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3 KENNTNISSTAND

Die Synthese von Dendrimeren mit potentiellem Einsatz als makromolekulare Wirkstoff-
trager fiir Cytostatika ist ein hochgradig interdisziplindres Forschungsgebiet an der Schnittstelle
zwischen Chemie, Pharmazie und Medizin. Fiir biomedizinische Anwendungen ist es erforder-
lich, dal neben der optimalen Auswahl und Anbindung des gewiinschten Cytostatikums auch
der dendritische Wirkstofftrager alle Voraussetzungen fiir den Einsatz in lebenden Organismen
erflillt. Dazu gehoren neben der Stabilitit und guten Wasserloslichkeit der ausgewdéhlten Ver-

bindungen auch ihre gezielte chemische Modifizierbarkeit und hohe biologische Vertriglich-
keit 1071 1121

3.1 Platinkomplexe als Wirkstoffe in der Krebstherapie

Zu den bekanntesten Tumortherapeutika gehoren seit mehr als 30 Jahren Pt**-Komplexe
wie Cisplatin und Carboplatin™ (Abb. 11).""* "% Sie werden als Einzelpriparate oder in Ver-
bindung mit anderen, synergistisch wirkenden Cytostatika wie Bleomycin™' oder Doxorubicin
breit bei der Behandlung verschiedener Krebsformen, vor allem des Hodenkarzinoms und Tu-

moren des Hals-Kopf-Bereiches eingesetzt.
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Abb. 11: Strukturformeln einiger biologisch aktiver Platinkomplexe.

Die Wirkung von Platinkomplexen auf die Zellteilung des Bakteriums Escherichia coli
wurde 1965 von Rosenberg et al. eher zufillig entdeckt, als zur Untersuchung des Einflusses
von schwachem Wechselstrom auf die Bakterienzellen Platinelektroden verwendet wurden.!'"”!
Dabei zeigte sich, daB3 zwar nicht das Bakterienwachstum, wohl aber die Zellteilung von E. coli

durch geldste Platinkomplexe gehemmt wurde, was zur Ausbildung langer, fadenformiger Bak-

X Der Chelatligand des Carboplatins ist Cyclobutan-1,1-dicarboxylat (CBDC).
X' Bleomycin ist ein Eisen-haltiges Antibiotikum, das ebenfalls durch Interaktion mit der DNA cytotoxisch wirkt.
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terienzellen fiihrte. Nachfolgende Studien ergaben, dal die Hemmung der Zellteilung durch die
beiden Komplexe cis-[Pt(NH;3),Cls] und cis-[Pt(NH3),CL] (,,Cisplatin®) verursacht wurde,!''®!
und weitere Tests an Miusen zeigten die groBe Antitumor-Aktivitit dieser Verbindungen.!''”
Die Wirkungsweise der Platinkomplexe wurde seitdem in zahlreichen Studien ausfiihrlich unter-
sucht.!''®

Nach Injektion und passivem Transport durch das Blut gelangt das noch intakte Cisplatin
durch die Zellwéinde verschiedener Organe und des Tumors (Abb. 12). Im Inneren der Zellen
wird es aufgrund der niedrigeren Chloridionenkonzentration rasch zu der besonders reaktiven
Form cis-[Pt(NH3),Cl(H,0)]" hydrolysiert.[“g] Wie alle platinhaltigen Cytostatika erreicht der
Komplex seine Wirksamkeit durch Koordination an die Stickstoffatome der Nucleobasen in der
DNA.""! Die Bindung an zumeist zwei benachbarte Guanosinnucleotide bewirkt eine Destabili-
sierung der DNA-Doppelhelix und erzeugt einen Schleifenknick (,,kink*) im Polymerstrang. Als
Konsequenz dieser irreversiblen DNA-Bindung wird die DNA-Replikation gestoért und damit

die Zelle massiv geschadigt.
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Abb. 12: Vereinfachte schematische Darstellung des Metabolismus von Cisplatin im menschlichen Kérper.
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Eines der groften Probleme der klassischen Platinkomplexe wie Cisplatin ist neben der
fehlenden Selektivitét fiir Tumorzellen, die zum Auftreten von Nebenwirkungen wie Nephro-
und Neurotoxizitét fiihrt, vor allem ihre geringe Wasserloslichkeit. Carboplatin ist zwar deutlich
besser loslich in Wasser, aber auch viel reaktionstrdger, so da3 es wesentlich héher dosiert wer-
den muB. In den letzten Jahren ging deshalb die Forschung in Richtung der Synthese moglichst
gut wasserldslicher Platinkomplexe. Auch wurden Platinkomplexe mit biologisch aktiven Tré-

21 yund Ostrogen-Analoga!'**! hergestellt. Um die Wasserlos-

gerliganden wie z. B. Doxorubicin!
lichkeit der Platinkomplexe zu verbessern, wurde neben dem Austausch der Chloridliganden
gegen chelatisierende Carboxylate (wie z. B. CBDC), Oxalat oder Glycolat noch eine Reihe von

rt.'%) Diese sehr gut wasserldsli-

anorganischen Phosphonocarboxylat-Komplexen synthetisie
chen Platinkomplexe zeichnen sich durch eine grof3e Stabilitdt und hervorragende Aktivitédt bei
Untersuchungen an Maiusen aus. Weiterhin wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen auch
Versuche zur Anbindung der Platinkomplexe an polymere Triger unternommen. Wasserlosliche
Polymer-Platin-Konjugate dieser Art werden in den nachfolgenden Kapiteln noch ausfiihrlich

besprochen.

