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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Die Synthesestrategie

Die Synthesestrategie fiir die neuen dendritischen Triger sollte auf effiziente Weise mog-
lichst grole Dendrimermengen verfiigbar machen. Dazu muflten Synthesen ausgewdhlt werden,

die mit guten bis sehr guten Ausbeuten ablaufen und deren Produkte einfach aufzureinigen sind.

4.1.1 Konzept

Fir den Aufbau der Dendrimere des Basis-Satzes sollten zunichst AB,-Monomere ver-

(1101, 1661 1yjese Dendren enthal-

wendet werden, die bereits in der Arbeitsgruppe bekannt waren.
ten an einer aromatischen Verzweigungseinheit jeweils zwei Aminogruppen und eine Carboxyl-

gruppe zur Verkniipfung am fokalen Punkt (Abb. 18).
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Abb. 18: Struktur der im Basis-Dendrimersatz verwendeten Dendren: (a) G1-Dendron und (b) das entspre-
chende G2-Dendron.

Zum Aufbau der bekannten Dendren des Basis-Satzes wurde die Palladium-katalysierte
Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung gewéihlt.“m Es handelt sich hierbei um eine vielseitig einsetz-

bare Methode zur Kniipfung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen, die sich insbesondere
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dadurch auszeichnet, daf3 sie eine Vielzahl von funktionellen Gruppen toleriert. So lassen sich
neben Alkoholen, Ethern und Aldehyden auch problemlos Ester, Carbonséuren sowie geschiitzte
Amine als Edukte in einer Suzuki-Reaktion einsetzen. Durch die milden Reaktionsbedingungen
und die zumeist sehr guten Ausbeuten war die Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung nachfolgend die
Methode der Wahl zur Synthese der Monomere, aus denen sowohl die Dendren als auch das
Kernmolekiil aller hier vorgestellten Dendrimere aufgebaut wurden.

Fiir die Verkniipfung der mittels Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung dargestellten AB;-
Monomere zu groBeren Dendren oder auch die Anbindung der Dendren an das Kernmolekiil
wurde eine weitere gut entwickelte synthetische Route eingeschlagen, ndmlich die aus der
Peptidchemie bekannte Kondensation einer Carbonsdure mit einem Amin. Die daraus
resultierende Amidbindung ist chemisch und thermisch &uBerst stabil. In den letzten Jahren
wurden eine Reihe von Dendren und Dendrimere in verschiedenen Arbeitsgruppen durch die

1681 Es sind aber vor allem die

wiederholte Abfolge von Amidbindungen aufgebaut.***:
Arbeiten von Liskamp!"®® und Voir'™, die den Einsatz klassischer Methoden der Peptidchemie
fiir die Kondensation von Monomeren mit Carboxyl- und Aminofunktionen zum Aufbau von
Dendrimeren beschreiben. In den letzten Jahrzehnten wurden die Methoden zur
Amidbindungskniipfung intensiv weiterentwickelt und verbessert, so dal} sie im allgemeinen
unter milden Bedingungen durchgefiihrt werden kénnen und mit guten bis sehr guten Ausbeuten
ablaufen.!"”"! Dies machte die Amidbindungskniipfung zu einer geeigneten Methode zum
Aufbau von Dendren und Dendrimeren im Rahmen dieser Arbeit. Die so synthetisierten AB,-
Monomere verfiigen iliber eine Carboxylfunktion am fokalen Punkt sowie zwei periphere
Aminogruppen (vgl. Abb. 18), und die daraus resultierenden Dendrimere des Basis-Satzes iiber
freie Aminogruppen in der Peripherie. Die freien Aminogruppen sowohl der Dendren als auch
der Dendrimere eignen sich im weiteren ideal zur Funktionalisierung, wodurch unterschiedlich
oberflichenmodifizierte Dendrimertypen erzeugt werden kdnnen.

Die meisten Dendrimere dieses Kapitels wurden mittels Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung
und der aus der Peptidchemie bekannte Amidbindungskniipfung mittels aktivierter Carbonséu-
ren divergent aufgebaut. Die Abfolge dieser beiden Reaktionen mit den zwischenzeitlich noti-
gen Entschiitzungsschritten im Rahmen der Amidbindungskniipfung und der finalen Entschiit-

zung nach Anbindung an das Kernmolekiil ist in Schema 3 dargestellt.
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Schema 3: Schematische Darstellung der divergenten Synthesestrategie zum Aufbau eines G2-Dendrimers
des Basis-Satzes. Zum Aufbau der Monomere dient die Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung, wéhrend
zum Aufbau der groferen Dendren und der Dendrimere eine repetetive Abfolge von Amidbin-
dungskniipfungs- und Entschiitzungsreaktionen eingesetzt wird. A = Carboxylgruppe; B = Amino-
gruppe; p = geschiitzt (protected).
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4.1.2 Reaktionen

4.1.2.1 Die Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung

Der Mechanismus der Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung wurde von Sonderquist et al. im

Detail untersucht!'’*!

und unterscheidet sich in einigen Punkten von dem vorgeschlagenen Kata-
lysezyklus der Suzuki-Reaktion mit aromatischen Boronsiuren.'®”™ Vor dem eigentlichen Ein-
tritt in den katalytischen Zyklus wird zunéchst ein terminales Olefin in situ mit einem volumind-

sen Dialkylboran, meist 9-Borabicyclo[3.3.1]nonan (9-BBN), hydroboriert (Schema 4).['¢7

Schema 4: Hydroborierung eines terminalen Alkens mit 9-BBN.

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die Dissoziation des iiberwiegend als Dimeres
vorliegenden 9-BBN, das anschlieBend mit dem Alken A zum sterisch weniger gehinderten
anti-Markownikow-Addukt B weiterreagiert. Diese Reaktion ldauft zumeist mit Gesamtausbeu-
ten von > 99 % ab.!'”! Das so erzeugte Trialkylboran tritt dann in den katalytischen Zyklus ein
und vollfiihrt mit einem Halogenaromaten (typischerweise ein Brom- oder lod-Aromat) eine
C(sp*)-C(sp*)-Bindungskniipfung.

Die katalytisch aktive Palladium(0)-Verbindung I wird in situ aus dem Komplex
Pd(PPh;)s erzeugt (Schema 5). Dieser spaltet in Losung zundchst zwei Phosphanliganden ab,
wobei die koordinativ ungesittigte Pd’-Spezies T entsteht. Mit dem Kohlenstoff-Elektrophil A
reagiert die katalytisch aktive Spezies I dann unter oxidativer Addition zum Pd"-Komplex II.
Dieser fiir die Gesamtgeschwindigkeit der Reaktion entscheidende Schritt 1duft haufig schon bei
Raumtemperatur ab, so daB} fiir die Suzuki-Miyaura Kupplung meist moderate Temperaturen
gewdhlt werden konnen. Das zuvor ebenfalls in situ erzeugte Trialkylboran B (vgl. Schema 4)
liegt in Gegenwart einer starken Base fast ausschlieBlich als Hydroxoborat C vor, das sofort mit
IT weiter zum p,-verbriickten Hydroxo-Intermediat III reagiert. Die Alkylboran — Pd- Trans-

metallierung verlduft anschlieBend iiber den viergliedrigen Ubergangszustand IV unter
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Schema 5:  Vereinfachte schematische Darstellung des Katalysezyklus der Suzuki-Miyaura-

Kreuzkupplung nach Sonderquist et al. (Ar = Aryl; Ph = Phenyl; R = Alkyl, X = Br, I).

