit dem Amin (1.1 Aq.), PyBOP
(1.1 Aq.), 1.1 Aq. HOBT und 2,4,6 Collidin (30 Aq.) in tr. DMF 24 h geriihrt.

Anschlieflend wird das Losemittel im Hochvakuum entfernt.
AVV 7: BrCN-Spaltung der Hisg-tag-Proteine

Das zu spaltende Protein wird in 88 %iger Ameisensdure gelost und mit
100 Aquivalenten an Bromcyan (BrCN) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 5 h
unter Lichtausschluss bei RT geriihrt. AnschlieBend werden 40 mL H,044 zugegeben
und das Losemittel am N,-Rotationsverdampfer entfernt. Dieser Schritt wird dreimal
wiederholt. Der Riickstand wird in wenig H,O44 aufgenommen, gegen H,Og4q4 dialysiert

und lyophilisiert.
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6.6 Synthese der Doxorubicin-Wirkstofftragerkonjugate

6.6.1 Bromcyano-Spaltungen

Synthese von [EMM]; E3

GRDPSS(VPGVGVPGKGVPGVGVPGVGVPGEGVPGVG),

NH-
E3

COOH

100 mg von Hise-[EMM], E1 (4.7:10° mmol) werden nach AVV7 umgesetzt.
Man erhilt E3 als weillen Feststoff.

18426.5 g/mol (berechnet mit Hilfe von ')
Ausbeute: 78.8 mg (4.3:10° mmol, 91 %)

'H-NMR: (300 MHz, D,0): & in ppm = 8.44-7.85 (NH), 4.40 (Pro-aCH, Val,-aCH,
Lys-aCH, Glu-aCH), 4.11 (Val;-aCH), 3.92 (Gly-aCH,), 3.83-3.64 (Pro-0CH,), 2.92
(Lys-eCH,), 2.28 (Pro-BCH,, Glu-yCH,), 2.24-1.89 (Val, ,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,,
Glu-BCH,, lle-BCH,), 1.64 (Ile-yCH,, Lys-6CH,), 1.38 (Lys-yCH,), 0.88 (Val, ,-yCHs,
[le-yCHj;, 1le-0CH3).

(300 MHz, DMF-d;): 6 in ppm = 8.39-7.75 (NH), 4.43-4.21 (Pro-aCH, Val,,-0CH,
Lys-aCH, Glu-aCH), 3.86 (Gly-aCH,), 2.26-1.83 (Pro-BCH,, Glu-yCH,, Val, ,-BCH,
Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,, lle-BCH,), 1.65 (lle-yCH,, Lys-0CH,), 1.41 (Lys-
yCH;), 1.04-0.88 (Val,,-yCH;, lle-yCH;, 1le-0CHj;). Pro-6CH, und Lys-eCH, durch

Losemittelsignale tiberdeckt.

(300 MHz, DMSO-dg / TMS): 6 in ppm = 8.41-7.54 (NH), 4.35-4.05 (Pro-aCH, Val;-
aCH, Lys-aCH, Glu-aCH, Val,-aCH), 3.73 (Gly-aCH,), 3.58 (Pro-6CH,), 2.72 (Lys-
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SCHz), 2.21-1.73 (Vall’z-BCH, PI'O-B,’YCHQ, LYS-BCHz, Glu-B,’YCHz, HG-BCHQ), 1.61-
1.51 (le-<yCH,, Lys-8CH,), 1.25 (Lys-yCH,), 0.83 (Val, ,-yCHs, lle-yCHj, Ile-0CHs).

MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 18457 (M + H"), 9248 (M + 2H"/2).
Synthese von Cys-[EMM]; E4
NH,

E4

COOH

100 mg von Hise-Cys-[EMM]; E2 (4.7:10° mmol) werden nach AVV7

umgesetzt. Man erhilt E4 als weillen Feststoff.
18442.6 g/mol (berechnet mit Hilfe von 1521y
Ausbeute: 76.3 mg (4.1:10” mmol, 90 %)

MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 18462.3 (M + H"), 9231.1 (M + H'/2).

6.6.2 Synthese enzymatisch abbaubarer Peptidlinker

Synthese von (2-{2-[2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl-amino)-acetylamino]-3-
phenyl-propionylamino}-4-methyl-pentanoylamino)-essigsaure  (Fmoc-NH-Gly-
Phe-Leu-Gly-OH) P1*

O; oj\u/\[rg?\u/i:n\)iw P1*

®

Mit (9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-essigsdure (Fmoc-Gly) belegtes
TCP Harz (200 mg, 0.61 mmol/g, 0.122 mmol) ergibt nach AVV3 und AVV4b und

Lyophilisieren einen weilen Feststoff.
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C34H38N4O7Z 614.69 g/mol
Ausbeute: 66.7 mg (0.109 mmol, 89 % (bezogen auf Harzbelegung))
HPLC: (10-90 % in 30 min) R, = 14.37 min

ESI-MS m/z: 615.3 (50) [M + H' ], 637.4 (100) [M + Na'], 1229.1 (26) [2M + H'],
1251.2 (96) [2M + Na'].

