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Peptid-dekorierte Dendrimere (PDDs) bilden eine Klasse kugelfor-
miger, reguliirer, verzweigter Polymere, die an ihren Oberflichen ko-
valent durch Peptide modifiziert sind. PDDs sind als Proteinmimeti-
ka, neuartige Biomaterialien sowie fiir ein breites Spektrum biome-
dizinischer Anwendungen zum Einsatz gekommen. Seit ihrer Kon-
zeption und Entwicklung in den spdten 1980er Jahren ist Poly-L-lysin
die bevorzugte Kernstruktur fiir PD Ds. Jiingst haben zahlreiche In-
novationen in der Polymer- und Ligationschemie das Feld neu belebt.
Dies hat dazu gefiihrt, dass heute wohldefinierte Dendrimere mit
vielfiltigeren Strukturen und Funktionen vorliegen. Dieser Kurzauf-
satz beleuchtet die Entwicklung von PDDs als Produkte einer signi-
fikant verbesserten Ligationschemie unter Einbeziehung strukturell
wohldefinierter Peptide sowie erste Anwendungen von PDDs in den

funktionelle Oberflichengruppen mit
Dendrimergeriisten konjugiert wor-

Bereichen Bildgebung und Wirkstoffentwicklung.

1. Einleitung

Dendrimere sind als polymere Makromolekiile mit einem
geschichteten Aufbau definiert, der eine Plattform zur che-
mischen Oberflichenmodifikation bietet.! Eine typische
dendritische Struktur besteht aus drei Komponenten: dem
Kern, den kovalent mit diesem verkniipften Verzweigungen
und den funktionellen Gruppen an der Oberflache, die
mafgeblich die physikalischen und chemischen Eigenschaf-
ten des Dendrimers bestimmen. Als Folge der stark ver-
zweigten Molekiilarchitektur und der Vielzahl an verfiigba-
ren Oberfldchenfunktionalititen haben Systeme auf Dendri-
merbasis vielfidltige Anwendungen gefunden, z.B. in der Ka-
talyse,”) Biomedizin®! und Materialwissenschaft.” Zum Auf-
bau dendritischer Strukturen sind verschiedenste Bausteine
verwendet worden, etwa Amidoamine fiir Polyamidoamin-
(PAMAM)-Dendrimere,” Propylenimin fiir Polypropylen-
imin(PPI)-Dendrimere,”! L-Lysin fiir Poly-L-lysin(PLL)-
Dendrimere!”’ und Polyglycerin fiir Polyglycerin(PG)-Den-
drimere (Abbildung 1). Vielfiltige Ligandentypen, darunter
Antikorperfragmente!” und Kohlenhydratanaloga,'” sind als
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den. In diesem Kurzaufsatz konzen-
trieren wir uns auf mit Peptiden de-
korierte Dendrimere (PDDs), die aus
einem Polymerkern (wie den in Ab-
bildung 1 abgebildeten) bestehen, der mehrere kovalent an
die Oberfliche gebundene Kopien von funktionellen Pepti-
den trédgt. Die Vorziige der PDDs beruhen auf der Moglich-
keit einer genauen Kontrolle {iber ihre MolekiilgroSe und die

Zahl der angekniipften Peptide — eine unmittelbare Folge

prizisen chemischen Designs.['!]

PDDs werden am haufigsten fiir das Design von Bioma-
terialien, den Wirkstoff-/Gentransport und Impfstoffformu-
lierungen eingesetzt."” Durch Kombination der Eigenschaf-
ten von Dendrimeren mit denen bioaktiver Peptide konnen
PDDs bedeutende synergistische Effekte erzielen, z. B.:™!

1) eine polyvalente Struktur, die die biologische Aktivitét
der angekniipften Peptide verstirkt;

2) die Amplifikation der Peptidwirkung durch simultane
Wechselwirkungen mit mehreren Rezeptoren;

3) eine proteinartige Struktur, die die Wirkungsweise einer
Reihe biologischer Molekiile nachahmt;

4) Biokompatibilitdt und biologische Abbaubarkeit;

5) Widerstandsfihigkeit gegen Proteolyse und verzogerte
Ausscheidung iiber die Nieren, was die typischerweise
kurze Wirkdauer von Peptidtherapeutika verbessern
konnte.

In diesem Kurzaufsatz beschreiben wir eine Auswahl
chemischer Syntheserouten, die sich verschiedene Formen

der chemischen Konjugation zunutze machen (Abschnitt 2),
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Abbildung 1. a) Ein PAMAM-Dendrimer mit Amidoamin als Baustein, b) ein PPl-Dendrimer mit Propylenimin als Baustein, c) ein PLL-Dendrimer
mit der Aminosaure L-Lysin als Baustein, d) ein PG-Dendrimer mit Polyglycerin als Baustein.

und beschreiben anschliefend einige aufkommende biolo-
gisch-medizinische Anwendungen fiir PDDs (Abschnitt 3).

2. PDD-Synthesen
2.1. Divergente konjugative Chemie

In den vergangenen drei Jahrzehnten sind Syntheserouten
zu PDDs ausgiebig untersucht worden. Die PDD-Synthese
kann entweder schrittweise (divergent) oder durch Ligation
vorab gereinigter Peptidsegmente (konvergent) an den
Dendrimerkern erfolgen. Uber die divergente Route erhal-
tene Peptiddendrimere nutzen gemeinhin Polyaminosiduren
(wie Poly-L-lysin) als Verzweigungen. Die an die Oberfliche
angekniipften Peptidsequenzen werden schrittweise auf dem
Dendrimerkern aufgebaut, und zwar entweder durch Fest-
phasenpeptidsynthese (SPPS) oder in Lésung. In der Pio-
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nierarbeit von Tam aus dem Jahr 1988 wird ein Geriist aus
multiplen Antigen-Peptiden (MAP) auf der Grundlage von
SPPS und PLL als neuartiger Ansatz zur Herstellung von
Peptidimmunogenen beschrieben."! Beim urspriinglichen
Ansatz bestand das MAP-Geriist aus einem Kern aus Lagen
von Lysylresten mit einer Oberfldchenschicht von Peptid-
ketten, die mit dem Kern verkniipft waren. Die Effizienz
dieses Ansatzes resultierte aus einem festphasenchemischen
Konzept mit N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid(DCC)-Kupplung
(Abbildung 2). Dieser ,,divergente* Ansatz ist zwar einfach,
erzielt aber bei Dendrimeren mit hoher Peptidbeladung nur
schwer eine quantitative Kupplung.'”! Konvergente Routen
konnen dagegen kleinere Probleme bei der Kupplung um-
gehen, indem das Kerndendron und die Peptidsemente vor
der Konjugation aufgereinigt werden. So fiihrt die konver-
gente Route zur Bildung homogenerer Endprodukte und
bietet damit eine vielversprechende Alternative fiir das De-
sign von PDDs.

