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Die vorliegende Arbeit ist Teil eines langerfristigen, von der Deutschen Forschungsge-
meinschaft (DFG) geforderten Projektes'", das sich mit der Entwicklung von Dendrimer-
Wirkstoff-Konjugaten als neue Tumortherapeutika beschiftigt.”® Das Projekt ist stark interdis-

ziplindr ausgerichtet und erfordert die enge Zusammenarbeit von chemisch, pharmazeutisch und

biomedizinisch ausgerichteten Arbeitsgruppen.”™

In der kooperierenden Arbeitsgruppe von R. Gust'™

wurden in den letzten Jahren neue
Platinkomplexe fiir den Einsatz als Cytostatika entwickelt. Diese tragen 1,2-Diphenylethylen-
diamin-Liganden, die abhdngig vom Substitutionsmuster an den aromatischen Ringen den

Komplexen eine spezifische Wirkung an Tumoren vermitteln (Abb. 9).7
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Abb. 9: Typische Vertreter der in der Arbeitsgruppe Gust synthetisierten Platinkomplexe mit hoher Tu-
morzellselektivitiit.

Eines der groten Probleme der klassischen Platinkomplexe wie Cisplatin und Carboplatin
ist neben der fehlenden Selektivitéit fiir Tumorzellen vor allem ihre geringe Wasserloslichkeit.

Um den therapeutischen Index der Pt*"-Verbindungen zu erhShen, wurde in den letzten Jahren
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vermehrt nach neuen Formulierungen gesucht. Dazu gehdrten neben der Verkapselung in Lipo-

somen[gg]

u. a. auch die Anbindung an makromolekulare Tragermolekiile wie Proteine oder An-
tikorper.”” Die Nachteile der Wirkstoffanbindung an Proteine liegen zum einen in der Stimulie-
rung einer Immunantwort durch diese kdrperfremden Proteine, und zum anderen in ihrer Anfal-
ligkeit fiir proteolytische Degradierung. Synthetische Polymere hingegen sind im Korper gegen-
iiber Proteasen stabil und nichtimmunogen. Dariiber hinaus haben sie den Vorteil, daB} sie fiir
den Wirkstofftransport mafigeschneidert werden konnen, und ihre hohen Molekulargewichte

verhindern eine schnelle Ausscheidung tliber die Nieren. Bis heute wurde eine Vielzahl von Cy-

tostatika an verschiedene polymere Trigermaterialien gebunden und biologisch evaluiert. Dazu

1[100 1[101 [102

gehdren neben Konjugaten mit Chlorambucil'®”, 5-Fluorouracil!'®"!, Doxorubicin!'*! und Pacli-

103] (1941 Einer der groBten Nachteile bei der Verwendung

taxel'™ auch solche mit Platinkomplexen
von Polymer-Wirkstoff-Konjugaten ist die Polydispersitit der verwendeten Polymere. Deshalb
geht das Interesse in jlingster Zeit zunehmend in Richtung der Verwendung von Dendrimeren
als monodisperse synthetische makromolekulare Wirkstofftréger.

Zu Beginn dieser Arbeit gab es nur wenige Beispiele fiir die gelungene Synthese von
Dendrimer-Cytostatika-Konjugaten, und es fehlten Daten zu deren biologischer und medizini-

scher Evaluierung. Neben den Arbeiten von Fréchet und Mitarbeitern zu Methotrexat tragenden

[94] 105]

Dendrimeren® und den 5-Fluorouracil tragenden dendritischen Polymeren von Zhuo et al.!

lagen noch erste Berichte von Duncan et al. und Reedijk et al. zu Pt*'-komplexierenden

PAMAM-"" bzw. kleinen Poly(propylenimin)-Dendrimerent'®”

vor. Biologische Untersu-
chungen gab es zu diesem Zeitpunkt allein zu einigen wenigen PAMAM-Dendrimertypen durch
die Arbeiten von Roberts et al"®™ und Duncan et al."*® sowie zu dem tetranuclearen Dendri-
mer-Platinat von Reedijk et al.'""

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb zunichst, einen Satz von Dendrimeren syn-
thetisch verfligbar zu machen, der sich potentiell als Trigermaterial fiir Cytostatika eignet. Die
entsprechenden Dendrimerstrukturen sollten synthetisch leicht zugdnglich und chemisch varia-
bel funktionalisierbar sein. Dariiber hinaus sollten sie iiber eine hohe Wasserloslichkeit verfii-
gen, um sie biologisch optimal verfiigbar zu machen. Ein wichtiges Kriterium fiir den Einsatz
als Trégersubstanz in biomedizinischen Anwendungen ist neben einer guten Wasserldslichkeit,
hohen Stabilitit und Monodispersitdt der verwendeten Polymere vor allem, dal3 sie selbst nicht
cytotoxisch sind und gut toleriert werden. Deshalb sollte zunichst eine breite Vielfalt von unter-
schiedlich funktionalisierten, wasserloslichen Dendrimeren verschiedener Grof3e (Generationen)

synthetisiert und in Hinblick auf ihre cytostatische oder cytotoxische Wirkung auf humane Zell-

kulturen untersucht werden. Dadurch sollte es moglich werden, die am besten geeignete Vertre-
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tergruppe fiir die Anwendung als Wirkstofftrager auszuwéhlen und diese dann weiter zu opti-
mieren. Als Grundbausteine sollten aromatische Polyamidoamin-Dendren verwendet werden, da
diese schon in der Arbeitsgruppe bekannt waren und die Verwendung deshalb Erfolg verspre-