Synthese von N-({1-[1-(Carboxymethylcarbamoyl)-3-methyl-butyl-carbamoyl]-2-
phenyl-ethylcarbamoyl}-methyl)-Bernsteinsaure P2

HO\n/\)J\ N N P2
N N OH
H/\[r H

o) o} o}

Das an der Festphase synthetisierte Tetrapeptid P1 (100 mg, 0.61 mmol/g,
0.061 mmol) wird zuerst gemdfl AVV?2 entschiitzt und die Spritze wird flinfmal je eine
Minute mit DMF gewaschen. AnschlieBend werden zwei Aquivalente Bernsteinsiure-
anhydrid (Dihydro-2,5-furandion) (12.2 mg, 0.122 mmol) geldst in 2 mL einer 1:1
Mischung aus Pyridin und DMF, zugegeben und 5 h geschiittelt.

C23H32N4082 492.52 g/mol
HPLC: (10-90 % in 30 min) R; = 9.34 min

ESI-MS m/z: 493.3 (40) [M + H' ], 516.4 (55) [M + Na'], 985.2 (28) [2M + H'],
1007.2 (100) [2M + Na'].
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Synthese von Rhodamin-Gly-Phe-Leu-Gly-OH P3

COOH
H O
O
+ /

Mit Verbindung P1 beladenes TCP-Harz (50 mg, 0.61 mmol/g, 0.031 mmol)
wird unter Lichtausschluss gemiB AVV2 entschiitzt und anschlieBend mit 2 Aqui-
valenten Rhodamin B Isothiocyanat (RBITC) (32.7 mg, 0.061 mmol), 20 Aquivalenten
an DIPEA (108 uL, 0.62 mmol) umgesetzt. Die Abspaltung vom Harz nach AVV5Db,
HPLC-Reinigung (50-90 % in 30 min) und Lyophilisieren ergibt das TFA-Salz von 6

als dunkelroten Feststoff.

C4sHssN,0gS TFA: 893.08%114.02 g/mol

Ausbeute: 21.1 mg (0.021 mmol, 68 %)

HPLC: (10-90 % in 30 min) R, = 11.72 min und 12.36 min (Isomere-Mischung)

ESI-MS m/z: 892.5 (100) [M"].
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Synthese von Dox-Gly-Phe-Leu-Gly-OH P4

Mit Verbindung P2 beladenes TCP Harz (25 mg, 0.61 mmol/g, 0.015 mmol)
wird unter Lichtausschluss nach AVV3 mit 2 Aquivalenten an Doxorubicin-
hydrochlorid (17.4 mg, 0.03 mmol) umgesetzt. Die Abspaltung vom Harz nach
AVV5b, HPLC-Reinigung (40-90 % in 30 min) und Lyophilisieren ergibt das TFA-
Salz von P4 als rétlichen Feststoff.

C50H59N5018*TFA: 1018.03*114.02 g/mol
Ausbeute: 9.2 mg (0.0081 mmol, 54 %)
HPLC: (10-90 % in 30 min) R; = 11.46 min

ESI-MS m/z: 1018.1 (10) [M + H" ], 1040.1 (30) [M + Na'], 1056.3 (100) [M + K]
529.3 (14) [M + H"+ K")/2].
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6.6.3 Testung der Kupplungsreagenzien
Synthese von E5 mit EDC*HCI (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N"-ethyl-
carbodiimidhydrochlorid)

NH»

ES
7
¢c=o . 0 L9
HN N . N\)LOH
RORR

E3 (10 mg, 5.4*10" mmol) wird mit 1.1*8 Aquivalenten an EDC*HCI
(0.9 mg, 4.7%10” mmol) und 1.1*8 Aquivalenten an DIPEA (0.9 pL, 4.7%10° mmol)
in 500 uL H,044 eine halbe Stunde voraktiviert. AnschlieBend gibt man 1.1*8
Aquivalente an P1 (2.9 mg, 4.7%10” mmol) zu. Nach Aufreinigung iiber Dialyse in
basischen Medium (pH = 10) (MWCO: 3000 g/mol) und Lyophilisieren erhilt man E5

als weillen Feststoff.
Ausbeute: 8.5 mg

MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 18581.3 (M + H"), 9290.2 (M + 2H")/2) nur
Eduktpeaks.
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Synthese von E6 mit HATU & HOAT (O-(7-Azabenzotriazol-1yl)-N,N,N",N-

tetramethyluronium-hexafluorophosphat & 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol)

NH»

E6
7
¢c=o . 0 L9
HN N . N\)LOH
RORR

E3 (10 mg, 5.4*10™ mmol) wird mit 1.1*8 Aquivalenten an HATU (1.8 mg,
4.7%10° mmol) und HOAT (0.64 mg, 4.7¥10° mmol) und 30 Aquivalenten an
2,4,6 Collidin (2.1 pL, 0.0162 mmol) in 500 pL tr. DMF eine halbe Stunde vor-
aktiviert. AnschlieBend gibt man 1.1*8 Aquivalente an P1 (2.9 mg, 4.7*10° mmol) zu.
Nach Aufreinigung im basischen Medium iiber Dialyse (MWCO: 3000 g/mol) und

Lyophilisieren erhdlt man E6 als weillen Feststoff.
Ausbeute: 7.8 mg

MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 18469.8 (M + H"), 18857.7 ((M + GFLG) +
H"), 19220.8 (M + 2GFLG) + H"), 19555.12 (M +3GFLG) + H").
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Synthese von E7 mit PyBOP & HOBT ((Benzotriazo-1-yloxy)-tris-

(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorophosphat & 1-Hydroxy-benzotriazol)

NH»

E7
7
¢c=o . 0 L9
HN N . N\)LOH
RORR

E3 (10 mg, 5.4¥10™* mmol) wird mit 1.1*8 Aquivalenten an PyBOP (2.45 mg,
4.7%10° mmol) und HOBT (0.64 mg, 4.7%10° mmol) und 30 Aquivalenten an
2,4,6 Collidin (2.1 pL, 0.0162 mmol) in 500 pL tr. DMF eine halbe Stunde vor-
aktiviert. AnschlieBend gibt man 1.1*8 Aquivalente an P1 (2.9 mg, 4.7*10° mmol) zu.
Nach Aufreinigung im basischen Medium (pH = 10) iiber Dialyse (MWCO:
3000 g/mol) und Lyophilisieren erhilt man E7 als weillen Feststoft.