Paul Alewood (B.Sc. (Hons) UNSW, Ph.D.
Calgary) ist Gruppenleiter am Institute for
Molecular Bioscience der University of
Queensland (Australien) und NHMRC Re-
search Fellow. Seine Interessen liegen auf
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Abbildung 2. Stufen der Synthese eines tetrameren MAP durch die
schrittweise Boc-Festphasenmethode. A: Aminoséure; Gly;: Abstand-
haltersegment, das eingebaut wird, um die Zugénglichkeit des Peptids
zum Kern zu verbessern; Boc: tert-Butoxycarbonyl, Pam = Oxymethyl-
phenylacetamidomethyl."
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2.2. Konvergente konjugative Chemie

Die Konjugation von Peptiden und Dendrimeren ist aus-
giebig untersucht worden 1% da sie verspricht, vollstindig
dekorierte Geriiste zu liefern, was moglicherweise die biolo-
gische Wirksamkeit der Produkte maximiert und zugleich
deren Homogenitidt sowie die Reproduzierbarkeit der Re-
aktion sicherstellt.'”! Es konnten zwar bereits komplexe
Dendrimere hergestellt werden (z. B. bei der Entwicklung von
Zucker-Arrays),!®! allerdings hat sich die Dekoration mit
Peptiden als schwieriger erwiesen; dies gilt besonders fiir
wohlstrukturierte (wie cyclische oder disulfidreiche) Pep-
tide."” Um die endstindigen Gruppen eines Dendrimers mit
biologisch relevanten Peptiden zu dekorieren, ist es ent-
scheidend, eine effiziente Konjugationsreaktion zu nutzen,
damit eine erschopfende Ankniipfung von Liganden unter
Bildung eines wohldefinierten Produktes sichergestellt ist.
Will man dieses Ziel erreichen, besteht eine Hauptanforde-
rung an die Ligation ungeschiitzter Peptide in der Regio- und
Chemoselektivitdt der Reaktion, sodass auch in Gegenwart
anderer funktioneller Gruppen in den Peptidseitenketten nur
die gewiinschten Stellen miteinander reagieren. Fiir die Syn-
these von PDDs mit linearen oder cyclischen Peptiden sind
mehrere unterschiedliche Ligationsmethoden zum Einsatz
gekommen. Im Fall linearer Peptide zdhlt zu den Ligations-
methoden die Bildung von Hydrazonen,”” Oximen,?"
Thiazolidinen,” Thioethern® und Triazolen® sowie von
Amidbindungen durch native chemische Ligation (NCL).*"
Dendrimere mit cyclischen Peptiden sind weniger hiufig,
finden aber immer grofleres Interesse.

2.2.1. Dendrimere mit linearen Peptiden

Fiir die multivalente Prisentation von Peptiden stehen
zahlreiche chemische Konjugationsmethoden zur Verfiigung.
1995 stellten Tam und Shao eine chemische Ligationsstrategie
vor, bei der eine schwache Base mit einer Aldehydgruppe
reagiert, wodurch tetravalente Dendrimere mit dem linearen
Peptidepitop V20 entstehen.”” Schwache Basen wie Thiole,
Hydrazide und Aminooxygruppen werden an den N-Termi-
nus des ausgewihlten Peptids angefiigt und anschliefend
unter sauren Bedingungen mit einem tetrameren Aldehyd-
PLL-Dendron verkniipft; die Selektivitéit resultiert daraus,
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Abbildung 3. Synthese tetramerer Peptiddendrimere unter Bildung von
Hydrazon-, Oxim- und Thiazolidinbindungen. Der Kern besteht aus ei-
nem tetravalenten PLL-Dendrimer, das angekniipfte lineare Peptid ist
V20 mit 20 Aminosaureresten.””

Thiazolidinligation

dass basische Seitenketten wiahrend der Konjugation proto-
niert sind (Abbildung 3). Eine dhnliche Strategie kam beim
Entwurf eines 4-mer-MAP durch Patarroyo et al. zum Ein-
satz. Die Forscher konnten zeigen, dass die Thiazolidinbil-
dung rascher und mit groflerer Ausbeute vonstattengeht als
die Oxim- oder Hydrazonbildung.”"! Obgleich die ligierten
MAP-Dendrimere mehrere Deletionen enthalten, lieBen sich
reine Tetramere durch Aufreinigung mittels Umkehrphasen-
HPLC (RP-HPLC) gewinnen. Um Dendrimere hoherer Ge-
nerationen herzustellen, optimierten Lambert und Mitarbei-
ter die Oximbildungsreaktion durch den Einsatz von Keto-
Dendrimeren und Aminooxypeptiden als Reaktionspart-
ner.””l PAMAM-Keto-Dendrimere mit acht Zweigen wurden
mit einem linearen, aus 20 Resten bestehenden Peptid ligiert;
dabei bildete sich ein Dendrimerengemisch aus Molekiilen
mit 4-8 Kopien der linearen Peptide. Dies wurde durch
Gelpermeations-HPLC und Gelelektrophorese nachgewie-
sen. Weitergehende Versuche, den Grad der Peptidbeladung
noch zu steigern, blieben erfolglos.

Die Thioetherligation verlduft iiber eine typischerweise
irreversible Reaktion und nutzt die Konjugation zweier auf-
gereinigter chemoselektiver Komponenten: Ein halogenace-
tylierter (typischerweise mit Chlorsubstituent) Dendronkern
reagiert mit einem synthetischen Peptid, das am Carboxy-
oder Aminoterminus einen Cysteinrest triagt (Abbildung 4 a).
So wurde z.B. das aus 20 Resten bestehende, lineare Peptid
R-HL4 mit einem Cysteinrest am C-Terminus durch Thio-
etherligation in das chloracetylierte (ClAc) PAMAM-Den-
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Abbildung 4. Thioether-basierte Routen zu tetrameren Peptiden. Bei
Route (a) reagieren Peptide mit einem Cys-Rest am C-Terminus mit ei-
nem ClAc-funktionalisierten PAMAM-Dendronkern. Route (b) verlduft

tiber den umgekehrten Weg: ClAc-Peptide werden mit einem Thiol-
funktionalisierten PAMAM-Dendron verkniipft.?!
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drimer eingefiihrt. Dies ergab homogene 4-mer- und 8-mer-
Peptiddendrimere. Versuche, homogene 16-mer- und 32-mer-
Peptiddendrimere herzustellen, schlugen hingegen fehl.”’!
Dennoch sticht diese Ligationsmethode durch ihre Einfach-
heit, die guten Ausbeuten und die metabolische Stabilitét
ihrer Produkte hervor. Ein Problem bei der Thioetherligation
ist, dass als Konkurrenzreaktion zur Thioetherbildung eine
Dimerisierung des Peptids durch Cystinbildung eintreten
kann. Um dem Rechnung zu tragen, wurde eine verbesserte
Version der Strategie vorgeschlagen (Abbildung 4b), bei der
das durch Chloracetylierung derivatisierte Peptid in Gegen-
wart eines Uberschusses des Reduktionsmittels Tris(2-
Carboxyethyl)phosphin (TCEP) mit einem Thiol-funktiona-
lisierten PLL-Dendronkern konjugiert wird. Die Gruppe von
de La Torre berichtete von einer Ligation mit diesem Ansatz
in wissriger Losung unter Bildung homogener di- und tetra-
valenter Thioether-Peptiddendrimere.!