Retention der Konfiguration an der o-CH,-Gruppe des Alkylsubstituenten zum cis-Pd"-
Komplex V.I' Bei der Transmetallierung entsteht als weiteres Reaktionsprodukt die Borinsiu-
re D, die mit einem Aquivalent Hydroxidionen zur Hauptkomponente E weiterreagiert. Insge-
samt werden im Katalysezyklus somit mindestens zwei Aquivalente Base bendtigt. Alternativ ist
auch ein anderer Reaktionsverlauf moglich, bei dem der Aryl-Halogen-Pd-Komplex II das Ha-
logenid gegen ein Hydroxidion austauscht (nicht abgebildet). Das so gebildete Arylpalladium-
hydroxid reagiert dann mit dem nucleophilen Kohlenstoff des Alkylborans B unter Ausbildung
des zuvor beschriebenen viergliedrigen Ubergangszustands IV. Dieser Reaktionsweg ist jedoch

nur von untergeordneter Bedeutung, da die Reaktion deutlich langsamer verlduft als die von II
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mit C. Der Komplex V reagiert schlieBlich unter reduktiver Eliminierung rasch weiter zum

Kupplungsprodukt F, wobei die katalytisch aktive Spezies I regeneriert wird.

4.1.2.2 Die Amidbindungskniipfung

Die Methoden zur Kniipfung von Amidbindungen sind in den letzten Jahrzehnten vor al-
lem in der Fliissig- und Festphasen-Peptidsynthese zum Einsatz gekommen und dabei kontinu-

ierlich weiterentwickelt und verbessert worden.['”!

I Heute liefern diese Reaktionen im allgemei-
nen Produkte in guten bis sehr gute Ausbeuten in Kombination mit duBerst milden Reaktions-
bedingungen und einer gut handhabbaren Aufreinigunsprozedur.

Allgemein miissen zur Ausbildung einer Amidbindung zwei Grundvoraussetzungen erfiillt
sein: zum einen muf} die Carboxylfunktion der einen Komponente aktiviert werden, und zum
anderen muf} die zweite Funktionalitét, hier die freien Aminogruppen, wéhrend der Reaktion
geschiitzt vorliegen. Der repetetive Ablauf der Reaktion erfordert abwechselnde Entschiitzungs-
und Aktivierungsschritte sowohl der Carboxyl- als auch der Aminofunktion der Monomere. Die
verwendeten Schutzgruppen miissen deshalb so gewéhlt werden, daf3 sie unter den Bedingungen
der gewdhlten Synthesen, hier Suzuki-Miyaura-Kupplung und Amidbindungskniipfung, stabil
sind, nachfolgend aber leicht und effizient wieder entfernt werden konnen. Zur Schiitzung der
Carboxylfunktion der Monomere wurden im Rahmen dieser Arbeit zumeist die entsprechenden
Ethylester verwendet. Als Schutzgruppe fiir die freien Aminogruppen fand, wann immer mog-
lich und praktikabel, die fert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Gruppe!'”®! Verwendung. Diese ist unter
den verwendeten Reaktionsbedingungen stabil und 148t sich im allgemeinen quantitativ mit 20-
50 % Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan wieder entfernen, wobei nur die gasféormigen
Spaltprodukte Kohlendioxid und Isobuten entstehen.

Die Aktivierung der Carboxylfunktion erfolgt mittels so genannter ,,Kupplungsreagenzi-
en®, die als reaktive Intermediate entweder gemischte Anhydride oder Aktivester bilden.!'”® Die
bekanntesten in situ verwendbaren Kupplungsreagenzien sind die Carbodiimide (Schema 6).!'""!
Man nimmt an, da} zunichst die ungeschiitzte Carboxylgruppe der Sdaure A mit dem Carbodii-
mid B ein instabiles O-Acylisoharnstoffderivat C bildet, das nachfolgend mit der Aminokompo-
nente D des zweiten Monomers zu dem gewiinschten Sdureamid G reagieren kann. Dabei wird
das Harnstoffderivat E gebildet. (Schema 6). Das bis heute am hiufigsten verwendete Carbo-
diimid ist N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)"'"®), allerdings entsteht bei der Umsetzung das
problematische Nebenprodukt N,N’-Dicyclohexyl-harnstoff. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
fiir den Aufbau der Dendren zumeist N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid Hydro-
chlorid (EDC) gewdhlt, da hier das bei der Kupplung entstehende Harnstoffderivat wasserldslich
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ist und somit leicht iiber wissrige Aufarbeitung abgetrennt werden kann.!'”! Wird die Carbo-
diimid-Aktivierung dariiber hinaus noch in Gegenwart von Hydroxylaminderivaten wie
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)!"*” oder 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol (HOAt)!"*" durchgefiihrt,
so wird ein Aktivester F erhalten, der anschlieBend mit der Aminokomponente weiter zum ge-
wiinschten Sdureamid reagiert (vgl. Schema 6). Die Zugabe einer nicht-nucleophilen Base wie
N-Ethyldiisopropylamin (DIPEA) ist essentiell, um die Sdure zu deprotonieren und gleichzeitig

eine Protonierung der Aminkomponente zu verhindern.
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Schema 6: Schematische Darstellung des Mechanismus der Amidbindungskniipfung mittels Carbodiimid-
Aktivierung: (I) direkte Reaktion des intermedidr gebildeten O-Acylisoharnstoffderivates mit der
Aminokomponente, (II) Zugabe von HOBt und anschlieBender Bildung eines reaktiven Aktivesters,
der mit der Aminokomponente zum S&ureamid weiterreagiert.

In den letzten Jahren haben O-Aryluronium und O-Arylphosphoniumsalze als Kupplungs-

reagenzien zunehmend an Bedeutung gewonnen. Sie wurden im Verlauf dieser Arbeit immer
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dann eingesetzt, wenn die EDC/HOBt-Kupplungsstrategie nicht zum gewiinschten Ergebnis
filhrte oder besonders schwierige Kupplungen vollzogen werden mufiten. Die Vorteile dieser
Kupplungsreagenzien liegen in der schnelleren Generierung hochreaktiver Aktivester, die sich
in situ mit sehr kurzen Kupplungszeiten weiter umsetzen lassen. Zu den effektivsten und am
hiufigsten eingesetzten O-Aryluronium-Reagenzien gehdren O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU)!'® und O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HATU)“SH’]. Der vorgeschlagene Reaktionsmechanis-
mus filihrt iiber ein hochreaktives O-Acyl-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-Intermediat C, das
sofort mit der Aminokomponente E unter Ausbildung der Amidbindung zum Séureamid F wei-

terreagiert (Schema 7).
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Schema 7:  Vorgeschlagener Mechanismus der Carbonsiureaktivierung durch TBTU: (A) Saurekomponen-
te; (B) durch nicht-nucleophile Base deprotonierte S#aurekomponente; (C)reaktives O-Acyl-
N,N,N’,N’-tetramethyluronium-Intermediat; (D) Aktivester; (E) Aminkomponente; (F) Séureamid
(Zielprodukt).