Ausbeute: 7.5 mg

MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 18469.8 (M + H"), 18841.7 (M + GFLG) +
H"), 19217.8 (M + 2GFLG) + H"), 19592.1 (M +3GFLG) + H"), 19970.1 (M
+3GFLG) + H"), 20335.2 (M +3GFLG) + H").



6 EXPERIMENTELLER TEIL 123

6.6.4 Synthese der Endverbindung Rhodamin-GFLG-[EMM]7 E8

{;

N
/

HNJL\/N\”/E:%E; 'er/\u_ﬂ_NH)T’/ / (0]
O S

ES8 k

COOH

Die Verbindung E8 wird nach AVV6 unter Lichtausschluss synthetisiert. E3 (10
mg, 5.4*10™ mmol) wird mit 1.1 *8 Aquivalent an Kupplungsreagenzien (PyBOP: 2.5
mg, 4.7%10~ mmol, HOBT: 0.63 mg, 4.7*10”* mmol) und 30 Aquivalenten an 2.4,6-
Collidin (2.1 pL, 0.0162 mmol) voraktiviert. Nach einer halben Stunde gibt man P3
(4.7 mg, 4.7%10” mmol) zu und riihrt 24 h. Die Aufreinigung erfolgt mittels Dialyse
(MWCO: 3000 g/mol) und ergibt nach Lyophilisieren aus H,O einen weinroten
Feststoff.

Ausbeute: 10.6 mg

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds / TMS): & in ppm = 8.41-7.66 (NH) 7.43-7.17
(aromat. H-Phe und aromat. H-Rhodamin), 6.63-6.44 (aromat. H-Rhodamin), 4.57-
4.07 (Phe-aCH, Leu-aCH, Pro-aCH, Val-aCH, Lys-aCH, Glu-aCH, Val,-aCH), 3.74
(Gly-aCH,), 3.60-3.50 (Pro-6CH,, (-N-(CH;);-), 2.83 (Lys-eCH;), 2.26 (Pro-BCHa,
Glu-yCH,), 2.16-1.64 (Val,,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,, lle-BCH,, lle-
vCH,, Lys-0CH,), 1.38 (Lys-yCH,), 1.30-1.05 (Leu-BCH;, Leu-yCH;, N-CH,-CHj),
0.84 (Val, ,-yCH3, Ile-yCHj, 1le-6CHj, Leu-6CHs). Phe-BCH, durch Losemittelsignale
tiberdeckt.

Beladungsfaktor: ~ 4.3 Rhodamin-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration

Beladungsfaktor: ~ 4.2 Rhodamin-Einheiten im Konjugat nach UV-Messung
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UV/VIS: Absorptionsmaximum bei A = 544 nm gemessen in Methanol bei 20 °C

6.6.5 Synthese der Endverbindung Dox-GFLG-[EMM]7 E9

E9

COOH

Die Verbindung E9 wird nach AVV6 unter Lichtausschluss synthetisiert. E3
(10 mg, 5.4¥*10* mmol) wird mit 1.1 *8 Aquivalenten an Kupplungsreagenzien
(PyBOP: 2.5 mg, 4.7¥10° mmol, HOBT: 0.63 mg, 4.7¥10* mmol) und 30
Aquivalenten 2,4,6-Collidin (2.1 pl, 0.0162 mmol) voraktiviert. Nach einer halben
Stunde gibt man 1.1 *8 Aquivalente an P4 (5.3 mg, 4.7*10~ mmol) zu und riihrt 24 h.
Die Aufreinigung erfolgt mittels Dialyse (MWCO: 3000 g/mol) und ergibt nach

Lyophilisieren aus H,O/fert-Butanol einen leuchtend roten Feststoft.
Ausbeute: 9.8 mg

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d¢ / TMS): & in ppm = 8.41-7.66 (NH, aromat. H-Dox),
7.38-7.11 ( aromat. H-Phe), 4.41-3.95 (Phe-aCH, Leu-aCH, Pro-aCH, Val,-aCH, Lys-
aCH, Glu-aCH, Val,-aCH, H-Dox), 3.74 (Gly-aCH,), 3.57 (Pro-0CH,), 2.73 (Lys-
eCHy), 2.28-2.21 (Pro-BCH,, Glu-yCH,, -HNCO-(CH,),-CONH-) 2.14-1.69 (Val,,-
BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,, lle-BCH,, Ile-yCH,, Lys-6CH,), 1.26-1.15
(Leu-BCH,, Leu-yCH;5, CH3-Dox), 0.85 (Val, ,-yCHs;, Ile-yCHj, 1le-6CHj3, Leu-0CHs).
Phe-BCH, und weitere Signale des Doxorubicins wurden durch Lodsemittelsignale

uberdeckt.
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Beladungsfaktor: ~ 4.9 Doxorubicin-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration
Beladungsfaktor: ~ 4.8 Doxorubicin-Einheiten im Konjugat nach UV-Messungen