Die native chemische Ligation (NCL) wurde von Kent,
Dawson und Mitarbeitern als chemoselektive Methode zur
Ligation zweier ungeschiitzter Peptidfragmente unter Bil-
dung einer nativen Peptidbindung entwickelt.”*! Diese Re-
aktion erfolgt zwischen einem Peptid mit einer C-terminalen
Thioesterfunktion und einem Peptid mit einem N-terminalen
Cysteinrest im neutralen pH-Bereich in wissriger Losung; sie
profitiert dabei von der viel hoheren Loslichkeit und Reinheit
ungeschiitzter Peptide. Viele Anwendungen der NCL zielen
auf die chemische Synthese kleiner Proteine®””! sowie die
Immobilisierung von Peptiden und Proteinen auf Nanopar-
tikeln.” Die NCL wurde von Meijer und Mitarbeitern auf
Dendrimere angewendet,” wobei homogene 4-mer- und 8-
mer-PAMAM-Dendrimere, die das lineare Peptid LYRAG
trugen, erhalten wurden. Versuche, ein homogenes 16-mer-
Dendrimer herzustellen, schlugen fehl; die MALDI-MS-
Analyse zeigte, dass auf der Dendrimeroberfliche ein Ge-
misch von 12-16 Peptiden zu finden war. Dieselbe Gruppe
entwarf auBerdem asymmetrische Dendrimere mit einem
arithmetischen Verzweigungsmuster, bei dem Cystein-Den-
dritenkeile mit einer einzelnen ansteuerbaren Gruppe (dem
»Fokalpunkt“) sowie zwei, drei, vier oder fiinf Zweige syn-
thetisiert wurden (Abbildung 5). Derartige Molekiile konnen,
zusdtzlich zu zwei bis fiinf Kopien des linearen Thioester-
peptids auf der Dendrimeroberfliache, am ,,Fokalpunkt* ver-
schiedene, zur Bildgebung geeignete Einheiten (wie Biotin
oder Chromophore) tragen (Abbildung 5).*!

Die NCL und die Thioetherligation sind zwar sehr wir-
kungsvolle Hilfsmittel fiir die Peptidligation, sind aber stark
durch die Tatsache eingeschriankt, dass Thiol als funktionelle
Gruppe verwendet wird. Wegen der Bedeutung der Cystein-
reste in Peptiden kann die Einfithrung einer freien Thiol-

o] o)
9 9 NH, | NCL N__Peptid
Peptid)Ls/\)LN NH; + Q-Kern N)l\( 2 |—> Q-Kern H ‘g’
H o i Ney HS'
5 5

Peptid-MPAL-Thioester Q bildgebende Modalititen

Abbildung 5. Synthese eines asymmetrischen Polyamiddendrons, das
ein lineares Peptid und eine bildgebende Modalitit trigt, die durch
NCL angefiigt wurden.” Die bildgebende Modalitat kann Biotin oder
ein Chromophor sein.
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gruppe unvorhersehbare Anderungen der Peptidkonforma-
tion bewirken, z. B. eine Umordnung von Disulfidbindungen
oder die Bildung unerwiinschter Nebenprodukte durch
nichtselektive Thiolligation. Deshalb wurden alternative
synthetische Plattformen mit hoherer Chemoselektivitét
entwickelt.

Die  Kupfer-katalysierte  Azid-Alkin-Cycloaddition
(CuAACc)P! ist die am breitesten eingesetzte Form der
KlickchemieP" und hat demgemiB rasch Anwendungen in
der Biokonjugation gefunden.'*! Die CuAAc-Reaktion
weist viele Eigenschaften auf, die sie von alternativen
Kupplungsstrategien unterscheidet; dazu gehéren hohe Aus-
beuten, die Toleranz der Reaktionsbedingungen (z.B. hin-
sichtlich des pH-Wertes und des Losungsmittels), die Bildung
eines einzelnen Produktes, hohe Reaktionsgeschwindigkeit
und — am wichtigsten — ihre hohe Chemoselektivitit.”? Unter
typischen Konjugationsbedingungen verhalten sich die Azid-
und Alkingruppen, die bei der CuAAc miteinander reagie-
ren, gegeniiber anderen funktionellen Gruppen inert. Sie sind
daher fiir die Immobilisierung von Molekiilen mit mehreren
funktionellen Gruppen, wie es Peptide sind, sehr gut geeignet.
Die CuAAc-Reaktion ist daher ein ideales chemisches
Hilfsmittel fiir die quantitative chemoselektive Ligation un-
geschiitzter Peptide an Dendrone.

Liskamp et al.l! legten eine effiziente, Mikrowellen-ge-
stiitzte CuA Ac-Synthese multivalenter dendrimerer Peptide
vor. Eine Reihe von Azidopeptiden unterschiedlicher Lénge
wurde mit Alkindendrimeren zunehmender Generation (G)
in Gegenwart von CuSO,/Na-Ascorbat/Cu-Draht und in ei-
ner Vielzahl von Losungsmitteln unter Mikrowellenbestrah-
lung zur Reaktion gebracht. Die Konjugation von linearen
Tetrapeptiden mit dem G;-Dendrimer mit vier Zweigen
wurde ohne Miihe erreicht. Die Kupplung mit Dendrimeren
hoherer Generation misslang jedoch. In jlingerer Zeit ent-
warfen Toth et al.l'”! ein System zum Impfstofftransport aus
einem Polyacrylatkern, der mit dem linearen B-Zellepitop
J14 dekoriert ist. Ausgangsmaterialien waren ein Polyacrylat-
Alkin-Dendrimer mit acht Zweigen und das N-terminale
Azidopeptid J14. Die Reaktion wurde in Gegenwart eines
Kupferdrahtes bei 50°C durchgefiihrt. Die Elementaranalyse
lie3 auf die Konjugation von fiinf Peptidepitopen mit dem
dendritischen Kern schlieBen. Im Unterschied dazu berich-
teten Galdiero etal. iiber die Funktionalisierung eines
Azidopolyamid-basierten 18-mer-Dendrimers mit dem li-
nearen, aus 20 Resten bestehenden, Alkin-modifizierten
Peptid gH625 in Gegenwart von CuSO, und Natriumascor-
bat.™ Die Autoren gaben an, dass eine vollstindige Funk-
tionalisierung des Dendrimers mit Peptiden erreicht wurde,
da im IR-Spektrum des Peptiddendrimers die Bande der
Azid-Streckschwingung verschwand. Weitergehende Belege
wie ein NMR-Spektrum oder eine Charakterisierung per MS
fehlten jedoch in der vorgelegten Studie.