4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 47

Carpino et al. konnten hierbei die Uberlegenheit von HATU und anderen 7-Azabenzotriazol-
basierten Kupplungsreagenzien in vergleichenden Studien zeigen.!"®'*! Kiirzlich berichteten die
Autoren dariiber hinaus, da3 das Kupplungsreagenz HATU und das verwandte O-(Benzotriazol-
1-y])-N,N,N’ N’-teramethyluroniumtetrafluoroborat (HBTU) sowohl im kristallinen Zustand als
auch in Losung nicht als Uronium- (O-Form), sondern als Guanidiniumsalze (N-Form) vorlie-

53] Durch geeignete Wahl der Synthesebedingungen ist es aber méglich, sie in der Uroni-

gen.
umform zu isolieren. Eine Isomerisierung der O- zur N-Form kann durch die Abwesenheit ter-
tifirer Amine wie Triethylamin und kurze Aktivierungszeiten weitgehend vermieden werden.
Dies ist fir die Amidbindungskniipfungen von besonderem Interesse, da O-HATU und

183 [y

O-HBTU effizientere Kupplungsreagenzien sind als die entsprechenden N-Isomere.
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde HATU zur anspruchsvollen Peptid-Aktivierung bei der

Darstellung der Peptidodendrimere 61 und 62 (s. Kap. 4.2.6.2) eingesetzt.
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4.2 Synthese der Dendrimere

4.2.1 Der Basis-Satz Dendrimere

Alle Dendren und Dendrimere des Basis-Satzes wurden in einer divergenten Synthesefol-
ge mittels der in Kapitel 4.1 vorgestellten Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung und der EDC/HOBt-
Amidbindungskniipfungsstrategie synthetisiert (vgl. Schema 3). Die Boc-geschiitzten Verbin-
dungen waren in gingigen organischen Losungsmitteln wie THF und Mischungen aus Dichlor-
methan/Methanol oder Hexan/Ethylacetat gut 16slich. Nach Abspaltung der Schutzgruppen er-
wiesen sich die protonierten Dendrimere und Dendren als nahezu unbegrenzt 16slich in polaren,
protischen Losungsmitteln wie Wasser und Methanol, was sie fiir den nachfolgenden Einsatz in

biologischen Systemen und in Zellkultur besonders geeignet machte.

4.2.1.1 Die Kernmolekiile

Als Kernmolekiil wurde allgemein ein moglichst symmetrisches Ax-Monomer mit freien
Aminogruppen zur Anbindung der Dendren mit Carboxylgruppe am fokalen Punkt benétigt. Als
Grundmodell wurde zunéchst ein an C-1, C-3 und C-5 funktionalisierter Aromat gewdhlt, der

effizient und liber wenige Stufen synthetisiert werden konnte (Schema 8).

NHX
Br HySO4 Br /\/NHBOC
NaNO, 3
—_— _— >
XHN
Br Br Br Br
NH»
NHX

1 2 4: X =Boc
HCI
5: X=H " HCI

Schema 8: Synthese des Trisamin-Kerns S iiber 1,3,5-Tribrombenzol mit dreifacher Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplung und nachfolgender Abspaltung der Boc-Schutzgruppe.

Die Syntheseroute startet mit dem auch kommerziell erhiltlichen 1,3,5-Tribrombenzol, das hier
durch eine einfache reduktive Desaminierungsreaktion aus dem Vorldufer 1 in grofem Malstab

zuganglich gemacht wurde. Die Hydroborierung der Boc-geschiitzten Aminokomponente 3 mit
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9-BBN erfolgte in situ bei Raumtemperatur in wasserfreiem Toluol. Das geschiitzte aromatische
Trisamin 4 konnte nachfolgend iiber dreifache Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung bei 50 - 60 °C
mit sehr guten isolierten Ausbeuten von 94 % nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
erhalten werden, was fiir eine Umsetzung von mindestens 98 % pro Kupplungsschritt spricht.
Hohere Temperaturen fiihrten in allen Fillen zu schlechteren Ausbeuten und einer zunehmenden
Anzahl an Nebenprodukten. Die quantitative Entschiitzung von 4 gelang nachfolgend im
10 g-Maf3stab mit 25 %iger HCl in THF, wobei das Hydrochlorid 5 als kristalliner Feststoff
durch einfache Fillung aus der Reaktionslosung erhalten werden konnte. Das 'H-NMR Spek-
trum dieser Verbindung in [D4]-Methanol zeigt Abb. 19.

+ 2

x 3 HCI

(1)
N

H,N

NH;

*

Abb. 19: '"H-NMR Spektrum (500 MHz) des Trisamin-Kernmolekiils 5 in [D;]-Methanol. (*)= Methanol;
(+) = HzO

In einer zweiten synthetischen Route wurde ein Kernmolekiil mit vier freien Aminogrup-
pen zur Dendron-Anbindung zuginglich gemacht. Aus vorherigen Arbeiten der Gruppe war der

Tetrabromdibenzyl-Aromat 10 als unerwiinschtes Homokupplungsprodukt einer Grignard-
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t.[184

Reaktion bekannt.!'"® Dieser konnte nachfolgend iiber eine vierstufige Synthesefolge ausgehend

vom kommerziell erhdltlichen p-Toluidin 6 gezielt synthetisiert werden (Schema 9).

NH, NH; H,S0,
Br, Br Br NaNO, Br Br NBS Br Br Br Br
— —_— —_— +
Br Br Br
6 7 8 9a 9b
XHN
/\/ NHBoc NHX

Br

Br
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12: X =H " CF3COOH ]

Schema 9: Synthese eines Dibenzyltetraamin-Kernmolekiils mittels vierfacher Suzuki-Miyaura-Kreuz-
kupplung (NBS = n-Bromsuccinimid; TFA = Trifluoressigsiure).

So wurde hier zunichst p-Toluidin in Eisessig bromiert, was den Aromaten 7 in Ausbeu-
ten von 68 % nach Umkristallisation aus Methanol ergab. Die Reaktion wurde bei niedrigen
Temperaturen und unter Lichtausschlu3 durchgefiihrt, um eine Bromierung der Benzylposition
zu vermeiden. Der zweifach bromierte Aromat 7 konnte mit dieser Prozedur elementaranalysen-
rein im 100 g-MaBstab als kristalliner Feststoff erhalten werden. In einer nachfolgenden reduk-
tiven Desaminierungsreaktion mit Schwefelsdure und Natriumnitrit in Ethanol wurde er weiter
zum Dibrommethylbenzol 8 umgesetzt. Die gezielte Bromierung in Benzylposition erfolgte im
nichsten Schritt mit n-Bromsuccinimid (NBS) und einer katalytischen Menge 2,2°-Azobis-
isobuttersdurenitril (AIBN) in siedendem Tetrachlorkohlenstoff. Hierbei muflte der Reaktions-
verlauf kontinuierlich mittels Diinnschichtchromatographie (DC) kontrolliert werden, um den
Zeitpunkt der maximalen Umsetzung zum in Benzylposition einfach bromierten Reaktionspro-
dukt 9a festzustellen. Bei zu kurzen Reaktionszeiten fanden sich noch groflere Mengen des nicht
umgesetzten Eduktes 8, bei zu langen Reaktionszeiten erhielt man zusétzlich zum gewiinschten
Produkt 9a noch die in Benzylposition zweifach bromierte Verbindung 9b, die aufgrund ihres

sehr dhnlichen R~Wertes sdulenchromatographisch kaum von 9a zu trennen war. Aus diesem
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Grund wurde die Reaktion immer dann abgebrochen, wenn das zweifach bromierte Nebenpro-
dukt erstmalig detektiert wurde. Bedingt durch die nicht vollstdindige Umsetzung blieben die
nach Sédulenchromatographie isolierten Ausbeuten des gewiinschten Produktes 9a mit etwa 65 %
nur méiBig, wobei jedoch immer das Edukt zuriickgewonnen werden konnte. Allerdings konnten
auch nach wiederholten Aufreinigungsversuchen mittels Massenspektrometrie immer noch klei-
ne Reste von 9b als Verunreinigung in der Probe 9a nachgewiesen werden. Die sich an die
Bromierung anschlieBende Homokupplung zum Tetrabromdibenzyl 10 wurde analog der