UV/VIS: Absorptionsmaximum bei A =495 nm gemessen in Methanol bei 20 °C

6.7 Synthese der biologisch aktiven Hydrogele

6.7.1 Synthese der 1-1 Konjugate mit Cys—-[EMM]; (E4)

Reduktion und Fallung von oxidiertem E4 mit 1,4-Dithiothreit (DTT)

E4 (16 mg, 8.7*10™ mmol) werden in 10 mL Puffer B (pH 11, 100 mM Na,COs,
I M NaCl, 200 mM DTT) gelost und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Um {iber-
schiissiges DTT zu entfernen, wird das reduzierte Cys-Elastin durch eine Erhéhung der
Salzkonzentration auf 3 M NaCl (Zugabe von 1.17 g (0.02 mol) NaCl) gefillt. Man
lasst bei 40 °C 15 min inkubieren und zentrifugiert dann ab (9000 rpm, 10 min, 35 °C),

dieser Schritt wird dreimal wiederholt.

Ausbeute: 14 mg

Der Ellman-Assay

Der Ellman-Assay wird zur Detektion und Quantifizierung freier Thiolgruppen
durchgefiihrt. Hierzu werden Proteinlosungen geeigneter Konzentration in Puffer A
(pH 6.8, 100 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) hergestellt. Je 1 mL Probe-
16sung wird in einer Messkiivette (Schichtdicke d = 1 cm) mit 50 uL. 3 mM DTNB
Losung (ebenfalls in Puffer A) versetzt. Die Absorptionsspektren werden im Bereich
von 350 nm bis 500 nm aufgenommen und die Maxima bei 412 nm bestimmt. Die
Konzentration reduziert vorliegender Thiol-Gruppen kann nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz bestimmt werden (Absorptionskoeffizient von NTB: €415, = 13600

M em™).
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Synthese von P5
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Das an der Festphase synthetisierte Hexapeptid P6 (236 mg, 0.72 mmol/g,
0.17 mmol) wird zuerst geméal AVV2 entschiitzt und die Spritze wird fiinfmal je eine
Minute mit DMF gewaschen. Anschlielend werden 33.3 mg an Maleinsdureanhydrid
(0.34 mmol, 2 Aq.) in 1.75 mL DMF geldst. Nach Zugabe von 154 pL (0.88 mmol,
5.2 Aq.) DIPEA wird die Losung in das Schiittelgefd gegeben. Man ldsst 40 min
schiitteln und wischt anschlieend mit DMF.

C54H76N1001681 1153.5 g/ﬂlOl
Ausbeute: 135.1 mg (0.116 mmol, 68 %)

MS (ESI) m/z (%): 1153.5 (100) [m + H'], 1175.5 (29) [m + Na'].



6 EXPERIMENTELLER TEIL 127

Kupplung von P5 mit reduziertem Cys-[EMM],
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Reduziertes E4 (14 mg, 7.6*10” mmol) wird in 10 mL Puffer A (pH 6.8,
100 mM NaH,PO,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) aufgenommen. Man gibt 8.8 mg
(7.6*%10” mmol, 10 Aq.) von P5 geldst in 5 mL Puffer A zu und lisst iiber Nacht bei
Raumtemperatur riihren. Die Aufreinigung erfolgt mittels Dialyse (MWCO:
3000 g/mol) und ergibt nach Lyophilisieren aus H,O einen weillen Feststoff.

Ausbeute: 12 mg

MALDI-TOF-MS (6000-26000) m/z : 18462.8 (M — P5+ H'), 19501.3 (M + H"),
9750.5 (M + 2H")/2).
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6.7.2 Schiitzungen von [EMM]7 (E3)

Fmoc-Schiitzung der freien Amine von E3 (Fmoc-[EMM],, E11)M!

e

&)

E1l

~

COOH

E3 (30 mg, 1.6*10~ mmol) wird in 7.5 mL einer 10 %igen Na,COs-Losung (pH
= 9) unter Eiskiihlung vorgelegt. AnschlieBend wird in 1.5 mL Dioxan geldstes
9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (Fmoc-Cl) (5 x 8 Aq., 16.6 mg, 6.4*10 mmol)
tropfenweise zugegeben und die Mischung wird bei RT 24 h geriihrt. Die Auf-
reinigung erfolgt mittels Dialyse (MWCO: 3000 g/mol) und ergibt nach Lyophilisieren

aus H,O/tert-Butanol einen weillen Feststoff.
Ausbeute: 25 mg (1.3*10 mmol (Beladungsfaktor 5.3), 81 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d¢ / TMS): & in ppm = 8.41-7.60 (NH, aromat. H-
Fmoc), 7.45-7.21 (aromat. H-Fmoc), 4.45-4.05 (Pro-aCH, Val-aCH, Lys-aCH, Glu-
aCH, Val,-aCH, H-Fmoc), 3.74 (Gly-aCH,), 3.57 (Pro-0CH,), 2.93 (Lys-¢CH,), 2.28-
2.21 (Pro-BCH,, Glu-yCH,) 2.14-1.69 (Val, ,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,,
Ile-BCH,, lle-yCH,, Lys-0CH,), 1.24 (Lys-yCH>), 0.83 (Val,,-yCH;, lle-yCH;, lle-
O0CH,).