Die spannungsgetriebene  Azid-Alkin-Cycloaddition
(SPA Ac; Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition) ist
eine vielversprechende Alternative zur CuAAc, besonders
bei der Synthese von Materialien fiir biomedizinische An-
wendungen.® Ein moglicher Nachteil der klassischen
CuAAc-Reaktion ist die Cytotoxizitit des verwendeten Cu'-
Katalysators.’™ Bei der SPAAc-Reaktion kommen intramo-
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lekular gespannte Cyclooctine zum Einsatz, die ohne Me-
tallkatalysator bereitwillig und in hoher Ausbeute mit Aziden
reagieren. Die SPAAc ist fiir die Bildgebung von Biomole-
kiilen in lebenden Systemen!® sowie zur Funktionalisierung
von PAMAM-Dendrimeren mit Ethylenglycolketten einge-
setzt worden.’””) Anseth und Mitarbeiter wendeten diese
Reaktion auf die Ligation eines Azid-PEG-Dendrimerge-
riistes (PEG = Polyethylenglycol) mit einem 16-mer-Peptid
an, das zwei difluorierte Cyclooctinendgrupen trug (Abbil-
dung 6). Das vollstdndig beladene Gertist bildete innerhalb
1 h ein Hydrogel.P™

Peptid
OO
="F F =

wassr. Milieu

37°C

"\

_|_
oy
" _/\o 00(_/— 0‘)—\N3
N,J_X \—E'/f\o{ /%_/

Abbildung 6. Die SPAAc-Reaktion von Tetraazid-Polyethylenglycol mit
einem linearen Peptid, das an den Enden durch zwei difluorierte Cy-
clooctingruppen modifiziert ist, zu einem dreidimensional vernetzten,
idealen Hydrogel. Adaptiert aus Lit. [38], Copyright (2009), mit Geneh-
migung von Macmillan Publishers Ltd [Nat. Mater.].

2.2.2. Dendrimere mit cyclischen Peptiden

Im Unterschied zu linearen Peptiden haben cyclische
Peptide eine wohldefinierte Ligandenstruktur. Berichten zu-
folge sollen sie die Dendrimerkonjugation sterisch deutlich
behindern.* Zwei Hauptkategorien cyclischer Peptide sind
untersucht worden: N- zu C-terminal aufgebaute cyclische
Peptide sowie Peptide mit Disulfidbriicken.

Cyclische Arginin-Glycin-Asparaginsdure-Sequenzen
(cRGDs) sind an der Zelladhésion iiber ayps-Integrinrezep-
toren beteiligt und haben Anwendungen in den Bereichen
Wirkstofftransport,®™ Gentransport,*” Bildgebung*!! und
Krebstherapiel®”! gefunden. cRGD-Peptide sind eingesetzt
worden, um mehréstige synthetische Geriiste zu dekorieren,
um so die Zelladhdsion und die Tumoraufnahme zu verbes-
sern.[¥] Die Amidbindungskonjugation ist die am hiufigsten
eingesetzte Form der Verkniipfung von cyclischem RGD mit
verschiedenartigen Dendrimerplattformen.*’ Kessler und
Mitarbeiter™  beschrieben eine Fmoc-SPPS-Methode
(Fmoc =9-Fluorenylmethoxycarbonyl) fiir die Synthese
multimerer cyclischer RGD-Peptide mit zwei und vier
cRGD-Peptiden auf einem PLL-Dendron. Nachfolgend
wurde fiir Targeting-Zwecke eine radioaktiv markierte Vor-
stufe per Oximligation in Losung am Fokalpunkt des Den-
drons angebracht.

Fréchet und Mitarbeiter setzten ein Pentaerythritolden-
drimer mit hoherer Peptidbeladung ein.*!! Sie funktionali-
sierten acht Dendritenzweige mit einer heterogenen difunk-
tionellen PEG-Kette, um eine ausreichende Flexibilitit fiir
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eine multiple Ligandenbindung bereitzustellen. Die PEG-
Ketten wurden an Glutarsdureanhydrid gekuppelt und an-
schlieBend in aktive Imidazolide umgewandelt. Kupplung
dieser Imidazolide an cyclische RGD-Peptide mittels einer
Lysin-Aminogruppe fiihrte zu einer durchschnittlichen An-
bindung von fiinf cRGD-Einheiten pro Dendrimer. Ein
Grund fiir die Schwierigkeiten beim Erreichen homogener
Multimere ist die wenig effiziente Sdure-Amid-Konjugation.
Um das Problem der unvollstindigen Konjugation zu iiber-
winden, untersuchten Waéngler etal. drei verschiedene
Klickreaktionen, namentlich CuAAc, Oxim- und Thiol-Ma-
leimid-Ligation von PAMAM-Dendrimeren mit cRGD-
Peptiden, und ermittelten die Grenzen der cRGD-Multime-
risierung.®™! Durch eine Michael-Addition von Thiolen an
Maleimide konnten an PAMAM-Dendrimeren homogene
cRGD-Multimere mit ein, zwei, vier, acht und sechszehn
Einheiten erhalten werden.

Peptide mit wohldefinierten Tertidrstrukturen enthalten
gewohnlich Disulfidbriicken.*! 2003 fiigten Andreu et al.
durch Peptidbindungsbildung in Losung ein cyclisches Epitop
mit einer Disulfidbriicke am lipidierten PLL-Kern an. Dies
ergab ein Gemisch von Molekiilen mit maximal drei Kopien
des cyclischen Disulfidepitops.l*”! Um die Zweige des tetra-
meren Dendrons vollstindig mit cyclischen Disulfidpeptiden
zu beladen, synthetisierten van Leeuwen et al.® ein auf
Glutaminsdure basierendes Dendron mit zusitzlichem [3-
Alanin als Abstandhalter, um die Zugénglichkeit fiir die
chemische Ligation und die Moglichkeit mehrfacher Rezep-
torbindung zu verbessern. Das cyclische, eine Disulfidbriicke
enthaltende Peptid Ac-TZ14011 wurde durch Peptidbin-
dungsbildung, die ein homogenes, tetrameres, cyclisches
Peptiddendrimer generierte, vollstindig auf das Gertist gela-
den.

Die Klickchemie ist ein vielversprechender Ansatz fiir die
Konjugation Cystein-haltiger cyclischer Peptide mit einem
funktionalisierten Dendron. 2009 synthetisierten Liskamp
und Mitarbeiter eine Reihe von Peptiddendrimeren, die das
Tyr’*-Octreotidpeptid trugen, durch eine CuAAc der Pep-
tidylazide mit dendrimeren Alkinen in Gegenwart von
CuOAc als Katalysator."”! Diese Strategie fithrte zu mono-
meren, dimeren und tetrameren Peptiddendrimeren, wie
durch LC-ESI-MS bestitigt werden konnte.

Ahnlich wie bei der Peptidkonjugation kénnen CuSO,
und Natriumascorbat auch fiir die CuAAc von Peptiden, die
eine Azidodisulfidbindung enthalten, mit Alkindendrimeren
eingesetzt werden. Diese Methode wurde von unserer
Gruppe zur Herstellung des modifizierten a-Conotoxins ImI
(a-ImI; ein Antagonist nikotinischer a7-Rezeptoren) ge-
nutzt, das zwei Disulfidbriicken mit PEG-Abstandhaltern an
den N-terminal und Alkin-modifizierten PLL-Dendrimeren
enthilt. Die Reaktion wurde in Gegenwart von CuSO,, Na-
triumascorbat (niedrige Konzentration) und dem Liganden
TBTA (Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin)
durchgefiihrt (Abbildung 7)."”! Eine LC-ESI-MS-Analyse
bestdtigte die Bildung homogener di- und tetravalenter
Dendrimere mit eingebautem a-ImI-Peptid.