3.2 Polymer-Cytostatika-Konjugate

Das Konzept der steuerbaren, makromolekularen Wirkstofftragersysteme wurde erstmalig
1975 von Ringsdorf beschrieben*"! und hat seitdem intensiv verbessert und weiterentwik-
kelt.'*! Neben der Wirkstoffanbindung an natiirlich vorkommende Proteine und Antikorper
wurden in den letzten Jahren vermehrt auch synthetische Polymere und alternative Wirkstofftré-

291 und Immu-

gersysteme wie Liposomen!'*®), Nanopartikel!'*”), Mikrosphiren!'**!, Hydrogele!
notoxine!*” synthetisiert und biologisch evaluiert. Aufgrund ihrer GréBe und ihres hohen Mo-
lekulargewichtes haben Polymere eine verlingerte intravaskulire Halbwertszeit.!'>* 3! Durch

den sogenannten ,, enhanced permeability and retention (EPR)-Effekt“*" reichern sie sich dar-

X' Der EPR-Effekt beruht auf dem Phianomen, daB BlutgefiBe, die durch Angiogenese in der Nihe eines Tumors
neu gebildet werden, groBe strukturelle Liicken aufweisen. Allgemein sind solche Gefile weniger fest und
durchléssiger fiir Makromolekiile als Gefdf3e, die normales ,,gesundes* Gewebe versorgen. Die pordse Struktur
dient dazu, den schnell wachsenden Tumorzellen genug Sauerstoff und Néhrstoffe zur Verfligung zu stellen. Sie
bewirkt aber gleichzeitig auch, dafl grole Makromolekiile die GefdBwénde passieren und in das umliegende
Tumorgewebe diffundieren konnen (Extravasion). Dies fiihrt zu einer selektiven Anreicherung von Makromole-
kiilen in der Ndhe von Tumoren. Dariiber hinaus verhindert noch eine verminderte lymphatische Drainage im
Tumorgewebe, dafl die Makromolekiile wieder aus dem Gewebe abgefiihrt werden. Die verbleibenden Molekii-
le konnen dann von den Tumorzellen mittels Endocytose aufgenommen werden. Somit bietet der EPR-Effekt
die Moglichkeit einer passiven Zielsteuerung von makromolekularen Wirkstofftrager-Systemen zum Tumorge-
webe, womit sich potentiell die Nebenwirkungen fiir den Organismus minimieren lassen.
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{iber hinaus noch passiv in Tumoren an''*?

und werden mittels Endocytose von den Tumorzel-
len aufgenommen. Die kovalente Anbindung von kleinen Cytostatikamolekiilen an makromole-
kulare Trager bietet somit eine effiziente Methode, um die Spezifitit der Cytostatika zu verbes-
sern.

Zunichst schien es naheliegend, natiirliche Biopolymere wie Proteine oder Antikorper fiir
den Cytostatikumtransport zu verwenden. So wurde beispielsweise von Kratz und Mitarbeitern
das Cytostatikum Chlorambucil kovalent an die Proteine Serumalbumin und Transferrin gebun-
den.” Die Anbindung des Chlorambucils an humanes Transferrin erfolgte dabei iiber ein
Chlorambucil-Maleimid-Derivat, das in einer schnellen und selektiven Reaktion mit Cystein-
Thiolgruppen des Transferrins unter Ausbildung einer stabilen Thioetherbindung reagierte

(Schema 2).
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Schema 2: Anbindung von Chlorambucil an Thiolgruppen des humanen Serumtransferrins nach Kratz

et al.””
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Dullens et al. zeigten am Beispiel ihrer Chlorambucil-Antikorper-Konjugate hingegen schon
friih, daB fiir den Cytostatikumtransport auch allein physikalische Adsorption genutzt werden

kann.'*?

] Daneben konnen auch im Protein enthaltene Aminosiuren wie Histidin, Tyrosin oder
Asparaginsdure als Liganden fiir die Komplexierung von cytostatischen Metallionen dienen.
Dies konnte so von Sadler und Mitarbeitern fiir die Bindung und Freisetzung von Ti*" an huma-
nes Transferrin gezeigt werden.!'**!

Um die Nachteile der proteinogenen makromolekularen Tragermolekiile wie Instabilitdt
und Immunogenitit zu umgehen, wurde in den letzten Jahren eine Reihe von synthetischen
Polymeren als Trigermolekiile fiir Cytostatika eingesetzt. So verwendeten Liao und Zhuo
Poly(L-lysin) als Triger fiir das Cytostatikum 5-Fluorouracil!®? und Wallace und Mitarbeiter
banden den Antitumorwirkstoff Paclitaxel kovalent an Poly(L-Glutaminsdure) als wasserlosli-
ches, makromolekulares Trigermolekiil'®. Biologisch aktive (Diamin)platinkomplexe wurden
von Song und Sohn iiber Dicarboxylat-Spacer oder iliber Glutamat oder Aspartat an Poly-
phosphazene gebunden.!"*” Einen neuen Weg zur Anbindung von trans-(Diamin)platin(i)-
Komplexen beschritten 2002 Boom, Reedijk und Lippert, die als polymeres Tragermolekiil ,,pep-

X einsetzten.*® Die Komplexierung der Pt**-Metallionen

tide nucleic acid (PNA)*“-Oligomere
erfolgte dabei liber das Guanosin-Nucleotid eines geschiitzten PNA-Bausteins, der nachfolgend
mittels Festphasensynthese an ein PNA-Oligomer angebunden wurde.

Die bis heute am umfangreichsten untersuchte Gruppe makromolekularer Trager zum ge-
richteten Transport von Krebstherapeutika ist dennoch zweifellos die der N-(2-Hydroxypropyl)-
methacrylamid (HPMA)-Copolymere.'"*” Es handelt sich hierbei um wasserlsliche, biokompa-
tible!"** und nichtimmunogene!*”! Polymere, von denen mittlerweile schon einige Konjugate in
Phase I und II der klinischen Versuche sind."*” An HPMA-Copolymere wurden schon unter-
schiedlichste Cytostatika angebunden und mit bestimmten ,,targeting*“-Sequenzen zur Zielsteue-
rung auf Krebszellen versehen. Seymour und Mitarbeiter untersuchten beispielsweise HPMA-
Copolymere mit kovalent gebundenem Doxorubicin und Galactose als ,targeting““-Molekiil fiir
[141]

den Asialoglycoprotein (ASGPR)-Rezeptor auf der Membran bestimmter Krebszellinien.