Beladungsfaktor: ~ 5.2 Fmoc-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration
Beladungsfaktor: ~ 5.4 Fmoc-Einheiten im Konjugat nach UV-Messungen

UV/VIS: Absorptionsmaxima bei A = 289 und 298 nm gemessen bei 20 °C in DMF
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Boc-Schiitzung der freien Amine E3 (Boc-[EMM];, E12) %
HNJ\O~|—

E12

~

COCH

E3 (30 mg, 1.6¥10° mmol) wird in einer Losung aus 50 % Dioxan, 25 %
1 M NaOH und 25 % H,0 mL unter Eiskiihlung vorgelegt. Anschlieend werden 5 x 8
Aquivalente an Di-fert-butyl-dicarbonat (Boc,0) (5 x 8 Aq., 14.0 mg, 6.4*10 mmol)
zugegeben und die Mischung wird 24 h bei RT geriihrt. Die Aufreinigung erfolgt
mittels Gelfiltrationschromatographie und ergibt nach Lyophilisieren aus H,O/fert-

Butanol einen weillen Feststoff.

Ausbeute: 26 mg (1.4*10” mmol, 88 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d¢ / TMS): 6 in ppm = 8.41-7.60 (NH), 4.45-4.05 (Pro-
aCH, Val-aCH, Lys-aCH, Glu-aCH, Val,-aCH), 3.74 (Gly-aCH,), 3.57 (Pro-6CH,),
2.93 (Lys-eCH,), 2.28-2.21 (Pro-BCH,, Glu-yCH;) 2.14-1.69 (Val, ,-BCH, Pro-yCH,,
Lys-BCH,, Glu-BCH,, lle-BCH,, lle-yCH,, Lys-6CH,), 1.33 (C-(CH;)3), 1.24 (Lys-
’YCHz), 0.83 (Vall,z-’YCH% Ile-yCH3, HC-SCH3)

Beladungsfaktor: ~ 5.9 Boc-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration
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6.7.3 Synthese der linearen RGDs

Synthese des linearen RGDs P6 (OH-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Gly-Arg(Pbf)-Gly-
Phe-NH,)
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Mit 3-tert-Butoxy-2-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-Propionsdure
(Fmoc-Ser(tBu)) belegtes TCP Harz (200 mg, 0.59 mmol/g, 0.118 mmol) ergibt nach
AVV3 und AVV4b und Lyophilisieren einen weillen Feststoff.

C47H71N9013SZ 1002.2 g/mol
Ausbeute: 88.7 mg (8.9*10 mmol, 75 % bezogen auf Harzbelegung)

ESI-MS m/z: 1002.5 (100) [M + H'], 1024.4 (10) [M + Na'], 502.0 (50) [(2M +
2H"/2], 521.0 (27) [CM + H" + K")/2].

HPLC: (10-90 % in 30 min) R;=11.81 min
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Synthese des linearen RGDs P7 (OH-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Gly-Arg(Pbf)-Gly-Phe-
Ahx-NH,)
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Mit 3-tert-Butoxy-2-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-Propionsiure

(Fmoc-Ser(tBu)) belegtes TCP Harz (200 mg, 0.59 mmol/g, 0.118 mmol) ergibt nach
AVV3 und AVV4b und Lyophilisieren einen weillen Feststoff.

C53H82N10014SI 1115.3 g/ﬂlOl
Ausbeute: 93.4 mg (8.3*10 mmol, 71 % bezogen auf Harzbelegung)
ESI-MS m/z: 1115.8 (83) [M + H'], 1137.6 (18) [M + Na'].

HPLC: (10-90 % in 30 min) R, = 10.56 min
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6.7.4 Synthese der bioaktiven [EMM]7-Konjugate

Synthese von E13
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Zur Umsetzung von 22 mg an Fmoc-[EMM]; (E10) (1.1%107 mmol) wird mit
1.1*8 Aquivalenten an Kupplungsreagenzien (PyBOP: 5.0 mg, 8.8*10° mmol, HOBT:
1.2 mg, 8.8*10* mmol) und 30 Aquivalenten 2,4,6 Collidin (4.4 uL, 0.033 mmol)
voraktiviert in 500 pL tr. DMF. Nach einer halben Stunde gibt man P6 (19.4 mg,
0.019 mmol) zu und riihrt 24h. Die Aufreinigung erfolgt mittels Dialyse (MWCO:
3000 g/mol) und ergibt nach Lyophilisieren aus H,O/fert-Butanol einen weillen

Feststoft.
Ausbeute: 20 mg (8.1*10™ mmol (Beladungsfaktor 5.0), 74 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds / TMS): & in ppm = 8.41-7.60 (NH, aromat. H-
Fmoc), 7.45-7.18 (aromat. H-Fmoc und aromat. H-Phe), 4.45-4.05 (Asp-a.H, Phe-aH,
Pro-aCH, Arg-aCH, Ser-aCH, Val;-aCH, Lys-aCH, Glu-aCH, Val,-aCH, H-Fmoc),
3.74 (Gly-aCH,, Ser-BCH,, H-Pbf), 3.59 (Pro-0CH,), 3.15-2.90 (Phe-BCH,, H-Pbf),
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2.85-2.65 (Lys-¢CH,, Arg-6CH,, Asp-BCH,), 2.28-2.21 (Pro-BCH,, Glu-yCH,) 2.14-
1.69 (H-Pbf, Arg-BCH,, Val,,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,, Ile-BCH,, lle-
yCH,, Lys-86CH,), 1.51-1.20 (H-Pbf, H-Boc, Arg-yCH,, Lys-yCH,), 1.11-1.04 (H-'Bu),
0.83 (Val, ,-yCH;, lle-yCHj, lle-6CH).