Mit signifikanter Optimierung kann auch die Thiol-Ma-
leimid-Chemie fiir den Aufbau Cystein-haltiger cyclischer
Peptiddendrimere herangezogen werden (Abbildung 8).
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tetravalentes PLL-Dendrimer, das angekniipfte cyclische Peptid enthilt
zwei Disulfidbindungen.

Hackeng et al. berichteten von der Herstellung eines Peptids
mit einer Disulfidbriicke und einem N-terminal angefiigten
Thiaprolin-GlyGly-Linker.'”®  Nachfolgend wurde das
Thiaprolin in Cystein umgewandelt, um die Kupplung mit
dem Maleimid-funktionalisierten Dendronkern durchfiihren
zu konnen (Abbildung 8a). Das Hauptproblem bei dieser
Strategie ist die Isomerisierung des Peptids durch Umord-
nung von Disulfidgruppen in Gegenwart eines Thiols; dies
lasst sich jedoch vermeiden, wenn man den flexiblen Linker
durch einen starreren Abstandhalter ersetzt oder das Freile-
gen der Thiolgruppe und die Thiol-Maleimid-Kupplung si-
multan durchfiihrt (Abbildung 8b).

Die Oximligation fand ebenfalls Anwendung fiir das
Design tetramerer Dendrimere, die das Nonapeptid LyP-
1 mit einer Disulfidbindung enthalten.”"! Jeder der N-Termini
des tetrameren Dendrimers wurde mit einer Aminooxy-
gruppe modifiziert, um das oxidativ gefaltete Peptid LyP-1,
das eine Ketogruppe am C-Terminus tragt, zu konjugieren.
Mit dieser Methode erhielt man das vollstindig beladene
tetramere (LyP-1),-Dendrimer, das nachfolgend durch
MALDI-TOF-MS charakterisiert wurde.

Trotz des beachtlichen Erfolgs dieser konvergenten Sys-
teme lassen sich ihre Limitierungen bei der Synthese von
PDDs hoherer Generation doch nicht iibersehen. So wurde
bis heute von keinem octameren Dendrimer mit Disulfid-
bindungen berichtet. Selbst im Fall der kleinen cyclischen
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RGD-Peptide handelt es sich bei den grofiten bisher synthe-
tisierten homogenen PDDs um 16-mer-Dendrimere.® Es
scheint, dass effiziente Synthesemethoden entwickelt werden
miissen, um zu grofSen Dendrimeren mit vollstdndig belade-
nen Peptiden zu gelangen.

3. Biologische Anwendungen von PDDs
3.1. Bildgebung

Wichtige bildgebende Verfahren mit PDDs sind die Ra-
dionuclid- und die Fluoreszenz-basierte optische Bildgebung;
zu diesem Zweck wurden zahlreiche Peptidliganden mit ra-
dioaktiven und/oder Fluoreszenzmarkern funktionalisiert,
um Rezeptoren abzubilden.” Bei der Markierung von Pep-
tiden ist jedoch Vorsicht geboten, da das Peptid hierdurch
haufig schlechter bindet, seine Funktion dndert und eine an-
dere Verteilung im biologischen System aufweist.”*! Eine
Peptidmultimerisierung, die die Menge des Peptids an der
Dendrimeroberfliche relativ zur eingefiihrten Markierung
vergroBert, kann den Einfluss der Markierung vermindern
und die Bindungsaffinitdt verstirken. Mehrere Forscher-
gruppen haben das Konzept der Multimerisierung auf die
Herstellung von Peptiddendrimeren aus mehreren Peptiden
und Hybridmarkierungen angewendet, um die Spezifitidt zu
verbessern. So wurden beispielsweise das cyclische RGDfK-
Dimer und -Tetramer NH,-Glu[c(RGDfK)], bzw. NH,-Glu-
Glu,[c(RGDfK)],, die durch N-Succinimidyl-4-"*F-fluorben-
zoat (["*F]SFB) als prosthetische Gruppe am Fokalpunkt '*F-
markiert waren, eingesetzt, um gegen Integrin o [3; gerichtete
Radiotracer zum Nachweis von Tumorgewebe durch Einzel-
photonenemissions-Computertomographie (SPECT) und
Positronenemissionstomographie (PET)™**>/ zu entwickeln.
Dabei zeigte sich, dass das Tetramer eine etwas bessere Bin-
dungsaffinitdt fiir Integrin ayf3; hat (ICsy=15nm) als das
Dimer (ICs,=32nm). Der Fluoreszenzmarker 5(6)-
Carboxyfluorescein (FAM) wurde an die C-terminale Ami-
nogruppe eines PLL-Dendrimers angekniipft, das vier Kopi-
en des cyclischen Nonapeptids LyP-1 trug.!! Die In-vitro-
Fluoreszenzbilder zeigen eine stdarkere Akkumulation und
Penetration von (LyP-1),-Dendrimer-FAM als von mono-
merem LyP-1-FAM.

PDDs mit dualer Funktion, die Fluoreszenzsonden
ebenso wie Chelatliganden zur Koordination von Radionuc-
liden enthalten, wurden als robuste, makromolekulare, mul-
timodale Bildgebungsagentien hergestellt. Kuil et al.™ syn-
thetisierten mono-, di- und tetramere Dendrimere, die das
(gegen den Chemokinrezeptor CXCR4 gerichtete) Peptid
Ac-TZ14011 enthalten, und funktionalisierten diese mit einer
multimodalen Markierung aus einem Cy5.5-artigen Fluoro-
phor und einem Diethylentriaminpentaacetat(DTPA)-Che-
lator (Abbildung 9). Das markierte Dimer und Tetramer
zeigten eine hohere Affinitdt als das markierte Monomer,
aber eine geringere als das unmarkierte Monomerpeptid.
Alle drei dendrimeren Peptide wurden zur Abbildung von
den Rezeptor CXCR4 exprimierenden Tumoren einge-
setzt.[ "]
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Abbildung 9. Dimere Peptiddendrimere mit Ac-TZ14011-Peptiden und einer multimodalen Markierung fiir die konfokale Mikroskopie und SPECT/
CT-Bildgebung. Adaptiert aus Lit. [48], Copyright (2011), mit Genehmigung der American Chemical Society.