(1841 problematisch erwies

Grignardreaktion durchgefiihrt, bei der 10 erstmalig erhalten wurde.
sich hierbei jedoch die schlechte Loslichkeit des Diphenyls, was die Aufarbeitung erschwerte
und zu sehr schlechten Gesamtausbeuten fiihrte. Die geringe Loslichkeit von 10 in allen géngi-
gen organischen Losungsmitteln erschwerte auch die nachfolgende Umsetzung in einer Suzuki-
Miyaura-Kreuzkupplung mit dem Hydroborierungsprodukt des Allylbausteins 3. Die hier er-
reichten méfigen bis schlechten Ausbeuten von 26 % sind zum grofiten Teil auf die geringe
Loslichkeit von 11 zuriickzufithren. Auch Variation des Losungsmittels flihrte nicht zu einer
deutlichen Steigerung der Ausbeuten, ein Problem, das im Rahmen dieser Arbeit nicht zufrie-
denstellend gelost werden konnte. Als letzter Schritt fiihrte die Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe mit TFA in einer quantitativen Reaktion zum vollstindig entschiitzen vierfach
funktionalisierten Dibenzyl 12, das prinzipiell als Kern fiir alle im weiteren vorgestellten Den-
drimere zur Verfiigung stand. Durch die problematische Reaktionsfithrung bei der Synthese des
1,3-Dibrom-5-brommethylbenzols 9a und die schlechte Loslichkeit sowohl des Tetrabromdi-
benzyls 10 als auch des Reaktionsproduktes 11 konnte das gewlinschte Kernmolekiil 12 nie im
grofleren Malistab als in Mengen von etwa 500 mg synthetisiert werden. Die oben vorgestellte
Syntheseroute wurde deshalb nicht weiter verfolgt, und als Kern wurde nachfolgend ausnahms-

los die leichter zugingliche Verbindung S eingesetzt.

4.2.1.2 Boc- und Fmoc-geschiitzte Dendren

Die bekannten Boc-geschiitzten Dendren 16 und 19 wurden zum Aufbau aller weiteren
Dendrimere eingesetzt. Schema 10 zeigt die Synthesefolge, mittels derer sie iiber Suzuki-
Miyaura-Kreuzkupplung und EDC/HOBt-Amidbindungskniipfung im Rahmen dieser Arbeit
dargestellt wurden.!'®"!

Zusitzlich zu den Boc-geschiitzten Dendren wurden auch Monomere synthetisiert, die po-
tentiell fiir eine Dendron-Synthese an der festen Phase einsetzbar sind. Die Vorteile der Festpha-

sensynthese, die erstmalig von Merrifield fiir die Peptidsynthese eingesetzt wurde!®®), liegen zum
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XHN NHX
XHN NHX XHN\/\jngo oﬁ/é/\/wx
NH NH

NHBoc
Br Br ad
3 EDC / HOBt
N 0% SOR
13 ———— 14: X = Boc, R =CH,CH, 0~ "OR
HCl
15: X = H " HCI, R = CHyCH3—] 17: X = Boc, R = CH,CHj
KOH TFA
L — > 16:X=Boc, R= H—— KOH 18: X = H" CF3COOH, R = CH,CH;
19: X =Boc, R=H

Schema 10: Synthesesequenz zur Darstellung der bekannten Boc-geschiitzten G1- und G2-Dendren 16 und
19.

einen in dem Verzicht auf aufwendige Aufreinigungsprozeduren zwischen den einzelnen Ent-
schiitzungs- und Aktivierungssequenzen. Zum anderen besteht die Mdglichkeit hohe Uberschiis-
se der reagierenden Komponente einzusetzen, wodurch beinahe quantitative Umsetzungen an
allen reaktiven Gruppen erreicht werden konnen. Dadurch konnen in sehr kurzer Zeit viele auf-
einanderfolgende Syntheseschritte ohne Isolierung der Zwischenprodukte durchgefiihrt werden,
wobei die Polymermatrix als permanente Carboxyl-Schutzgruppe fungiert. Die Synthese beginnt
mit der Anbindung der ersten N-geschiitzten Aminosdure an den am Polymer angebrachten
,Linker® (Schema 11). Nach Entschiitzung der Aminogruppe wird eine zweite aktivierte Ami-
nosdure zugegeben. Die Kettenverlangerung wird dann durch aufeinanderfolgende Entschiit-
zungs/Kupplungs-Schritte erreicht, wobei der Uberschuf an Reagenzien durch einfaches Wa-
schen und Filtrieren erfolgt. Zum Schlufl wird das zumeist komplett entschiitzte Peptid vom
Harz abgespalten und das unlosliche Harz durch Filtration entfernt. Neben den natiirlichen, pro-
teinogenen Aminosduren konnen mittels Festphasensynthese auch nicht-natiirliche Aminosduren
zur Darstellung von synthetischen Polyamiden eingesetzt werden. Zu solchen synthetischen Po-
lyamiden gehoren u. a. auch die Dendren des Basis-Satzes, die prinzipiell ebenfalls auf die glei-
che Art hergestellt werden konnten. Die Auswahl von geeigneten Schutzgruppen ist hierbei ein
entscheidender Schritt in der Festphasensynthese-Prozedur, wobei orthogonale Schutzgrup-

pen™ allgemein mildere Gesamtbedingungen garantieren.

XV Orthogonale Schutzgruppen konnen durch mechanistisch unterschiedlich ablaufende Reaktionen und damit
unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen getrennt und unabhéngig voneinander abgespalten werden.
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Anbindung eines bi-
funktionellen Linkers

o) ~— @

Anbindung der ersten
N,-geschutzten Aminosaure

o)
@ NHX

Selektive Abspaltung der
N,-terminalen Schutzgruppe

~— @~
w

Amidbindungskniipfung i 4

(0] (0]
® a9l a—ix
n Wiederholungen E

der Schritte 3 und 4 (3, 4)n

(a) Entglltige Entschiitzung
(b) Abspaltung vom Harz

|6sliches Peptid

Schema 11: Schematische Darstellung der Festphasen-Peptidsynthese (AS = Aminosdure; L = Linker;
P = Harz; X = N,-Schutzgruppe).