Beladungsfaktor: ~ 5.0 P6-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration

e

O

Synthese von E14
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Die Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen von Verbindung E13 (20 mg,
8.1*¥10* mmol) erfolgt in 10 mL einer Mischung aus 95 % TFA, 2.5 % TIPS und 2.5
% H,0. Das gewonnene Produkt wird anschliefend dialysiert (gegen H,O44) und

lyophilisiert und gleich weiter umgesetzt zur nachfolgenden Verbindung.
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Synthese von E15

NH,
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Die Abspaltung der basenlabilen Schutzgruppe Fmoc von Verbindung E14
(18 mg, 7.9¥10™ mmol) erfolgt in 10 mL einer Mischung aus 20 % DIEA in DMF.
Das gewonnene Produkt wird anschlieend dialysiert (gegen H,O44) und lyophilisiert.

Ausbeute: 11 mg (5.1*¥10™ mmol (Beladungsfaktor 5.0), 64 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d¢s / TMS): & in ppm = 8.41-7.60 (NH), 7.45-7.18
(aromat. H-Phe), 4.45-4.05 (Asp-aH, Phe-aH, Pro-aCH, Arg-aCH, Ser-aCH, Val;-
aCH, Lys-aCH, Glu-aCH, Val,-aCH), 3.74 (Gly-aCH,, Ser-BCH,), 3.59 (Pro-6CH,),
3.15-2.90 (Phe-BCH,), 2.85-2.65 (Lys-eCH,, Arg-6CH,, Asp-BCH,), 2.28-2.21 (Pro-
BCH,, Glu-yCH,) 2.14-1.69 (Arg-BCH,, Val, ,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,,
Ile-BCH,, lle-yCH,, Lys-6CHy;), 1.51-1.20 (Arg-yCH,, Lys-yCH,), 0.83 (Val, ,-yCHj,
[le-yCHs;, lle-0CH3).

Beladungsfaktor: ~ 5.0 P6-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration
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Synthese von E16 in Losung
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Die Umsetzung von 15 mg E12 (Boc-[EMM];) (1.1*¥10° mmol) erfolgt mit
1.1*8 Aquivalenten an Kupplungsreagenzien (PyBOP: 5.0 mg, 8.8%10 mmol, HOBT:
1.2 mg, 8.8%10* mmol) und 30 Aquivalenten 2,4,6-Collidin (4.4 pL, 0.033 mmol) in
500 pL tr. DMF. Nach einer halben Stunde gibt man P7 (21.6 mg, 0.019 mmol) zu und
rihrt 24h. Die Aufreinigung erfolgt mittels Dialyse (MWCO: 3000 g/mol) und ergibt
nach Lyophilisieren aus H,O/fert-Butanol einen weilen Feststoff, der sofort weiter

umgesetzt wird.
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Synthese von E17
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Die Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen von Verbindung E16 (18 mg,
8.5*10* mmol) erfolgt in 10 mL einer Mischung aus 95 % TFA, 2.5 % TIPS und
2.5 % H,0. Das gewonnene Produkt wird anschlieend dialysiert (gegen H,O44) und

lyophilisiert und man erhélt einen weillen Feststoft.
Ausbeute: 14 mg (6.8*10™* mmol, 80 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d¢s / TMS): & in ppm = 8.41-7.60 (NH), 7.35-7.18
(aromat. H-Phe), 4.45-4.05 (Asp-a.H, Phe-aH, Pro-aCH, Arg-aCH, Ser-aCH, Val;-
aCH, Lys-aCH, Glu-aCH, Val,-aCH), 3.74 (Gly-aCH,, Ser-BCH,, Ahx-aCH,), 3.59
(Pro-6CH;), 3.15-2.90 (Phe-BCH,), 2.85-2.65 (Lys-¢CH,, Arg-0CH,, Asp-BCH,),
2.30-1.71 (Pro-BCH,, Glu-yCH,, Arg-BCH,, Val,,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-
BCH,, lle-BCH,, lle-yCH,, Lys-6CH,), 1.41-1.20 (Ahx-B,y,0CH,, Arg-yCH,, Lys-
vCH,), 0.83 (Val, ,-yCH;, lle-yCHj, 1le-0CH3).