3.2. Wirkstofftransport

Dendrimere sind im Verlauf der vergangenen Jahrzehnte
ausgiebig fiir Wirkstoff- und Gentransport eingesetzt wor-
den.’ PDDs konnen eine derartige Fracht durch zielge-
richtete Rezeptorbindung abliefern.”*>” Beispielsweise zei-
gen PEGylierte PAMAM-Dendrimere mit cyclischen RGD-
Peptidliganden, die das iiber eine sdureempfindliche cis-
Aconitylbindung angekniipfte Tumortherapeutikum Doxo-
rubicin (DOX) transportieren, aktives Targeting durch spe-
zifische Wechselwirkung des RGD mit Integrin o, f3;, passives
Targeting durch den polymeren PEG-PAMAM-Tréger sowie
eine kontrollierte Freisetzung von DOX in Gegenwart
schwach acider Lysosomen.” Shah et al. konstruierten ein
multifunktionales Wirkstofftransportsystem unter Zubhilfe-
nahme eines modifizierten PPI-Dendrimers als Trager des
Tumortherapeutikums Paclitaxel (das den Zelltod induziert)
zuziiglich eines synthetischen Analogons des Peptidhormons
LHRH (Luteinizing Hormone-Releasing Hormone) zur ge-
zielten Ansteuerung des Tumors.”® Eine Behandlung mit
diesem Wirkstofftransportsystem fiihrte zu einer wirkungs-
vollen Induktion des selektiven Zelltods (Apoptose) und ef-
fektiver Schrumpfung des Tumors, wobei unerwiinschte Ne-
benwirkungen an gesunden Organen vermieden wurden.

Multifunktionale Nanomaterialien fiir die Theranostik
haben in jiingster Zeit betrichtliche Aufmerksamkeit er-
langt.*” Fiir die PDDs haben Taratula und Mitarbeiter eine
multifunktionale Plattform vorgestellt, bei der PEGylierte
PPI-Dendrimere durch eine Thiol-Maleimid-Reaktion mit
LHRH-Peptiden konjugiert werden. Ein hydrophober Pht-
halocyaninwirkstoff (mit starker Absorption im sichtbaren
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tiefroten und nahinfraroten (NIR) Bereich) wurde physika-
lisch im PPI-Dendrimergeriist gefangen. Die Assoziate
konnten fiir die Bildgebung und die photodynamische The-
rapie eingesetzt werden.””! Die Bildgebungsexperimente an
Maiusen ergaben, dass sich mit diesen Nanotragermolekiilen
eine effiziente Internalisierung durch Krebszellen und somit
eine Akkumulation im Tumor erreichen ldsst, wenn sie in-
travenos verabreicht werden. Mit RGD-Peptid modifizierte
Dendrimere, die sowohl mithilfe einer Thioharnstoffbindung
angekniipfte Fluoresceinisothiocyanat(FT)-Reste als auch den
physikalisch verkapselten Wirkstoff DOX tragen, wurden von
Shi et al. hergestellt (Abbildung 10a)."! Fluoreszenzmikro-
skopie bestitigte die spezifische Internalisierung der PDD-
Trager durch Integrin a,f3; tiberexprimierende Krebszellen.
Der mitgefithrte DOX-Wirkstoff wurde dann iiber einen
langeren Zeitraum hinweg freigesetzt.

PDDs konnen beim Wirkstofftransport auch als stimuli-
responsive Materialien wirken. Durch Enzyme spaltbare,
temperaturempfindliche Peptide sind fiir die kontrollierte
Wirkstofffreisetzung mit dendritischen Geriisten verkniipft
worden. Haag und Mitarbeiter konstruierten ein Geriist mit
hyperverzweigtem Polyglycerin als Trager, dem Dipeptid FK
oder dem Tetrapeptid AFKK als enzymatisch abbaubarem
Linker sowie Doxorubicin oder Methotrexat als mitgefiihr-
tem Wirkstoff.””) Das Konjugat war in der Lage, den Wirk-
stoff in Gegenwart von Cathepsin B, das in Tumorzellen
iberexprimiert wird, freizusetzen und zeigte bei zwei Hu-
mantumor-Zelllinien antiproliferative Wirkung. Thermosen-
sitive, Elastin-artige Peptide mit einer VPGVG-Wiederhol-
einheit wurden mit PAMAM-Dendrimeren konjugiert, um
ein Elastin-mimetisches Dendrimer fiir den Wirkstofftrans-
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Abbildung 10. Schematische Darstellung a) des G5-PAMAM.NHAc—FI-
PEG-RGD/DOX-Komplexes und b) amphiphiler mPEGylat-Dendron-
GFLG-DOX-Konjugate, die sich zu Nanopartikeln selbstorganisiert ha-
ben. Wiedergabe aus Lit. [61,64b], Copyright (2015) und (2014), mit
Genehmigung von Elsevier.

port zu generieren.[”! Detaillierte Untersuchungen an einem
biologischen System liegen hierzu noch nicht vor.

Amphiphile Peptid-Dendrimer-Konjugate, die sich zu
Nanostrukturen selbstorganisieren konnen, bilden eine neu-
artige Klasse von Wirkstofftransportsystemen. Gu et al. ent-
warfen mPEGylierte Peptiddendrimer-GFLG-DOX-Konju-
gate, die durch eine effiziente zweistufige Klickreaktion her-
stellbar sind und die sich zu Nanopartikeln mit Durchmessern
von 80-100 nm selbstorganisieren (Abbildung 10b).* Das
GFLG-Peptid, das durch Cathepsin B spaltbar ist, wurde als
enzymresponsiver Linker zur Verkniipfung mit DOX unter-
sucht. Diese Nanopartikel zeigten eine gesteigerte Akkumu-
lation in Tumoren infolge erhohter Permeabilitdt und Re-
tention (EPR-Effekt), geringe Toxizitdt und Nebenwirkun-
gen infolge der kontrollierten Wirkstoffabgabe sowie in
Miusen mit Ovarial- oder Mammakarzinomen eine hohere
Antitumoraktivitét als bei Verabreichung einer gleich grofien
Dosis an freiem DOX.

Eine spezifische Wirkstoff-Freisetzung ldsst sich auch bei
Genstudien erreichen. So wurde beispielsweise ein dendriti-
scher Dreiblock-Nanotrager, PAMAM-PEG-cRGD, entwi-
ckelt und an anaplastischen Schilddriisenkarzinomzellen des
Menschen als siRNA-Vektor, der auf hERG (human Ether-a-
go-go-Related Gene) abzielt, erprobt.*”) Die PAMAM-PEG-
cRGD-Konjugate zeigten als Folge der Konjugation der
PEG-Kette und der verbesserten zelluldaren Aufnahme durch
die RGD-Integrin-Wechselwirkung eine vernachldssigbare
Cytotoxizitdt und konnten die Expression von hERG bis auf
26.3% des Kontrollwerts herunterregulieren. Liu et al.*
dekorierten PAMAM-Dendrimere mit einem Peptid, das die
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Sequenz RGDK (fiir die spezifische Tumoranbindung) und
das E~-Peptid (zur Forderung der Zellpenetration durch
Wechselwirkung mit Neuropilin-1-Rezeptoren) enthielt. Die
Peptid-modifizierten Dendrimere wurden mit Hsp-27-siRNA
vermischt, um durch elektrostatische Wechselwirkungen
Komplexe zu bilden. Diese bewirkten in vivo eine zweifach
starkere Gen-Stilllegung als bei einer nicht gezielten Verab-
reichung sowie eine potente Antikrebswirkung durch Hem-
mung des Tumorwachstums bei Prostatakrebsmodellen in
vitro und in vivo.® Ein Polyglyceroldendron mit Glycin-
endgruppe wurde am Fokalpunkt mit einer hydrophoben C-
18-Alkylkette modifiziert; das so konstruierte amphiphile
Dendron wurde anschlieBend fiir die nichtvirale Genein-
schleusung zu Micellen aggregiert.® Der Genvektor ist selbst
bei hohem Stickstoff/Phosphor(N/P)-Verhiltnis (N/P =100)
ungiftig und vermag siRNA effizient ans Ziel zu fithren, um in
HeLa-Zellen eine Gen-Stilllegung zu erreichen.