Das Cytostatikum Doxorubicin wurde hierbei iiber einen Peptid-Spacer an das Polymer gebun-

X peptide nucleic acids (PNAs) sind DNA-Mimetika, in denen das Zuckerphosphatriickgrat durch

N-(2-Aminoethyl)glycin-Einheiten ersetzt ist. Durch ihre hohe chemische und biologische Stabilitidt und ihre
starken und spezifischen Bindungseigenschaften fiir gewisse DNA- oder RNA-Sequenzen sind sie vielverspre-
chende Kandidaten fiir die Regulation der Genexpression in biomedizinischen Anwendungen.
Fiir einfithrende Literatur zu diesem Thema, siche: P. E. Nielsen, M. Engholm, R. H. Berg, O. Buchhardt, “Se-
quence-selective recognition of DNA by strand displacement with a thymine-substituted polyamide”, Science
1991, 254, 1497-1500 und D. A. Dean, “Peptide nucleic acids: versatile tools for gene therapy strategies”, Adv.
Drug Deliv. Rev. 2000, 44, 81-95.
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den, das nach endocytotischer Aufnahme in den Krebszellen mittels Spaltung durch lysosomale

Cysteinproteasen freigesetzt werden kann (Abb. 13a). Weiterhin zeigten Duncan et al., dal auch
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Abb. 13: Strukturformeln der HPMA-Copolymer-Wirkstoff-Konjugate mit spaltbaren Spacern nach
Duncan und Kopecek. (a) HPMA-Copolymer mit Doxorubicin an enzymatisch spaltbarem Spacer und
N-Acetylgalactose als ,targeting“-Molekiil fiir den ASGPR-Rezeptor, (b) HPMA-Copolymer mit Ethy-
lendiamin-gebundenem Platin(il)komplex an enzymatisch spaltbarem Spacer, (c) HPMA-Copolymer mit
Carboxylat-gebundenem Platin(il)komplex an sdurelabilem Spacer und (d) HPMA-Copolymer mit Car-
boxylat-gebundenem Platin(il)komplex an sdurelabilem und/oder enzymatisch spaltbarem Spacer.
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cytostatisch aktive Platinkomplexe an HPMA-Copolymere gebunden werden konnten.'*! Hier
erfolgte die Anbindung der Platinkomplexe an das Polymerriickgrat entweder {iber einen proteo-
lytisch spaltbaren Peptidspacer oder iiber eine in Lysosomen sauer hydrolysierbare Verbin-
dungssequenz (Abb. 13b-d). Neben Zuckern!'*'"!** wurden als ,targeting“-Sequenzen bei
HPMA-Copolymeren héufig auch Antikdrper oder Antikorperfragmente verwendet, die be-
stimmte Epitope auf der Plasmamenbran der Krebszellen erkennen!'**!. Dazu wurden syntheti-
sche Methoden entwickelt, die die Antikorper sowohl iiber freie Aminogruppen (statistische
Ankniipfung)!"** < als auch iiber die Aldehydgruppen oxidierter Zuckerdoménen (zielgerichtete
Ankniipfung)!'*¢! an das Polymer binden. Antikorperfragmente kénnen direkt iiber ihre

SH-Gruppen mit einer Maleimidgruppe am Polymer (Thioether-Bindung)!'**¢}-H44]

reagieren.
Die grofiten Nachteile der HPMA-Copolymere wie auch der meisten anderen synthetischen Po-
lymere fiir biomedizinische Anwendungen sind die fehlende biologische Abbaubarkeit des Po-
lymerriickgrats und die Schwierigkeiten bei der Synthese von Polymeren mit niedriger Poly-

dispersitit.!'**!
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3.3 Dendrimer-Cytostatika-Konjugate

(351 167): jst neben

Die Verwendung von Dendrimeren als Tragersubstanzen fiir Cytostatika
ihrem Einsatz als Transfektionsreagenzien® " und in der BNCT® % vermutlich eines der zu-
kiinftigen Hauptanwendungsgebiete fiir Dendrimere im biomedizinischen Bereich (vgl. Kap. 1).
Vorteile der Dendrimere im Vergleich zu klassischen Polymeren ist ihre Monodispersitit, die
hohe Endruppendichte auf ihrer Oberfliche sowie die Moglichkeiten einer gezielten Oberflé-
chenfunktionalisierung.

Allgemein gibt es drei verschiedene Moglichkeiten, um Cytostatika mit Dendrimeren zu
transportieren und im Organismus zu verteilen. Dies kann erreicht werden, indem man die
Wirkstoffe im Inneren eines Dendrimeres einschlief3t, sie stabil und kovalent an die Endgruppen

eines Dendrimers bindet oder sie durch spaltbare ,,Spacer” mit den peripheren Gruppen eines

Dendrimers verkniipft (Abb. 14).

(O : Wirkstoffmolekdl

a b c

Abb. 14: Maéglichkeiten des Transportes von Wirkstoffmolekiilen durch Dendrimere. (a) Das Cytostatikum
ist im Inneren eines Dendrimers eingeschlossen und kann gezielt wieder freigesetzt werden, (b) der
Wirkstoff ist kovalent an die peripheren Gruppen eines Dendrimers gebunden und (c¢) das Cytostatikum
ist tiber einen spaltbaren Spacer an das Dendrimer gebunden.