Beladungsfaktor: ~ 2.0 P7-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration
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Synthese von Boc-(ELP),-FGRGDS geschutzt in Losung E18
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Die Umsetzung von 15 mg E12 (Boc-[EMM],) (1.1*10°mmol) erfolgt mit
1.1*8 Aquivalenten an Kupplungsreagenzien (PyBOP: 5.0 mg, 8.8%10” mmol, HOBT:
1.2 mg, 8.8*10™ mmol) und 30 Aquivalenten 2,4,6-Collidin (4.4 pL, 0.033 mmol) in
500 pL tr. DMF. Nach einer halben Stunde gibt man 3 Aq. an P7 (29.4 mg, 0.026
mmol) zu und riithrt 24h. Die Aufreinigung erfolgt mittels Dialyse (MWCO: 3000
g/mol) und ergibt nach Lyophilisieren aus H,O/tert-Butanol einen weillen Feststoff,

der gleich weiter umgesetzt wird.
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Synthese von (ELP);-FGRGDS entschitzt in Lésung E19
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Die Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen von Verbindung E18 (13 mg,
5.4*10™* mmol) erfolgt in 10 mL einer Mischung aus 95 % TFA, 2.5 % TIPS und
2.5 % H,0. Das gewonnene Produkt wird anschlieBend dialysiert (gegen H,Og44) und

lyophilisiert. Man erhilt einen weillen Feststoff.
Ausbeute: 10 mg (4.3*10™ mmol, 80 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-dq / TMS): & in ppm = 10.51 (COOH), 8.41-7.60 (NH),
7.35-7.23 (aromat. H-Phe), 4.45-4.05 (Asp-aH, Phe-aH, Pro-aCH, Arg-aCH, Ser-
aCH, Val, ,-aCH, Lys-aCH, Glu-aCH), 3.74 (Gly-aCH,, Ser-BCH>), 3.59 (Pro-6CH,),
3.15-2.90 (Phe-BCH,), 2.85-2.65 (Lys-eCH,, Arg-6CH,, Asp-BCH,), 2.30-1.71 (Pro-
BCH,, Glu-yCH,, Arg-BCH,, Val,,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,, lle-BCH,,
Ile-yCH,, Lys-8CH,), 1.42-1.21 (Arg-yCH,, Lys-yCH,), 0.83 (Val, ,-yCH;, lle-yCHs,
[le-6CHs3).

Beladungsfaktor: ~ 5.0 P7-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration



6 EXPERIMENTELLER TEIL 139

Synthese von E20 in Losung
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Die Umsetzung von 15 mg E12 (Boc-[EMM];) (1.1*¥10° mmol) erfolgt mit
1.1*8 Aquivalenten an Kupplungsreagenzien (PyBOP: 5.0 mg, 8.8%10 mmol, HOBT:
1.2 mg, 8.8%10 mmol) und 30 Aquivalenten 2,4,6-Collidin (4.4 pL, 0.033 mmol) in
500 pL tr. DMF. Nach einer halben Stunde gibt man P8 (19.5 mg, 0.019 mmol) zu und
rihrt 24h. Die Aufreinigung erfolgt mittels Dialyse (MWCO: 3000 g/mol) und ergibt
nach Lyophilisieren aus H,O/tert-Butanol einen weillen Feststoff, der gleich weiter

umgesetzt wird.
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Synthese von E21 in Ldsung
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Die Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen von Verbindung E20 (14 mg,
6.6%10* mmol) erfolgt in 10 mL einer Mischung aus 95 % TFA, 2.5 %TIPS und
2.5 % H,0. Das gewonnene Produkt wird anschlieend dialysiert (gegen H,O44) und

lyophilisiert. Man erhilt einen weillen Feststoft.
Ausbeute: 11 mg (5.4*10™ mmol, 82 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds / TMS): & in ppm = 8.41-7.55 (NH), 7.3-7.15
(aromat. H-Phe), 4.45-4.05 (Asp-af, Phe-at, Pro-aCH, Arg-aCH, Val,,-aCH, Lys-
aCH, Glu-aCH), 3.78-3.69 (Gly-aCH,, Ahx-aCH,), 3.60 (Pro-6CH,), 3.15-2.90 (Phe-
BCH,), 2.85-2.65 (Lys-eCH,, Asp-BCH>), 2.30-1.71 (Pro-BCH,, Glu-yCH,, Arg-BCH,,
Val, ,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-BCH,, Ile-BCH,, Ile-yCH,, Lys-6CH,), 1.42-
1.21 (Arg-yCH,, Lys-yCH,, Ahx-B,y,0CH,), 0.84 (Val,,-yCH;, lle-yCH;, 1le-6CHs)
Arg-6CH, Signale wurden durch Losemittelsignale iiberdeckt.

Beladungsfaktor: ~ 2.0 P8-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration
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Synthese von Boc-(ELP);-Ahx-FGRGDS an der festen Phase E22
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Mit Verbindung P7 niedrig beladenes TCP Harz (25 mg, 0.3 mmol/g,
7.5%10” mmol) wird mit 0.25 Aquivalenten E12 (35.7 mg, 1.9%10” mmol) und 2
Aquivalenten an Kupplungsreagenzien (PyBOP: 7.8 mg, 15*10° mmol, HOBT:
2.0 mg, 15*10° mmol) umgesetzt. Nach der Abspaltung vom Harz nach AVV5b
erfolgt die Aufreinigung mittels Dialyse (MWCO: 3000g/mol) und man erhélt einen

weillen Feststoff.
Ausbeute: 8 mg (3.5%10™ mmol, 5 %)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d¢s / TMS): & in ppm = 8.41-7.60 (NH), 7.35-7.18
(aromat. H-Phe), 4.45-4.05 (Asp-aH, Phe-aH, Pro-aCH, Arg-aCH, Ser-aCH, Val;-
aCH, Lys-aCH, Glu-aCH, Val,-aCH), 3.74 (Gly-aCH,, Ser-BCH,, Ahx-aCH,), 3.59
(Pro-6CH,), 3.15-2.90 (Phe-BCH,), 2.85-2.65 (Lys-eCH,, Arg-0CH,, Asp-BCH,),
2.30-1.71 (Pro-BCH,, Glu-yCH,, Arg-BCH,, Val,,-BCH, Pro-yCH,, Lys-BCH,, Glu-
BCH,, lle-BCH,, lle-yCH,, Lys-6CH,), 1.41-1.20 (Ahx-B,y,0CH,, Arg-yCH,, Lys-
vCH,), 0.83 (Val, ,-yCHs;, lle-yCH;, lle-0CH).