3.3. Makromolekulare Wirkstoffe funktionalisierter Dendrimere

Dendrimere werden nicht nur zum Wirkstofftransport
eingesetzt, sondern konnen auch so gestaltet werden, dass
Impfstoffe, antivirale Wirkstoffe, Tumortherapeutika oder
pharmakologische Sonden fiir Ionenkanile erhalten werden.
Traditionell erfordern Antigen-Peptide zum Auslosen einer
starken Immunantwort die Konjugation mit einem Protein-
oder Peptidtrager, um die Schwierigkeiten infolge einer
schwachen Antigenitidt sowie durch immunogene Trégerpro-
teine zu vermeiden. Tam entwickelte multiple Antigen-Pep-
tide (MAPs)," die aus PLL-Dendrimeren mit kovalent an-
gekniipften Antigen-Peptiden bestehen. Die synthetisierten
MAPs mit mehreren Kopien des Antigens erhohten die Im-
munogenitdt stark und ergaben vielversprechende Impf-
stoffkandidaten fiir verschiedene Krankheiten wie Maul- und
Klauenseuche (MKS),I”! ATDS*! und Malaria.® In jiingerer
Zeit generierten Gervay-Hague et al. multivalente Peptid-
konstrukte mit zwei verschiedenen Peptidkomponenten, die
simultan B- und T,-zellvermittelte Immunreaktionen zu sti-
mulieren vermogen.'”! Die heteromultimeren Peptidkon-
strukte zeigten erhohte Bindung, Aviditit und Spezifitit ge-
gen den etablierten HIV-neutralisierenden Human-Antikor-
per Mab bl12, was sie zu HIV-1-Impfstoffkandidaten macht.
Interessanterweise konnen sich PDDs mit amphiphiler
Struktur zu Nanopartikeln aus einer peripheren antigenen
Epitopschicht, die mit einem Dendrimerkern konjugiert ist,
selbstorganisieren.'™ Fiir die Entwicklung eines neuartigen
Impfstoffs fiir Gruppe-A-Streptokokken (GAS) mit vermin-
derter Autoimmunitdt wurde eine dendritische Struktur aus
einem Polyacrylatkern und einer peripheren Schicht des B-
Zell-Minimalepitops J14 in Wasser zu 20 nm grofSen Nano-
partikeln zusammengelagert (Abbildung 11), sodass eine
maximale Zugénglichkeit fiir das Inmunsystem gewdihrleistet
ist und eine starke Immunreaktion gegen das GAS-M-Protein
resultiert.

Peptiddendrimere sind auch als antivirale Wirkstoffe
einsetzbar. So haben etwa Sato et al. Carbosilan-Dendrimere
mit drei, vier und sechs Kopien des Hamagglutinin(HA)-
bindenden Peptids (Ala-Arg-Leu-Pro-Arg) synthetisiert."!
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Abbildung 11. Synthese von Polyacrylatdendrimer-Nanopartikeln durch
Selbstorganisation. Adaptiert aus Lit. [12b], Copyright (2010), mit Ge-
nehmigung von John Wiley & Sons.

Das 6-mer-PDD zeigte die stiarksten Inhibitoraktivitdten ge-
gen zwei Human-Influenzavirusstimme, A/PR/8/34 (HIN1)
und A/Aichi/2/68 (H3N2), beide mit ICs;-Werten von
0.6 um." Ein mit Membranen wechselwirkendes, Alkin-mo-
difiziertes Peptid, das vom Glykoprotein H aus Herpes-sim-
plex-Virus (HSV) Typ 1 abgeleitet wurde, wurde von Weck
und Mitarbeitern an ein Azidodendrimer auf Polyamidbasis
angefiigt.”"! Es wurde erwartet, dass dieses Peptiddendrimer
mit dem Glykoprotein der Hiille von HSV-1 und HSV-2
wechselwirkt und so verhindert, dass die Viren mit Zell-
membranen in Kontakt kommen. Die 1Cy,-Werte fiir HSV-
1 und HSV-2 waren 100 bzw. 300 nM. Bei diesen Konzentra-
tionen fand sich kein Hinweis auf Cytotoxizitét.

Jiingst haben Gu und Mitarbeiter Tryptophan-reiche
Peptiddendrimere als neuartige dendritische Peptidwirkstoffe
fiir die Tumortherapie hergestellt.” Die PDDs wurden aus
einem polyedrischen, oligomeren Silsesquioxan(POSS)-
Kern, einem Lysinriickgrat und einer terminalen Tryptopha-
nylgruppe mittels Losungsphasenpeptidsynthese aufgebaut.
Infolge der gehduften Tryptophanylreste mit ihren Indol-
ringsystemen gingen die therapeutischen Dendrimere signi-
fikante supramolekulare Wechselwirkungen mit DNA ein.
Interessanterweise zeigten die Dendrimere verschiedenen
Tumorzelllinien gegeniiber eine gesteigerte Cytotoxizitiat und
vermochten auch die Proliferation von Tumorzellen in vivo zu
hemmen und die Zellapoptose am Tumorort zu beschleuni-
gen. Die Inhibition von Faktoren der pra-mRNA-Splei3ung
wie dem FBP21-Protein hat auf dem Gebiet der Tumorthe-
rapeutika an Interesse gewonnen.” Freund et al. konstru-
ierten iiber Sdure-Amid-Konjugation ein multivalentes, den-
dritisches Polyglyceringeriist mit durchschnittlich sieben
Peptiden der Sequenz WPPPPRVPR." Diese PDDs wiesen
gegeniiber dem monovalenten Peptid eine um das etwa 10-
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Abbildung 12. a) Ein Peptiddimer-Dendrimer mit Conotoxin a-Iml;

b) Inhibition der nAChR-Subtypen ha7, ha9a10 und ha3f2 durch a-
Iml- und Iml-Dendrimere. Adaptiert aus Lit. [50], Copyright (2015), mit
Genehmigung der American Chemical Society.

Fache gesteigerte Affinitét fiir die WW-Doménen des FBP21-
Proteins auf. Hieraus ergibt sich ein Ansatz fiir die Inhibition
der Erkennung Prolin-reicher Sequenzen durch FBP21.