Obwohl es sich beim Typen (a) in Abb. 14 nicht um wirkliche Dendrimer-Cytostatika-
Konjugate handelt, wurden solche Wirt-Gast-Wechselwirkungen zwischen Dendrimeren und
hydrophoben Wirkstoffmolekiilen doch als erste systematisch untersucht. So beschrieben im
Jahre 1999 Twyman et al. die Synthese von zwei wasserloslichen PAMAM-Dendrimeren mit

peripheren Hydroxylgruppen zur potentiellen Verwendung als Wirkstofftragermolekiile
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(Abb. 15a)."*! Die Autoren untersuchten mit diesen Dendrimeren die Komplexierung einer

Reihe kleiner, hydrophober Sauren als Gastmolekiile und Modelle fiir Cytostatika. Der (1 : 1)-
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Abb. 15: Dendritische unimolekulare Micellen zur Adsorption von Cytostatika in ihrem Inneren. (a) Ein
wasserldsliches G2 Hydroxyl-PAMAM-Dendrimer nach Twyman et al. und (b) ein dendritischer G2 Hy-
percore mit peripheren PEG-Ketten nach Fréchet et al.
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Komplex des Dendrimers mit Benzoesdure war in Wasser vollsténdig 16slich und bei neutralem
pH-Wert stabil, zerfiel aber unter sauren Bedingungen. Daraus schlossen die Autoren, daf} zur
Stabilisierung des Komplexes eine Wechselwirkung zwischen den sauren Protonen des Gastmo-
lekiils und den basischen tertidren Stickstoffen des Dendrimers wichtig war. Eine weitere Unter-
suchung dieser Art wurde 2000 von Kono und Mitarbeitern mit der Synthese von

471 Die Fahigkeit der Dendrime-

PAMAM-Dendrimeren mit peripheren PEG-Ketten vorgestellt.
re zum Einschlufl der Cytostatika Adriamycin und Methotrexat nahm mit wachsender Dendri-
mergeneration und mit zunehmender Lange der PEG-Ketten auf der Dendrimeroberflidche zu.
Das beste Ergebnis erhielten die Forscher mit einem G4-Dendrimer, das PEG-Ketten mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 2000 g/mol trug. Dieses konnte im Durchschnitt 6,5
Molekiile Adriamycin oder 26 Molekiile Methotrexat pro Dendrimermolekiil binden. In einem
Medium mit schwacher Ionenstirke konnten diese Systeme Methotrexat langsam und gezielt
wieder aus ihrem Inneren entlassen, wiahrend in isotonischen Lésungen sowohl Adriamycin als
auch Methotrexat sofort von den Dendrimeren freigesetzt wurden. Kiirzlich wurde aus der glei-
chen Arbeitsgruppe die Synthese von PAMAM-Dendrimeren mit PEG- und Cystein-Resten
berichtet, die in einer oxidierenden Umgebung Wirkstoffmolekiile fest einschliefen und diese
dann unter reduzierenden Bedingungen gezielt wieder freisetzen konnen.!"**! Dieser Effekt wur-
de durch eine Quervernetzung der Cysteinreste erreicht, die an der Dendrimerperipherie eine
Netzwerkstruktur ausbildeten. Anhand des Farbstoffs ,,Rose Bengal* konnte gezeigt werden,
daf} das Netzwerk eine effektive Barriere fiir den Austritt von kleinen Molekiilen aus dem Den-
drimerinneren darstellt. Ebenfalls im Jahr 2000 berichteten auch Fréchet et al. die Synthese
wasserloslicher dendritischer unimolekularer Micellen mit einem hydrophoben Kern und hy-
drophiler AuBenhiille zur potentiellen Anwendung als Wirkstofftrigersysteme (Abb. 15b).['*")
Dazu wurden vier Generationen von dendritischen Hypercores mit jeweils 6, 12, 24 oder 28
phenolischen Endgruppen synthetisiert und anschlieend mit PEG-Monomethylether-Mesylat
umgesetzt. Die Fahigkeit dieser dendritischen ,,Container* zum Einschlu3 von Wirkstoffmole-
kiilen wurde mit der Modellsubstanz Indomethacin untersucht. Die dendritischen Micellen ent-
hielten 11 Gew.% Indomethacin, und erste Untersuchungen zeigten, dall der Wirkstoff in vitro
auch gezielt wieder freigesetzt werden kann.

Eine neue Entwicklung in der Krebstherapie ist der gezielte DNA-Transfer in Tumorzel-

1 .
9 Soria und

len. Auch in diesem Bereich wurden kiirzlich PAMAM-Dendrimere eingesetzt.!
Mitarbeiter komplexierten diese Dendrimere mit DNA-Oligomeren, die fiir Angiostatin und

TIMP-2 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase) kodierende Bereiche enthielten. Mit diesen
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Dendrimer-DNA-Komplexen wurden dann Krebszellen transfiziert, worauf es in vivo zu einer
96 %igen Inhibierung des Tumorwachstums und einer Verminderung der Angiogenese kam.

Um klassische Dendrimer-Wirkstoff-Konjugate zu erhalten, wurden in den letzten Jahren
bereits unterschiedliche biologisch aktive Molekiile an die peripheren funktionellen Gruppen
von Dendrimeren angebracht und die entsprechenden Systeme biologisch evaluiert. Zu solchen

biologisch aktiven Molekiilen gehdrten vor allem diverse Zucker!™!

152]

zur Zellerkennung und
Antikorper™ 12! zum gerichteten ,.targeting der Konjugate auf Krebszellen. Im Gegensatz
dazu lagen zu Beginn dieser Arbeit kaum grundlegende Studien zur Synthese und biologischen
Evaluierung von Dendrimer-Cyfostatika-Konjugaten vor. Die einfachste Moglichkeit zur Syn-
these solcher Konjugate ist die direkte Anbindung der Cytostatika an die ,,Oberfliche der Den-
drimere (vgl. Abb. 14b). Die erste so geartete Studie wurde 1999 von Zhuo et al. vorgelegt, in
der die Autoren die Synthese von Poly(amidoamin)-Dendrimeren mit einem 1,4,7,10-Tetra-