Neben der klassischen Merrifield-Strategie (Boc-geschiitzte Amino- und Benzyl (Bzl)-

[185

geschiitzte Carboxylgruppen) wird heute hiufig die Sheppard-Strategie!™®! mit 9-Fluorenyl-

methoxycarbonyl (Fmoc)-geschiitzten Amino- und fert-Butyl (/Bu)-geschiitzten Carboxyl-

gruppen eingesetzt. Die Fmoc-Aminoschutzgruppe!'*®

J wird schnell und quantitativ durch das
sekunddre Amin Piperidin abgespalten."" Gleichzeitig fangt die Base auch das bei der Ent-

schiitzung entstehende Dibenzofulven-Intermediat ab, so da3 diese Synthesestrategie sehr milde

XV Es handelt sich hierbei um eine durch Piperidin katalysierte B-Eliminierungsreaktion.
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Reaktionsbedingungen garantiert. Fiir die Festphasensynthese nach der Strategie von Sheppard
sollten deshalb im Rahmen dieser Arbeit auch entsprechende Fmoc-geschiitzte AB,-Monomere
zur Verfiigung gestellt werden. Die manuelle Festphasensynthese war spiter insbesondere fiir

die Darstellung der in Kapitel 4.2.6 vorgestellten Peptidodendrimere interessant.

x 2 HCI
BocHN NHBoc HoN NH FmocHN NHFmoc
HCI Fmoc-Cl
EEE—— EEEE—
(0] OH (e} OH o] OH
16 20 21

Br Br T

Fmoc-Cl 24
/\/ NH, » /\/ NHFmoc

1. 9-BBN
2. Pd(PPhs),

22 23

Schema 12: Mogliche Synthesewege zum Fmoc-geschiitzten Aminosiiure-Baustein 21 fiir die Festphasen-
Synthese.

Die Synthese der Fmoc-geschiitzten G1-Dendren begann mit dem synthetisch leicht zu-
giinglichen Boc-geschiitzten Aquivalent 16, das mit konzentrierter HCI in THF zu 72 % in das
Hydrochlorid 20 {iberfiihrt werden konnte (Schema 12). Daran anschlieBend erfolgte die Einfiih-
rung der Fmoc-Aminoschutzgruppen mit 9-Fluorenylmethyloxycarbonylchlorid (Fmoc-Cl). Da-

1 . .
¥7) ausgehend vom Aminoséure-

zu wurde analog einer Prozedur von Chen und Benoiton
Hydrochlorid 20 wissrige Na,COs-Losung als Basenkomponente gewihlt und anschlieBend mit
Fmoc-Cl in THF bei 0 °C die beiden Aminogruppen geschiitzt. Die Fmoc-geschiitzte Siure 21
konnte so in guten Ausbeuten von 73 % nach Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan erhalten
werden. Um das Monomer analog der Synthese des Boc-geschiitzten Bausteins 16 auch auf dem
Weg tiber eine Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung zugénglich zu machen, wurde zunichst kom-
merziell erhiltliches Allylamin 22 in einer &hnlichen Prozedur wie die Aminosdure 20 mittels
Fmoc-Cl und Na,COs als Base in THF in guten Ausbeuten von 91 % geschiitzt (Schema 12).

Der Vorlédufer 23 stand nun nachfolgend fiir eine Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung mit der Séure

24 zur Verfligung, die ebenfalls mit Na,COj als Base realisierbar sein sollte. Fiir diesen Synthe-
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seweg miifite zuvor allerdings die Stabilitdt der Fmoc-Schutzgruppe unter den Bedingungen der
Suzuki-Miyaura-Kupplungsreaktion liberpriift werden. Bei positivem Ergebnis stellt dieser syn-
thetische Weg allerdings eine weitere potentielle Mdglichkeit zur Synthese der gewiinschten
Fmoc-geschiitzten Aminosdure 21 dar, bei der insgesamt weniger Stufen durchlaufen werden

miissen als beim Weg iiber den Boc-geschiitzten Baustein 16.

4.2.1.3 Die Dendrimere

In einer divergenten Synthesestrategie wurden zundchst die Dendren 16 und 19 syntheti-
siert (vgl. Schema 10), die nachfolgend iiber eine EDC/HOBt-Amidbindungskniipfung in was-

serfreiem Dichlormethan an das Kernmolekiil 5 angebunden wurden (Schema 13).

BocHN NHBoc
BocHN NHBoc BocHN (0] (o] NHBoc
HN NH
O” OH
O” OH
16
19
5 l EDC, HOBt 5 lEDC, HOBt
XHN NHX
XHN o o NHX
XHN NHX H-N N-H

o " o
XHN N XHN N N NHX
H S H

N-H N-H H
XHN o NHX Oy N o N NHX
H 0
NHX N0
XHN NHX H
25: X =Boc
TFA
26: X =H' CF3;COOH
XHN NHX

27: X =Boc
TFA
28: X =H" CF3COOH

Schema 13: Synthese der wasserloslichen Dendrimere 26 und 28 des Basis-Satzes.



56 4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Nach wissriger Aufarbeitung und séulenchromatographischer Reinigung lieen sich so die ent-
sprechenden Boc-geschiitzten G1- und G2-Dendrimere 25 und 27 in guten Ausbeuten von
75 - 78 % erhalten (vgl. Schema 13). Bei den Boc-geschiitzten Dendrimeren wurde besonderer
Wert auf eine vollstdndige Aufreinigung gelegt, da Verunreinigungen spéter aufgrund der hohen
Polaritdt der entschiitzten Verbindungen nicht mehr von diesen abgetrennt werden konnten. In
jedem Fall wurde die erzielte Reinheit der Dendrimere mittels NMR-Spektroskopie und analyti-
scher ,,reversed-phase* (RP)-HPLC {iberpriift. Abb. 20 zeigt zwei typische RP-HPLC-Léufe des
Boc-geschiitzten G2-Dendrimers 27 nach sdulenchromatographischer Aufreinigung iiber Kie-
selgel (Dichlormethan / 4 % Methanol als Eluens) und nach priaparativer RP-HPLC (Metha-
nol / 10 % H,O als Eluens). Die Reinheit des Dendrimers wurde mittels UV-Detektion und an-
schlieBender Integration bestimmt und betrug 98.2 % nach sdulenchromatographischer Reini-

gung und 100 % nach priparativer RP-HPLC.

min

» min

0.0 20 40 60 80 100 120 140 160 18.0 0.0 20 40 60 80 10.0 120 140 160 18.0

Abb. 20: Analytischer RP-HPLC-Lauf des Boc-geschiitzten G2-Dendrimers 27: (a) wie erhalten nach
sdulenchromatographischer Aufreinigung; (b) erhalten nach préparativer RP-HPLC. Eluent (analytischer
RP-HPLC-Lauf): Methanol / HyO (9 : 1 /v :v); Flufrate: 1 ml/min.

Die nachfolgende Behandlung der Boc-geschiitzten Dendrimere mit TFA in Dichlor-
methan ergab quantitativ die entsprechenden entschiitzten Dendrimere 26 und 28 als vollstindig
wasserlosliche Trifluoracetate. Nach Gefriertrocknung aus Wasser erhielt man sie als gut hand-
habbare, farblose Feststoffe, die unmittelbar fiir die nachfolgenden Cytotoxizitdts-Tests in Zell-
kultur eingesetzt werden konnten (vgl. Kap. 4.3.1). Das '"H-NMR-Spektrum des kationischen
G2-Dendrimers 28 demonstriert zusatzlich die erzielte Reinheit der Verbindung (Abb. 21).
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HoN 14 NH;

X 12 CF4COOH 12713
10251
HoN o o NH, +
HN N'H
68 9
7
W L° . 12
HoN 4 NS0 14
23 13
HoN H'N ON ! NH, 4+9
2 v W 2 3+8
N'H H 7 /
O N’ o N NH;
H Jd )
N_O
HoN NH, /H(EEI
10
HoN NH,
511
1
6
g_.#,‘r} IJJ JJ A
R R R R T T T i SR
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(ppm)

Abb. 21: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) des entschiitzten G2-Dendrimers 28 des Basis-Satzes in
[D4]-Methanol. (*) = Methanol; (+) = H,0.