Wir haben Peptiddendrimere mit erhohter pharmakolo-
gischer Wirkung gegen homomere nikotinische Acetylcho-
linrezeptoren entworfen (nAChRs; Abbildung 12).*") Ho-
momere di- und tetramere Lysindendrons, die den gegen a/7-
nikotinische Acetylcholinrezeptoren wirkenden Hemmstoff
o-ImlI tragen, wurden mittels Klickchemie synthetisiert. Ein
PEG-9-Abstandhalter wurde zwischen die a-ImI-Peptide und
die Dendronzweige eingefiigt, um die nachfolgende Bindung
an mehrere Bindungsorte zu ermoglichen. Das dimere Iml-
Konstrukt zeigte die stdrkste Wirkung bei ha7-nAChR
(ICsp=4nm), was gegeniiber dem nativen a-ImI (ICs,=
440 nm) einer 100-fachen Verstiarkung entspricht; bei den
heteromeren ha3p2- und ha9al10-nAChRs wurde keine si-
gnifikante Verstiarkung der Wirkung festgestellt. Das Den-
drimerdesign kann ein vielversprechendes Mittel zur Ver-
besserung der Wirkstirke und der Selektivitdt bioaktiver
Peptide sein.

3.4. Proteinmimetika

Dendrimere sind von vergleichbarer Grofe wie kleine
Proteine und konnen dafiir ausgelegt werden, die Wirkung
einer Reihe solcher Molekiile nachzuahmen. PDDs, wie
dendrimeres Collagen, haben sich als niitzliche Proteinmi-
metika erwiesen.[™ 2008 verkniipften Tong et al. zwei Sorten
trifunktioneller Peptide mit der Oberflaiche von PAMAM-
Dendrimeren, um collagenmimetische Dendrimere zu erhal-
ten.”® Die collagenmimetischen Peptide bestehen aus:

1) einer sich wiederholenden GPO(Gly-Pro-Hyp)-Sequenz,
die die tripelhelikale Struktur des Collagens nachahmen
soll;

2) der zellbindenden Sequenz Gly-Phe-Hyp-Gly-Glu-Arg
(GFOGER);
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Abbildung 13. PAMAM-Dendrimere mit zwei Typen collagenmimeti-
scher Peptide. Wiedergabe aus Lit. [76], Copyright (2008), mit Geneh-
migung von Elsevier.

3) entweder Ala-Pro-GIn-GIn-Glu-Ala (APQQEA) als
Aminakzeptorsonde oder Glu-Asp-Gly-Phe-Phe-Lys-Ile
(EDGFFKI), die als Amindonorsubstrat fiir die Ge-
webstransglutaminase (tTGase; Abbildung 13) wirkt.

Die beiden Typen von Peptiddendrimeren wurden im
Verhiiltnis 1:1 vermischt und enzymatisch zu einer supramo-
lekularen Struktur vernetzt, die eine stabile, collagenartige
Tripelhelixkonformation und verbesserte Zellerkennung
aufwies. Kono et al. entwarfen einen thermosensitiven, Col-
lagen imitierenden Wirkstofftrager durch die Kombination
von Collagenpeptiden (Pro-Pro-Gly)s mit einem PAMAM-
Dendron 4. Generation iiber Amidbindungen.”” Die Colla-
gendendrimere induzierten die Bildung einer collagenartigen
Tripelhelixkonformation. Der Vorgang war anders als bei
natiirlichem Collagen thermisch reversibel. Durch Anpassen
der Dendrimergenerationen und der Peptidldnge lassen sich
diese Dendrimere als mogliche Zellmatrix fiir eine kontrol-
lierte Wirkstofffreisetzung nutzen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Polymerchemiker haben bei der Synthese und dem Ein-
satz neuer Materialien fiir biomedizinische Zwecke bedeu-
tende Fortschritte erzielt.”®! PDDs, die Eigenschaften sowohl
von Peptiden als auch von Dendrons haben, sind besonders
vielversprechend. In diesem Kurzaufsatz haben wir Beispiele
fiir neuartige Routen zur Synthese von PDDs sowie einige
ausgewdihlte biomedizinische Anwendungen vorgestellt.

Fortschritte bei der PDD-Synthese griinden sich stark auf
die chemoselektive Peptidligation zur Konjugation linearer
oder cyclischer Peptide. Dennoch bleibt die vollstindige
Dekoration von Dendrimeren hoherer Generation mit
wohlstrukturierten Peptiden eine anspruchsvolle Aufgabe.
Zusitzlich zur Optimierung der Ligationschemie und der
Entwicklung effizienterer Konjugationsreaktionen sollte
auch die Rolle der Abstandhaltersegmente zwischen den
konjugierten Peptiden und dem Dendron weiter untersucht
werden, um die Beladungskapazitdt von PDDs bei Dendri-
meren hoherer Generation zu verbessern. Dariiber hinaus
miissen die Lange und die Flexibilitit solcher Abstandhalter
variiert werden, wenn oligomere Rezeptoren adressiert wer-
den, um mehrfache Bindungen (Multivalenz) zu erreichen./””!
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Im Riickblick auf die Entwicklung der frithen MAP-Sys-
teme zeigt sich, dass PDDs anfénglich als Impfstoffe und
antivirale Wirkstoffe Verwendung fanden. In der jiingeren
Vergangenheit sind sie verbreitet fiir die Adressierung be-
stimmter Rezeptoren fiir die Bildgebung sowie zum Wirk-
stofftransport eingesetzt worden. Der Integrin-o.f3;-Rezeptor
ist eines der bekannteren Ziele, bei denen die Préisentation
mehrerer cRGD-Peptide die Affinitét fiir das Integrin oyf3;
erhoht hat. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) ha-
ben auf dem Gebiet des Multivalenzdesigns ebenfalls be-
achtliche Aufmerksamkeit geweckt, obgleich in den meisten
Fillen keine signifikante Steigerung der Affinitdt gegeniiber
derjenigen von monomeren Peptidliganden festgestellt wer-
den konnte. In weiteren Optimierungsstudien sollte unter-
sucht werden, ob die Linge der Abstandhalter und die Pep-
tidorientierung auf dem Weg zur Multivalenz zum Erfolg
fithren konnen. Jiingst fand unsere Gruppe, dass sich den-
drimere Peptide durch eine signifikant gesteigerte Affinitét
und funktionelle Aktivitit an einem lIonenkanal, dem o7-
nAChR, auszeichnen.®” Dieser Befund kénnte auf eine
Vielzahl von Ionenkanilen erweiterbar sein, was zu wirksa-
meren und selektiveren Liganden fithren konnte.

Heute beginnt man damit, PDDs methodischer zu unter-
suchen, besonders in der Biomedizin. Heterogenitit ist je-
doch noch immer ein bedeutendes Problem, und in vielen
Fillen fehlt eine vollstindige Charakterisierung der PDDs.
Insgesamt sind chemisch optimierte Syntheserouten, bessere
Strukturdaten, verbesserte Analysen zur Qualitidtskontrolle
sowie ein besseres Verstdndnis der biophysikalischen Eigen-
schaften notwendig, um die Perspektiven von PDDs als
Kandidaten fiir vielzdhlige klinische Anwendungen zu ver-
bessern.
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