(191 Dyrch an-

azacyclododecan-Kernmolekiil berichteten, an die sie 5-Fluorouracil anbrachten.
schlieBende Hydrolyse dieser Dendrimer-Fluorouracil-Konjugate bei 37 °C in Phosphat (PBS)-
Puffer (pH 7.,4) konnte das Cytostatikum wieder freigesetzt werden. Das Ausmall der
5-Fluorouracil-Freisetzung war dabei abhingig von der jeweils verwendeten Dendrimergenera-
tion. Im gleichen Jahr verdffentlichte auch die Arbeitsgruppe Fréchet einige grundlegende Ar-
beiten zur Synthese von Poly(arylether)-Dendrimeren und deren Modifikation mit Wirkstoffmo-
lekiilen, ,targeting“-Funktionen und/oder 16slichkeitsvermittelnden Gruppen. Dazu waren zu-
ndchst Dendrimer-Grundkorper nétig, die selektiv und zielgerichtet mit mehr als einer funktio-
nellen Gruppe versehen werden konnten. Das erste solche Beispiel eines potentiellen Dendri-
mer-Wirkstoff-Konjugates stellten die Autoren mit einem Polyether-Dendrimer vor, das in der
Peripherie sowohl kurze PEG-Ketten zur Loslichkeitsvermittlung als auch ein Modell-
Wirkstoffmolekiil (Cholesterol oder eine natiirliche Aminoséure) trug (Abb. 16a).”> Ein ande-
res Poly(arylether)-Dendrimersystem mit zwei unterschiedlichen funktionellen Gruppen wurde
von Fréchet et al. im gleichen Jahr vorgestellt.*”! Hierbei lag allerdings eine Funktionalitit in
der Peripherie und die zweite im Inneren des Dendrimers. Ein weiteres interessantes Beispiel fiir
ein potentielles Dendrimer-Cytostatikum-Konjugat veroffentlichten die Autoren ebenfalls 1999,
ndmlich die Synthese von Poly(arylether)-Dendrimeren mit Folat oder Methotrexat (MTX) in
der Peripherie.”” Zur Synthese der Konjugate wurden ausgehend von den Ester-terminierten
Dendrimeren Hydrazidgruppen in der Peripherie eingefiihrt, die in einer direkten Reaktion unter
Standard-Aktivesterkupplungsbedingungen mit Folsdure oder MTX umgesetzt werden konnten.
Die Dendrimer-Folsdure-Konjugate waren in wiéssrigen Systemen oberhalb von pH 7.4 gut 16s-

lich. Bei saureren pH-Werten fielen sie jedoch aus der Losung aus, vermutlich verursacht durch
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die Protonierung der zweiten freien Folsdure-Carboxylgruppe an der Dendrimeroberfldche.
Reedijk et al. berichteten ebenfalls im Jahre 1999 die Synthese eines Poly(propylenimin)-
Dendrimers der ersten Generation mit vier peripheren trans-Diaminchloroplatin-Komplexen
(Abb. 16b)."°* Die Autoren vermuteten, daB dieses Dendrimer-Platin-Konjugat weniger leicht
durch intracelluldre Thiolate inaktivierbar sei als Cisplatin, und daB es dariiber hinaus zur stabi-
len Quervernetzung der DNA befdhigt sei. Cytotoxizitdtsuntersuchungen an zwei Mauskrebs-

zellinien zeigten die geringe Toxizitét dieses tetranuclearen Platin-Dendrimer-Konjugates.
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Abb. 16: Strukturen zweier Dendrimer-Wirkstoff-Konjugate aus dem Jahre 1999. (a) difunktionelles Den-
drimer-PEG-Cholesterol-Konjugat nach Fréchet und (b) tetranucleares Dendrimer-Platinat nach Reedijk.

1999 veroffentlichten schlieBlich auch Duncan und Mitarbeiter die Umsetzung eines Car-
boxylat-terminierten PAMAM-Dendrimers der Generation 3,5 mit Cisplatin zu einem wasser-
16slichen Dendrimer-Platin-Konjugat mit einem Platingehalt von 20-25 Gew.%.!""! Die Autoren
konnten im Rahmen ihrer Studie zeigen, daB dieses Dendrimer-Platinat in vitro langsam Pt*
freisetzte und dal} es dariiber hinaus in vivo aktiver war als Cisplatin. Wahrend das Dendrimer-
Platin-Konjugat allgemein weniger toxische Wirkungen zeigte als Cisplatin, kam es doch zu
einer selektiven Anreicherung dieser Verbindung in den Tumoren der untersuchten Mause (etwa
50fach stérker als bei Cisplatin).

Nach Beginn der vorliegenden Arbeit veroffentlichten Janda und Mitarbeiter die Synthese eines

[153

dendritischen Makromolekiils mit neun Chlorambucilresten.!'>* Uber eine Maleimidgruppe am
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fokalen Punkt war dieses Dendron geeignet mit Cysteinresten eines Antikdrpers zu reagieren
und somit neuartige Antikorper-Wirkstoff-Immunokonjugate mit einem ,,targeting™ auf Krebs-
zellen zu bilden. Ebenfalls im Jahre 2002 berichteten Baker et al. die Funktionalisierung von
PAMAM-Dendrimeren der fiinften Generation mit Fluorescein als Fluoreszenzlabel und mit
Folsdure zum gerichteten ,targeting* der Dendrimere auf den in Krebszellen i{iberexprimierten

5% Dariiber hinaus wurde von den Autoren auch das Cyto-

Folatrezeptor in der Plasmamenbran.
statikum Methotrexat als Wirkstoff an die Dendrimere gebunden. Mit allen Dendrimertypen
wurden anschliefend Experimente zur Bindung der Konjugate an die Membran von Krebszellen
und deren rezeptorvermittelte Endocytose durchgefiihrt. Die Aufnahme der Konjugate in die
Krebszellen und deren intrazelluldre Verteilung wird im Kapitel 3.5 noch néher erldutert. Eine
grole Auswahl von Arbeiten zum Thema Dendrimer-Cytostatika-Konjugate wurde noch im
gleichen Jahr von Fréchet und Mitarbeitern prisentiert. Sie entwickelten einen neuen Satz von
Polyester-Dendrimeren mit potentiellem Einsatz als Wirkstofftragermolekiile.!'"™ Dieser Satz
von Dendrimeren basiert auf dem Monomer 2,2-Bis-(hydroxymethyl)propansdure und ist durch
die groBBe Anzahl an peripheren Hydroxylgruppen selbst in ungeladenem Zustand gut wasserlds-
lich. Fiir erste biologische Untersuchungen wurden drei Modellverbindungen getestet, von de-
nen eine aufgrund ihrer hohen Verweildauer im Serum und allgemein guten Vertrdglichkeit als