Die Kristallisation der vorgestellten Dendrimere erwies sich unter anderem wegen ihrer
relativ groBBen strukturellen Flexibilitdt und der Neigung, Losungsmittelmolekiile in ihrem Inne-
ren einzuschlieBen, als schwierig. Um dennoch néhere Einblicke in die dreidimensionale Struk-
tur der beiden kationischen, wasserloslichen Dendrimere 26 und 28 des Basis-Satzes zu erhal-
ten, wurden ihre Strukturen mittels computerunterstiitzter Simulationsrechnungen in wéssriger

XVII

Umgebung modelliert.”"" Die pKg-Werte der peripheren Propylamin-,,Arme* der Dendrimere

VI Die computerunterstiitzten Modellrechnungen wurden im Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S. Pricl im
‘Dipartimento di Ingegneria Chimica, dell' Ambiente e delle Materie Prime’ (DICAMP) (Labor fiir computer-
unterstiitzte Systeme, Institut fiir Technische Chemie) an der Universitdt von Triest, Triest, Italien, durchge-
fithrt. Die “molecular mechanics (MM)“- und “dynamics (MD)“-Simulationen erfolgten mit den Programm-
packeten Cerius’ (Vers. 4.2), Discover und Materials Studio (Vers. 2.2) (alle von Accelrys Inc., San Diego,
USA) mit selbstentwickelten Codes und einem kombinierten ,,molecular mechanics/dynamics simulated an-
nealing* (MDSA)-Protokoll.

Fiir die genauen Bedingungen zur Durchfiihrung der Berechnungen, siehe:
S. Pricl, M. Fermeglia, “Molecular simulation of host—guest inclusion compounds: an approach to the
lactodendrimers”, Carbohydr. Polym. 2001, 45, 23-33; M. Fermeglia, S. Pricl, “Computer-Aided Simulation
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wurden nicht exakt bestimmt. Es schien aber sinnvoll vereinfachend davon auszugehen, daB sie
sich wie voneinander unabhédngige primire Amine verhalten und vollstdndig protoniert vorlie-
gen. Diese Annahme wurde, zusammen mit dem Austausch von Trifluoracetat gegen Chlorid als

Gegenion, als Grundlage fiir die Berechnung der Dendrimerstrukturen in Abb. 22 genommen.

Abb. 22: MD-equilibrierte Momentaufnahmen der beiden kationischen Dendrimere (G1 und G2) des Basis-
Satzes in Wasser. Beide Dendrimere wurden bei 37 °C in ihrer vollstdndig protonierten Form mit Chlo-
rid als Gegenionen berechnet. (a) Bindungsmodell des G1-Dendrimers 26; (b) Kalottenmodell (raumer-
fiillend) des G1-Dendrimers 26; (¢) Bindungsmodell des G2-Dendrimers 28; (d) Kalottenmodell (raum-
erfiillend) des G2-Dendrimers 28. Grau = Kohlenstoff, Blau = Stickstoff, rot = Sauerstoff, griin = Chlo-
rid.

of a Dendrimer with a Protoporphyrinic Core as Potential, Novel Hemoprotein Mimic”, Bioorg. Med. Chem.
2002, 10,2471-2478,

S. Pricl, M. Fermeglia, M. Ferrone, A. Asquini, “Scaling properties in the molecular structure of three-
dimensional, nanosized phenylene-based dendrimers as studied by atomistic molecular dynamics simula-
tions”, Carbon 2003, 41, 2269-2283.
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Alle Dendrimerstrukturen wurden fiir eine Temperatur von 37 °C in Wasser optimiert, wobei
davon ausgegangen wurde, da3 jedes Dendrimer von einer kubischen Box von TIP3P Wasser-

18] solvatisiert ist, die sich mindestens 10 A in jede Richtung um das Dendrimer

molekiilen!
erstrecken.

Abb. 22 zeigt, daB bei dem entschiitzten G1-Dendrimer 26 die aromatischen Verzwei-
gungseinheiten der Dendren und vor allem die freien Aminogruppen der Propylamin-,,Arme*
mit ihren positiven Ladungen relativ ,,offen* und strukturell zugédnglich sind. Das G2-Dendrimer
28 weist allerdings bereits eine relativ kompakte Anordnung im Inneren auf, so daB hier der
Kern isoliert und abgeschirmt vom umgebenden Medium scheint, wéihrend die positiv geladenen
Aminogruppen in das umgebende Medium weisen. Die so berechnete dreidimensionale Struktur
der Dendrimere spielt spdter insbesondere bei den Cytotoxizitits-Untersuchungen eine wichtige
Rolle (s. Kap. 4.3). Es wird vermutet, daB sich hierbei strukturelle Oberflichenmerkmale in Hin-

blick auf die beobachtete Cytotoxizitit deutlich bemerkbar machen, wohingegen die innere

Struktur der Dendrimere weitgehend unwichtig zu sein scheint.
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4.2.2 Dendrimere mit proteinogenen Aminosauren

Um den EinfluB der Oberflachenfunktionalisierung auf die Cytotoxizitit der jeweiligen
Dendrimere zu untersuchen, wurden im folgenden Dendrimere synthetisiert, deren periphere
Aminogruppen mit proteinogenen Aminosduren funktionalisiert sind. Exemplarisch wurden
dazu die drei Aminosduren L-Methionin, L-Asparaginsdure und L-Phenylalanin gewahlt.
L-Methionin wurde ausgewihlt, da bekannt ist, daB} dieses im Korper mit Pt*-Ionen sehr stabile

t."] Die Wechselwirkung mit in Proteinen vorkommenden Methionin- und

Komplexe bilde
Cysteinresten ist vermutlich auch fiir die rasche Inaktivierung von Cisplatin im Korper verant-
wortlich."®” Anhand dieser L-Methionin-Dendrimere sollte die selektive Anbindung von Pt*" an
die Dendrimeroberflichen grundlegend untersucht werden. Dabei wurde in Kauf genommen,
daf} die spitere Freisetzung der Platinkomplexe durch die stabile Chelatbindung vermutlich
schwierig ist. Ebenso wie L-Methionin weist auch L-Aspartat an der Oberflache von Dendrime-
ren chelatisierende Eigenschaften fiir Metallionen auf, da sich bei Metallbindung ein stabiler,
sechsgliedriger Ring iiber die freie Amino- und Carboxylgruppe der Aminosaure ergibt. Dariiber
hinaus weist das gesamte Dendrimer durch die beiden freien funktionellen Gruppen der
L-Asparaginsdure einen zwitterionischer Charakter auf, wobei bei neutralem pH-Wert die Ami-
nogruppen der Asparaginsdure protoniert und positiv geladen und die Carboxylgruppen dagegen
deprotoniert und negativ geladen vorliegen sollten. Zur Schaffung eines dritten Oberflachenmo-
tivs wurde L-Phenylalanin mit seiner aromatischen, hydrophoben Seitenkette gewihlt, die an der

Dendrimeroberfliche in enger Nachbarschaft zur freien, bei neutralem pH-Wert protonierten

Aminogruppe am o-Kohlenstoffatom vorliegt.