Beladungsfaktor: ~ 4.0 P7-Einheiten im Konjugat nach NMR-Integration
6.7.5 Vernetzungen der bioaktiven [EMM]7-Proteinen zu Hydrogelen

Die zu vernetzende Probe an Elastin (5 mg, 2.7%10” mmol) wird jeweils in
40 uL DMF gelost und zu gelostem BS; (4 Aq., 1.2 mg, 2.2*10° mmol) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird gevortext und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dabei bildet
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sich ein grau-weiles, stabiles Hydrogel. Zum Entfernen des nicht reagierten
Vernetzers und der Abspaltprodukte wird zur Reaktionsmischung 1 mL H,Oy4
gegeben und 10 min bei RT inkubiert. Nach Abkiihlen auf Eis wird die liberschiissige
Fliissigkeit entfernt und der Vorgang zwei weitere Male wiederholt. Das Hydrogel
wird in 1mL H,044 bei 4 °C gelagert. Zur Konservierung iiber mehrere Wochen kann

dem Wasser etwas Natriumazid (0.1 % (v/v)) zugesetzt werden.

Liste der vernetzten Verbindungen:

E3 V1
E15 V4
E22 V5
E21 V6
E19 V7
El7 V8

6.8 Zelladhdsionstests mit MC3T3-E1-Mausosteoblasten

Um eine unspezifische Zellbindung zu verhindern, werden die Plattchen mit 5 %
(w/v) BSA in PBS 90 min bei 37 °C geblockt. Die Zellen werden mit sterilem PBS
gewaschen, mit Trypsin / EDTA abgelost und anschlieBend 10 min bei 200 x g, 20 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen werden in Kulturmedium
resuspendiert. Zur Feststellung der Zellzahl wird ein Aliquot Zellsuspension
entnommen und mit Trypanblau (0.5 %) versetzt und in einer Neubauerkammer
ausgezdhlt. Die Zellzahl wird nach erneuter Zentrifugation mit Zelllanhaftungspuffer
(1 % (w/v) BSA im Kulturmedium der jeweiligen Zellen, ohne FCS) auf 5*10°
Zellen / mL eingestellt. Die geblockten Plattchen werden noch einmal gewaschen und
anschlieBend werden 5*10° Zellen pro Vertiefung vorsichtig ein pipettiert. Nach einer
Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C, 5 % CO,, wird vorsichtig mit PBS pH 7.4
gewaschen und 250 pL Substratlosung (7.5 mM p-Nitrophenol-N-acetyl-B-D-
glucosamin, 0.05 % (v/v) TWEEN-20 in 0.1 M CP-Puffer pH 5.0) und 250 pL PBS
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pH 7.4 hinzu pipettiert. Anschlieend wird fiir 2 h bei 37 °C inkubiert und danach die
Umsetzung durch die Zugabe von 100 uL 5 mM EDTA in 0.2 M NaOH gestoppt. Zur
Messung der Farbintensitit werden 100 pL in eine 96-wel/-Platte transferiert und bei
405 nm im ELISA-Reader vermessen. Als Nullwert dienen unbeschichtete Ver-

tiefungen.

Parallel wird zur Ermittlung der direkten Zellzahl eine Kalibrierkurve erstellt.
Aus der Zellsuspension wird eine Verdiinnungsreihe erstellt und ebenfalls 1 h bei

37 °C inkubiert, mit Substratlosung versetzt und weitere 2 h bei 37 °C inkubiert.
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7 Anhang

7.1 Versuchsdaten

Abbildung 4-51: Blank (-2.62 + 1.70), V1 (-4.52 + 10.94), V2 (-6.90 + 1.89), V3 (-
6.90 + 4.53), V4 (78.25 + 8.79).

Abbildung 4-52: Blank (-1.37 + 4.51), V1 (-11.49 + 1.31), V5 (43.70 + 0.99), V6
(55.98 + 5.47), V7 (29.53 + 13.29), V8 (24.83 £ 5.52).
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7.2 Zusammenstellung der untersuchten Peptide
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7.3 Zusammenstellung der untersuchten Elastine

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRDPSS-
[VPGVG-VPGKG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG],

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRDPCS-
[VPGVG-VPGKG-VPGVG-VPGVG-VPGEG-VPGIG],

GRDPSS(VPGVGVPGKGVPGVGVPGVGVPGEGVPGVG); E3
NH»
E3

COOCH

GRDPCS(VPGVGVPGKGVPGVGVPGVGVPGEGVPGVG); E4

NH»

E4

~

O E11 E12

COOH COOH
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7.4 Zusammenstellung der untersuchten Hydrogele

V1 = vernetztes E3
V4 = vernetztes E15
V5 = vernetztes E22
V6 = vernetztes E21
V7 = vernetztes E19
V8 = vernetztes E17
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