(1561 Diese Modellverbindung wurde dann

die geeigneteste flir weitere Modifikationen erschien.
als Grundgeriist fiir ein Dendrimer-Doxorubicin-Konjugat benutzt, in dem das Cytostatikum
iiber eine sdurelabile Hydrazonbindung an das Dendrimer angebracht wurde (Abb. 17). MALDI-
TOF MS und UV-Absorptionsmessungen ergaben jedoch, dafl die Reaktion des Doxorubicins
mit den peripheren Hydrazidgruppen des Dendrimers nur unvollstindig zu etwa 50 % verlief
(sechs von insgesamt zwOlf mdglichen Positionen im Molekiil waren belegt). Auch mit diesem
Dendrimer-Doxorubicin-Konjugat wurden nachfolgend biologische Untersuchungen in vitro an
verschiedenen Krebszelllinien und in vivo an Méusen durchgefiihrt.!'>® Das Konjugat konnte in
vitro unter physiologischen Bedingungen Doxorubicin freisetzen, wobei die Freisetzung im we-
sentlichen abhingig vom pH-Wert des umgebenden Mediums war. In lebenden Organismen
zeigte das Konjugat eine im Vergleich zu freiem Doxorubicin nur eine sehr geringe Akkumula-
tion in wichtigen Organen und dariiber hinaus eine deutlich ldngere Verweildauer im Blut. In
anschlieBenden Arbeiten von Fréchet et al. wurde diese Grundstruktur weiter optimiert und im
wesentlichen zwei unterschiedliche Polyester-Dendren iiber konvergente oder divergente Syn-

[57) Hierbei trug eines der beiden orthogonal geschiitzten

thesemethoden miteinander verbunden.
Dendren multiple funktionelle Gruppen zur Anbindung von Cytostatika und das andere wurde in

einem letzten Schritt mit 10slichkeitsvermittelnden Poly(ethylenoxy)ketten versehen. Auf diese
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Weise konnte eine kleine Bibliothek von verschiedenen Dendrimeren mit Molekulargewichten

zwischen 20 und 160 kDa synthetisiert und mittels verschiedener Techniken eindeutig charakte-

risiert werden.
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Abb. 17: Ein (Polyester-/Polyethylenoxy-)Dendrimer-Doxorubicin (DOX)-Konjugat aus der Arbeitsgruppe
Fréchet. Das Molekulargewicht des dreiarmigen PEG-Dendrimergrundgeriistes betrdgt ~ 22550 g/mol.
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3.4 Cytotoxizitit von Dendrimeren

Um Dendrimere als makromolekulare Triger fiir Wirkstoffe oder Medikamente einsetzen
zu konnen ist es unabdingbar, daB3 die Dendrimerstruktur an sich biologisch vertraglich und
moglichst nicht toxisch ist. Obwohl dies die Grundvoraussetzung fiir jede Verwendung von
Dendrimeren im biomedizinischen Bereich ist, gab es zu Beginn der vorliegenden Arbeit kaum
systematische Studien zur Toxizitdt von Dendrimeren in Zellkultur oder in lebenden Organis-
men. Allenfalls waren einzelne Beispiele von Arbeitsgruppen bekannt, die Dendrimere als
Transfektionsreagenzien einsetzten und punktuell die Toxizitdt der gebildeten Dendrimer-DNA-
Komplexe ermittelten. [ 2%

Erstmalig wurde 1996 von Roberts et al. das biologische Verhalten von PAMAM-
Dendrimeren der dritten, fiinften und siebten Generation in vitro und in vivo systematisch unter-
sucht.™ Sowohl in Zellkultur an V79 Fibroblastenzellen als auch in vivo an Swiss-Webster
Maiusen wurden Eigenschaften wie Toxizitdt, Immunogenitit und Verteilung der Dendrimere im
Organismus untersucht. Dabei fanden die Autoren keinen Hinweis auf eine Immunreaktion, sehr
wohl beobachteten sie aber eine konzentrations- und generationsabhiingige Toxizitdt der ver-
wendeten Dendrimere. Vor allem die PAMAM-Dendrimere der siebten Generation waren so-
wohl in vitro als auch in vivo eindeutig toxisch, wihrend bei den Dendrimeren der fiinften und
der dritten Generation dieses nur schwécher bzw. gar nicht zu beobachten war. Die Toxizitéts-
unterschiede waren bei den beiden niederen Generationen nicht so deutlich ausgeprigt. Jedoch
vermuteten die Autoren auch hier eine Zunahme der Toxizitdt mit steigender Generation der
Dendrimere. In Médusen zeigte das G3-Dendrimer die hochste Akkumulation in den Nieren,
wihrend das G5- und das G7-Dendrimer vorrangig in der Bauchspeicheldriise angereichert wur-
den.

Im Jahre 2000 verdffentlichten Duncan und Mitarbeiter eine breiter angelegte, systemati-
sche Studie zur Biokompatibilitit fiinf verschiedener Typen von Dendrimeren.'®” Dabei han-
delte es sich zum einen um polykationische Dendrimere wie die klassischen PAMAMSs und zwei
Arten von PPI-Dendrimeren, entweder mit einem Diaminobutan (DAB)- oder einem Diami-
noethan (DAE)-Core. Zum anderen untersuchten sie auch polyanionische, Carboxylat-
terminierte PAMAMSs und DABs (,,halbe Generationen*), sowie ungeladene, oligo(ethylenoxy)-
terminierte Carbosilan (CSi-PEO)-Dendrimere. Zur Untersuchung der Biokompatibilitit wurde
die Toxizitdt der Dendrimere in vitro an verschiedenen Zelllinien (B16F19, CCRF und HepG2)
und in vivo an Wistar-Ratten getestet. Frisch pridparierte Ratten-Erythrozytenzellen dienten zur