4.2.2.1 GO-Dendrimere mit L-Methionin, L-Phenylalanin und L-Asparaginsdure

Die Synthese der GO-Dendrimere, bei denen drei Aminosduren direkt an das Kernmolekiil
angebunden sind, begann mit den drei Boc- und, im Falle von L-Asparaginsdure, Boc- und /Bu-
geschiitzten Hydroxysuccinimidestern von L-Methionin, L-Phenylalanin und L-Asparaginséure.
Alle Reaktionen, bei denen die oxidationsempfindliche Aminosdure L-Methionin beteiligt war,
wurden grundsétzlich unter Stickstoffatmosphére durchgefiihrt. Die direkte Umsetzung mit dem
Kernmolekiil 5 ergab die entsprechenden geschiitzten Dendrimere 30a-c¢ in guten isolierten
Ausbeuten von 80 - 89 % nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Schema 14). Nach-
folgende Entschiitzung mit TFA in Dichlormethan gab in allen drei Fillen quantitativ die ent-

sprechenden entschiitzten Dendrimere als wasserlosliche Trifluoracetate. Die Entschiitzungen
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wurden generell eine Stunde bei Raumtemperatur durchgefiihrt, wobei nur im Falle des L-Aspa-
raginsdure-Dendrimers 31¢ eine verldngerte Entschiitzungszeit von drei Stunden zur vollstiandi-
gen Abspaltung sowohl der Boc- als auch der fBu-Schutzgruppen nétig war. Bei der
Entschiitzung des L-Methionin-G0-Dendrimers 30a wurde ein ,,Entschiitzungscocktail* beste-
hend aus den nucleophilen Abfangreagenzien Ethandithiol (EDT), Thioanisol (TA) und Triiso-

propylsilan (TIPS) zugegeben, um die unerwiinschte Alkylierung des Thioethers zu verhindern.

NH,

x 3 HCI
O\\‘)iNHX

(3,

HN

(0]
XHNK

R

TFA, EDT, TA, TIPS
29 a: R = CH,SCH; 30 a: R = CH,SCH, X = Bog ——————— "
b: R= C6H5 b: R= C6H5, X =Boc | | TFA

c: R=CO,tBu c: R=CO,tBu, X=Boc
31a: R =CH,SCHa, X = H - CF3CO,H A

b: R=CgHs, X =H " CF5CO,H
c: R= COzH, X=H" CF3COzH B —

Schema 14: Synthese der L-Methionin, L-Phenylalanin und L-Asparaginsiure-terminierten G0-Dendri-
mere 31a-c.

4.2.2.2 GI-Dendrimere mit L-Methionin, L-Phenylalanin und L-Asparaginsiiure

Um in einer konvergenten Syntheseprozedur die Aminosadure-terminierten G1-Dendrimere
34a-b aufzubauen, wurden zunéchst die G1-Dendren 32a-b synthetisiert (Schema 15). Die Um-
setzung erfolgte dabei durch Reaktion der freien Aminogruppen des G1-Hydrochlorids 15 mit
den Hydroxysuccinimidestern von L-Methionin, L-Asparaginsdure und L-Phenylalanin. Die ent-
sprechenden Gl1-Dendrimere 34a und 34b wurden nachfolgend aus den Boc-geschiitzten

L-Methionin- und L-Phenylalanin-G1-Dendren 32a und 32b zusammen mit dem Kernmolekiil 5
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in einer EDC/HOBt-aktivierten Amidbindungskniipfung synthetisiert. Im Gegensatz zum kon-

vergenten Aufbau der Dendrimere 32a-b wurde bei der Darstellung des L-Asparaginsiure-

R R
BocHNj\fo o?)i NHBoc
HN NH

XHN NHX
29a,b,c
—_—
oo™ 07 0R?
15: X =H " HCI 32 a: R" = CH,SCH3, R? = CH,CH3 — KOH
b: R'=CgHs,  R%=CH,CHj — ] KoH
c: R'=COyBu, R?=CH,CH; ——— KOH
33a: R' = CH,SCH;, R = H d
b: R = CgHs, R?=H
c: R'=Cco,H, R?=H =-— —
R R
H-N N-H
Ho
N0
EDC,
HOBt H o]
33ab + 5 —» _xun H
R1WN /N
X H
N-H H
CO,tBu o NRX
BocHN O M © NYVFN
H
0
0770 L 2 J ;NHX
0._N o R
H
29¢ XHN
R1

34 a: R' = CH,SCH3, X = Boc — TFA

b: R'=CgHs, X =Boc TFA
ot —l—lTFA

c: R'=CO,Bu, X=Boc

35a: R'=CH,SCH3, X =H ' CF3CO,H J
b: R'=CgHs, X =H CF3CO,H
c: R'=CO,H, X=H' CF3COH -—

Schema 15: Synthesesequenz zu den L-Methionin-, L-Phenylalanin- und L-Asparaginsiure-terminierten
G1-Dendrimeren 35a-c.
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G1-Dendrimers 32¢ eine divergente Synthesestrategie eingesetzt, bei der der Boc- und /Bu-
geschiitzte L-Asparaginsdure-Hydroxysuccinimidester 29¢ direkt mit dem entschiitzten G1-
Dendrimer 26 umgesetzt wurde. Der Grund fiir diesen Wechsel in der Synthesesstrategie waren
die Schwierigkeiten, die bei der direkten Verseifung des L-Asparaginsdure-G1-Dendrons 32¢
auftraten. Hierbei war es unter keiner der gewihlten Bedingungen moglich, selektiv den Ethyl-
ester an Position R zu verseifen ohne auch gleichzeitig den rert-Butylester an Position R' abzu-
spalten. Erhalten wurde ausschlieBlich das unerwiinschte, vollstindig verseifte Dendron 33c¢
(vgl. Schema 15). Die drei Boc-geschiitzten Dendrimere 34a-¢ wurden nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung tiber Kieselgel in méfBigen bis guten Ausbeuten von 48 - 71 % erhal-
ten. Abb. 23 zeigt vergleichend die 'H-NMR-Spektren der beiden L-Asparaginsaure-Dendrimere
30c und 34c¢ in [D]-Chloroform.

8,9

4
f\g 8b 8a
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Abb. 23: '"H-NMR-Spektren (500 MHz) der beiden Boc-geschiitzten G0- und G1-L-Asparaginsiure-Dendri-
mere 30c (unten) und 34c¢ (oben) in [D]-Chloroform. (*) = CHCl;; (+) = CH,Cl,.