1991 Weiterhin bot die verwendete Peptidchemie maximale Moglichkeiten zur

chend schien.
Funktionalisierung der Dendrimersysteme. Zunéchst sollte ein geeignetes Kernmolekiil syntheti-
siert und damit Amin-terminierte Dendrimere unterschiedlicher Generationen aufgebaut werden.
Dieser Basis-Satz an Dendrimeren sollte dann durch die Verwendung von Dendren, die natiirli-
che, proteinogene Aminosduren tragen, mit verschiedenen Oberflichenmustern und verschiede-
nen Ladungen versehen werden. Dazu sollten neben rein kationischen Vertretern auch zwitter-
ionische und solche mit groBen hydrophoben Gruppen gehoren. Die Auswirkung der ,,Oberfa-
chenladung® und sonstiger Substitutionsmuster auf die Cytotoxizitit der Dendrimere in Zellkul-
tur sollte darauthin eingehend untersucht werden.

Als potentielles Cytostatikum zur Anbringung an die Dendrimere war zundchst an
Pt*"-Komplexe gedacht, da damit in der kooperierenden Arbeitsgruppe von R. Gust'™ die mei-
sten Erfahrungen vorhanden waren. Deshalb sollten einige Dendrimere mit spezifischen Ligan-
den versehen werden, die eine Komplexierung von Pt*" erlauben. Hierfiir schienen verschiedene
Bindungsarten geeignet zu sein. Eine Moglichkeit, die schon vielfach in der Literatur beschrie-
ben wurde,”™ war die Komplexierung mit einem terminalen Methionin-Rest."'” Eine andere
vielversprechende Mdglichkeit war die Verwendung eines Ethylendiamin-artigen Liganden, um
Pt** dhnlich wie beim Cisplatin an das Dendrimer zu binden.

Wiinschenswert war es weiterhin, dafl die dendrimergebundenen Platinkomplexe nur se-
lektiv in den Tumorzellen oder in deren Néhe freigesetzt werden. Dazu sollte am Dendrimer
eine ,,Sollbruchstelle (spaltbarer ,,Spacer) angebracht werden, die den Platinkomplex nur in
den Krebszellen freisetzen kann. Als Sollbruchstelle schien in diesem Projekt ein proteolytisch
spaltbarer ,,Spacer* geeignet zu sein, der von einer in Tumorzellen iiberexprimierten Protease
aufgebrochen werden kann. Dadurch kdnnte dann eine spezifische Tumorzellselektivitét erreicht
werden. Eine solche Protease ist beispielsweise Cathepsin B, eine von Krebszellen vermehrt
gebildete lysosomale Cysteinprotease.!''') Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Peptid
mit einer Cathepsin B-Schnittstelle und mit einer zusitzlichen Pt*"-Bindungsstelle synthetisiert

und an das Dendrimer angebracht werden (Abb. 10).

X' Man geht heute davon aus, daB nach der Aufnahme von Platinkomplexen in die Zelle neben der Bindung an die
Basen der DNA auch eine Interaktion mit Proteinen stattfindet. Dabei reagieren bevorzugt die Schwefelatome
tragenden Aminosduren Cystein und Methionin unter Komplexbildung mit den teilweise hydrolysierten Platin-
komplexen.
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Abb. 10: Schematische Darstellung eines sphiirischen, wasserloslichen Dendrimers mit cytostatisch wirksa-
men Pt**-Komplexen an einem proteolytisch spaltbaren Peptid-,,Spacer* und einer zusitzlichen
»Imaging“-Funktion zur Visualisierung.

Bis zum Beginn dieser Arbeit lagen nur wenige Studien zur Aufnahme von Dendrimeren
in eukaryotische Zellen vor. Untersucht wurden vor allem PAMAM-Dendrimer-Nukleinsédure-
Komplexe, die zur Transfektion von Zellen eingesetzt werden sollten. [ "% Es war weitgehend
unklar, ob und wie Dendrimere von tierischen Zellen aufgenommen werden, und wo sie nach
der Aufnahme in der Zelle lokalisiert sind. Deshalb war es fiir die vorliegende Arbeit von her-
ausragendem Interesse zu untersuchen, ob die synthetisierten Dendrimere von eukaryotischen
Zellen internalisiert werden und wie ihre intrazellulire Verteilung nach Aufnahme in die Zellen
ist. Um den intrazelluldren Verteilungsweg von Dendrimeren in eukaryotischen Zellen verfolgen
zu konnen, bendtigt man eine sogenannte ,,imaging‘‘-Funktion (Abb. 10). Dabei handelt es sich
in den meisten Fillen um einen Fluoreszenzmarker, anhand dessen man mit Hilfe eines Fluores-
zenzmikroskops die markierten Molekiile in der Zelle identifizieren kann. Deshalb sollten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit Dendrimere mit einem Fluoreszenzlabel synthetisiert werden.
In Kooperation mit biochemisch und medizinisch titigen Arbeitsgruppen sollten dann die Auf-
nahme und die intrazelluldre Verteilung der fluoreszenzmarkierten Dendrimere in humanen

Zelllinien mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie verfolgt werden.