Durchfiihrung eines Hiamolysetests. SchlieBlich wurde anhand von '*’I-markierten PAMAM-
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Dendrimeren auch noch die Verteilung der Dendrimere im lebenden Organismus untersucht. Als
Ergebnis dieser breit angelegten Studie stellte sich heraus, daf alle verwendeten kationischen
Dendrimere cytotoxisch waren, wobei das Ausmal} der Toxizitit sowohl vom Zelltyp, als auch
vom verwendeten Dendrimertyp und der Generation des jeweiligen Dendrimers abhéngig war.
AuBerdem verdnderten die kationischen Dendrimere im Hamolysetest die Erythrozytenmorpho-
logie und sie verursachten Hamolyse. Im Gegensatz dazu wirkten die anionischen Dendrimere
mit freien Carboyxlatgruppen und die Carbosilan-PEO-Dendrimere weder hdmolytisch noch

125]_markierten kationischen PAMAM-Dendrimere der dritten und vierten Ge-

cytotoxisch. Die
neration wurden nach intravendser Injektion in weniger als einer Stunde wieder aus dem Blut
entfernt, wihrend die entsprechenden anionischen PAMAMs der ,,halben Generationen* deut-
lich langere Zirkulationszeiten zeigten. Im gleichen Jahr erhielten auch Witvrouw et al. dhnliche
Ergebnisse fiir ihre negativ geladenen, sulfonierten oder carboxylierten PAMAM-Dendrimere,

(1611 Alle Dendrimere waren bis zu den

deren Cytotoxizitét sie in vitro an MT-4 Zellen testeten.
hochsten Konzentrationen von 250 pg/ml nicht toxisch. Die in vitro Cytotoxizitdt der Polyester-
Dendrimere von Fréchet et al. (vgl. Kap. 3.3 und Abb. 17) wurde im Jahre 2002 an der Maus-
krebszellinie BI6F10 und an der humanen Krebszelllinie MDA-MD-231 untersucht.!*® Alle
drei Modellverbindungen zeigten keine toxischen Effekte in Zellkultur, und nur in den héchsten
getesteten Konzentrationen (40 mg/ml) konnte eine leichte Hemmung des Zellwachstums beo-
bachtet werden. Erste in vivo Untersuchungen an CD-1-Maiusen zeigten eine allgemein gute
Vertraglichkeit der Dendrimere nach intravendser Injektion. Nach Radioisotopenmarkierung der

drei Modelldendrimere mit '*°

I konnte ihre Verteilung im Organismus dargestellt werden. Wih-
rend zwei der drei Modellverbindungen rasch iiber die Nieren wieder ausgeschieden wurden und
keine Akkumulation in bestimmten Organen zu beobachten war, wurde die dritte signifikant in
der Leber angereichert. Dabei blieb unklar, ob bei dem dritten Dendrimer die '*’I-Markierung an
der Dendrimer-Oberfliche fiir den beobachteten Effekt verantwortlich war. In einer erst kiirzlich
erschienen Arbeit berichteten D 'Emanuele et al. iiber den EinfluBl von Oberflachenmodifikatio-

(1621 Die Autoren modifizierten kationische

nen auf die Cytotoxizitit von PAMAM-Dendrimeren.
PAMAM-Dendrimere der zweiten, dritten und vierten Generation entweder mit Lauroylketten
oder mit PEG 2000 und untersuchten sowohl die so erhaltenen Konjugate als auch ,,normale*
kationische und anionische ,,Halbgenerations“-PAMAMSs auf ihre Cytotoxizitit in Cacao-2

Zellkultur. Genau wie Duncan et al.''*"

zuvor fanden die Autoren auch bei diesem Zelltyp, dal3
im Falle der nichtmodifizierten PAMAMs die kationischen Dendrimere deutlich toxischer wa-
ren als die anionischen, und daf} bei beiden Typen die Toxizitdt mit zunehmender Grofle (Gene-

ration) zunahm. Dagegen zeigten beide oberflichenmodifizierte Dendrimertypen eine stark
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verminderte Cytotoxizitdt. So war der IC50-WertXIV fir die G3-Dendrimere mit sechs Fettsdure-
ketten auf der Oberfliche um mehr als das Siebenfache groBer als bei dem entsprechenden un-
modifizierten kationischen Dendrimer. Ahnlich wie Duncan et al. machten auch hier die Auto-
ren die kationische Oberflachenladung der Standard-PAMAM-Dendrimere fiir die beobachtete
Cytotoxizitdt verantwortlich.

Alle vorliegenden Arbeiten deuten bisher darauf hin, dal kationische Strukturen als poten-
tielle Wirkstofftrager im biomedizinischen Bereich problematischer sind als anionische oder
ungeladene. Trotz dieser Erkenntnis fehlt es aber bis heute an einer eindeutigen Struk-
tur/Toxizitdts-Beziehung bei Dendrimeren. Es ist gut moglich, daB3 jeder neue Dendrimertyp
sein eigenes Toxizitdtsprofil aufweist und dariiber hinaus innerhalb jedes Dendrimertyps auch
jede Generation biologisch anders interagiert. Deshalb war es im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit von besonderem Interesse, den Einflufl unterschiedlicher Dendrimerstrukturen und vor al-
lem unterschiedlicher Oberfachenmodifikationen in Hinblick auf die Cytotoxizitit der Dendri-
mere und ihr Verhalten in Zellkultur ndher zu untersuchen. Auch in Hinblick auf eine spitere
Verwendung als Tragermolekiile fiir Cytostatika sind neben der Erzeugung dendritischer Struk-
turen solche grundlegenden Untersuchungen von fundamentaler Bedeutung und sollten zunéachst

im Vordergrund stehen.

XV Die Konzentration der Substanz, bei der eine 50 %ige Hemmung der mitochondrialen Dehydrogenase-Aktivitit
gemessen wird (IC = inhibitory concentration).
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3.5 Aufnahme und intrazellulire Verteilung von Dendrime-

ren in eukaryotischen Zellen

Um Dendrimere als Cytostatikatréiger einsetzen zu kdnnen ist es neben ihrer Stabilitit und
Wasserldslichkeit eine unabdingbare Voraussetzung, dafl sie iiberhaupt von Zellen aufgenom-
men werden. Weiterhin ermdglicht das Wissen {liber den Weg ihrer Aufnahme und ihre an-
schlieBende intrazelluldre Verteilung eine optimale Anpassung ihrer strukturellen Merkmale und
im besten Fall auch das gezielte Design eines spezifisch spaltbaren Spacers zur Wirkstofffreiset-
zung, z. B. in den Lysosomen.

Bis zum Jahre 1999 hatte sich lediglich die Forschergruppe Juliano et al. mit dieser Frage-
stellung auseinandergesetzt, und zwar im Rahmen der Charakterisierung von PAMAM-

%1 Die Forscher verfolgten die

Dendrimer-Oligonucleotid-Komplexen zu Transfektionszwecken.
intrazelluldre Verteilung fluoreszenzmarkierter Dendrimer-Oligonucleotid-Komplexe in huma-
nen Gehirntumorzellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. Die dabei beobachteten
Verteilungsmuster waren sehr variabel und zeigten sowohl Zellen mit hauptsédchlich cytoplas-
matischer Fluoreszenz als auch solche mit Fluoreszenz im Zellkern und im Cytoplasma.

Eine Vielzahl von Studien zu diesem Thema erschien erst wihrend der Durchfiihrung der
vorliegenden Arbeit. So berichteten wiederum Juliano et al. 2000 {iber die Aufnahme und intra-
zelluldre Verteilung von Komplexen aus fluoreszenzmarkierten Oligonucleotiden und fluores-

(1631 Die Autoren markierten die

zenzmarkierten PAMAM-Dendrimeren in humane HeLa Zellen.
Dendrimere mit dem griinen Fluoreszenzfarbstoff ,,Oregon green 488 und benutzen ein rotes
Fluoreszenzlabel (,TAMRA®) fiir die Oligonucleotide. So konnten sie mittels Zweifarben-
Fluoreszenzmikroskopie zeigen, daB3 die Dendrimer-Oligonucleotid-Komplexe iiber den Prozel3
der Aufnahme in vesikuldre Kompartimente der Zellen bis zum Transfer in den Zellkern intakt
und assoziiert blieben. Nach einer Stunde Inkubationszeit zeigte die Mehrzahl der Zellen inten-
sive Dendrimer- und Oligonucleotid-Fluoreszenz im Zellkern. Eine Kontrollgruppe, die nur mit
“Oregon green 488 “-markierten Dendrimeren inkubiert worden war, zeigte ebenfalls eine deut-
liche nucleare Fluoreszenz. Allerdings blieb in dieser Studie unklar, ob die Lokalisierung der
Dendrimer-Oligonucleotid-Komplexe im Zellkern nur ein Zwischenstadium der intrazelluldren
Verteilung ist, oder ob dies dem Endpunkt des Transportprozesses in der Zelle entspricht. An-
hand der durchgefiihrten Zellkernfraktionierungen folgerten die Autoren, daf3 eine substanzielle

Dendrimermenge auch an anderen Orten in der Zelle lokalisiert war. Nach Meinung der Autoren

gehorten dazu die Plasmamembran und andere intrazelluldre Membranen. Im Jahre 2002 berich-
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teten Balogh et al. die Aufnahme von mit {Au’-PAMAM} Gold-Dendrimer-Nanocompositen
komplexierter DNA in Affen-Fibroblastenzellen.!'®*! Mittels Transmissions-Elektronenmikros-
kopie (TEM) konnte gezeigt werden, dall sich zunédchst groBe DNA-PAMAM-Cluster bilden,
die nach Bindung an die Plasmamembran der Zelle von dieser mittels Endocytose aufgenommen
wurden. Zu einem spéteren Zeitpunkt konnten die Nanopartikel schlieBlich an der inneren
Membran von Lysosomen identifiziert werden, was dem vermuteten intrazelluldren Vertei-
lungsweg entspricht. Ebenfalls 2002 zeigten Fréchet et al. die Aufnahme ihrer Dendrimer-
Doxorubicin-Konjugate in Maiduse-Melanomzellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikrosko-

ie.l'"%) Nach einer Stunde und nach 24 Stunden Inkubationszeit zeigten die Zellen deutliche

p
Fluoreszenz im Cytoplasma, allerdings nur geringe Fluoreszenz im Zellkern. Im gleichen Jahr
konnte von Giralt und Mitarbeitern die endocytotische Aufnahme von Peptidodendrimeren aus

Polyprolin-Helices in Ratten-Nierenzellen gezeigt werden.!'®

I Die mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) markierten Dendrimere wurden innerhalb einer Stunde von den Zellen aufgenommen
und zeigten eine deutlich vesikulédre, punktuelle Verteilung im Cytoplasma der Zellen. SchlieB3-
lich gelang Baker et al. 2002 noch der Nachweis der rezeptorvermittelten Endocytose von Fol-
sdure-Dendrimer-Konjugaten in humane KB Zellen.!"> Nach 24 Stunden konnten die Autoren
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie eine ,,.klumpige* cytoplasmatische Farbung der Zel-
len nachweisen, wobei allerdings die genaue intrazelluldre Lokalisation der FITC-markierten
Dendrimere unklar blieb.

Alle vorliegenden Studien zur Aufnahme von Dendrimeren in eukaryotische Zellen und zu
deren intrazelluldrer Verteilung machen deutlich, dafl die Bedingungen fiir die Aufnahme von
Dendrimeren in Zellen noch immer unklar sind. Vor allem aber fehlen grundlegende Untersu-
chungen zur Struktur/Wirkungs-Beziehung bei dem Weg der Aufnahme der Dendrimeren in die
Zellen und deren nachfolgender intrazelluldrer Verteilung. Solche Untersuchungen sollten es
schlieBlich erlauben bessere Voraussagen dariiber zu machen, wann, wo und warum Dendrimere
bestimmte Effekte in Zellen verursachen. Deshalb war es unter anderem auch ein Anliegen die-

ser Arbeit, mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie die Aufnahme und die Verteilung von

Dendrimeren in eukaryotischen Zellen ndher zu untersuchen.
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