Bei beiden Dendrimeren zeigen die Protonen 8a,b eine diastereotope Kopplung und spalten in

zwei getrennte Signale bei 2.6 ppm und 2.8 ppm auf. Interessanterweise sind beim G1-Dendri-
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mer 34c¢ auch die Signale der beiden Protonen an Position 14 als zwei getrennte Multipletts bei
geringfligig anderen ppm-Werten sichtbar, ein Effekt, der auch bei den analogen L-Methionin-
und L-Phenylalanin-Dendrimeren zu beobachten ist. Durch die eingeschrinkte Rotation und den
partiellen Doppelbindungscharakter der Amidbindung kénnte diese beiden Signale den entspre-
chenden cis/trans-Isomeren der Verbindung entsprechen. Erstaunlich ist allerdings, dal3 dies
weder bei den GO-Dendrimeren noch bei den anderen Amidbindungen im Molekiil zu beobach-
ten ist.

Die Entschiitzung wurde bei den G1-Dendrimeren analog zur Prozedur bei den entspre-
chenden GO-Dendrimeren mit TFA in Dichlormethan durchgefiihrt. Alle Dendrimere wurden
dabei als wasserlosliche Trifluoracetate erhalten, die aus Wasser gefriergetrocknet werden konn-
ten. Zu dem L-Methionin-Dendrimer wurde wiederum ein ,,Entschiitzungscocktail® aus
EDT, TA und TIPS zur Verhinderung unerwiinschter S-Alkylierungen zugegeben. Bei dieser

wie auch bei allen anderen Reaktionen und Aufreinigungsprozeduren, in denen die oxidations-

| | . [MO+K]*
[M+K]
2345.58
2329.60 |
|
[MO+K]™
2361[ .60
[M+Na]*
2313.55
|
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2377.59
|
- T T T T T T T T
2310 2330 2350 2370 m/z
| A E— T T T T \ T
2000 2200 2400 2600 m/z

Abb. 24: MALDI-TOF Massenspektrum des Boc-geschiitzten L-Methionin-G1-Dendrimers 34c (Reflektor-
Modus, Matrix: Dithranol).



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 65

empfindliche Aminosdure Methionin involviert war, wurde ausschlieBlich unter Inertgas gear-
beitet. Trotz aller Vorsichtsmafinahmen konnte eine partielle Oxidation der Thioether-Gruppen
des L-Methionin-G1-Dendrimers nicht vollstindig verhindert werden. Dies konnte unmittelbar
in einer Zunahme der Polaritit des Boc-geschiitzten Dendrimers 34a beobachtet werden. Auch
das MALDI-TOF-Massenspektrum des G1-Dendrimers 34a zeigte Signale, die auf die Inkorpo-

ration von bis zu drei Sauerstoffatomen zuriickzufiihren sind (Abb. 24).
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4.2.3 Dendrimere mit Ethylendiamin-Liganden

Fiir die potenticlle Anbindung von anticarcinogen wirksamem Pt*" an dendritische Tré-
germolekiile wurde ein leicht zugénglicher Ligand benétigt, {iber den die Metallionen in einer
Cisplatin-artigen Weise an der Dendrimeroberflache komplexiert werden konnen. Hierzu wurde
die kommerziell erhiltliche, nichtproteinogene Aminosdure D/L-2,3-Diaminopropionséure aus-
gewihlt. Ausgehend von dieser Verbindung wurde eine konvergente Syntheseroute zur Darstel-
lung der Ethylendiamin-terminierten Dendrimere eingeschlagen. Dabei wurden zunéchst in ei-
ner leicht modifizierten synthetischen Prozedur nach Sergheraert et al!®" die beiden Amino-
gruppen der D/L-2,3-Diaminopropionsdure 36 Boc-geschiitzt (Schema 16). Die Schiitzung ge-
lang mittels tert-Butoxycarbonylanhydrid in einer Mischung aus 2-Propanol und wéssriger Ka-
liumhydroxid-Losung mit guten isolierten Ausbeuten von 85 % nach Umkristallisation aus
Dichlormethan/n-Pentan. Hier und in allen nachfolgenden Syntheseschritten wurde kein Ver-

such zur Trennung der beiden Enantiomere unternommen.

4.2.3.1 GO-Dendrimere mit D/L-2,3-Diaminopropionsdure

Die Synthese des G0-Dendrimers erfolgte ausgehend vom Boc-geschiitzten 2,3-Diamino-
propionsédure-Baustein 37 in einer Mischung aus Dichlormethan (DCM) und N,N-Dimethyl-
formamid (DMF). Aufgrund der starken Neigung von 37 zur Ausbildung von Wasserstoffbriik-
kenbindungen und der daraus resultierenden schlechten Loslichkeit in reinem DCM erwies sich
die Zugabe von etwa 5 —10 % DMF zur Verbesserung der Loslichkeit als unverzichtbar. Die

Aktivierung der Carboxylgruppe des Boc-geschiitzten 2,3-Diaminopropionséure-Bausteins 37

NH, NHX
x 3 HCI
oﬁiNHX
NH
HoN
NHy HCI NHBoc NH
HoN Boc,0 BocHN TBTU 5 2 XHN
_ XHN\)\H/N
O~ OH 0~ "OH o)
HN__O
36 37 XHN:E
NHX

38: X =Boc
TFA
39: X=H" CF3COzH

Schema 16: Synthese des D/L-2,3-Diaminopropionsiure-terminierten G0-Dendrimers 39.
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wurde mit Hilfe des O-Aryluroniumborats TBTU durchgefiihrt, iiber dessen in sifu erzeugten
Aktivester (vgl. Schema 7) die direkte Umsetzung mit dem Kernmolekiil 5§ zum geschiitzten,
Ethylendiamin-terminierten GO-Dendrimer 38 gelang (Schema 16). Fiir die Kupplung wurden
relativ tiefe Temperaturen von -20 bis -30 °C gewdhlt, was die Reaktion verlangsamte, jedoch
die Gesamtausbeute steigerte. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung betrug so die iso-
lierte Ausbeute des Boc-geschiitzten GO-Dendrimers 38 80 %. Das D/L-2,3-Diaminopropion-
sdure-terminierte Dendrimer 38 konnte anschlieBend mit Trifluoressigsdure in DCM quantitativ
zum wasserloslichen Trifluoracetat 39 entschiitzt werden. Abb. 25 zeigt vergleichend die

'H-NMR-Spektren von 38 vor und nach der Entschiitzungsprozedur.
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Abb. 25: Vergleichende Darstellung der "H-NMR-Spektren (250 MHz) des Boc-geschiitzten G0-Dendrimers
38 in [D]-Chloroform (oben) und des entschiitzten Dendrimers 39 in [D4]-Methanol (unten).
(*) = Chloroform; (#) = Methanol; (+) = H,O; (§) = DCM.

Interessanterweise konnten in den FAB(+)-Massenspektren des entschiitzten Dendrimers

39 nicht nur die Signale der entsprechenden [M+H] -Ionen detektiert werden, sondern es zeigten
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sich auch solche, die von der Bindung des relativ seltenen Metallions Cs” zeugten. Im Einklang
mit den drei potentiellen Ethylendiamin-Chelatliganden des GO-Dendrimers fanden sich im

Massenspektrum drei Signale mit einer zusétzlichen Masse von 133 g/mol.

4.2.3.2 GI-Dendrimere mit D/L-2,3-Diaminopropionsiiure

Analog der Aktivierung des D/L-2,3-Diaminopropionsiure-Bausteins 37 zur Synthese des Boc-
geschiitzten GO-Dendrimers 39 wurde auch zum Aufbau des G1-Dendrons 40 Verbindung 37
mit TBTU in den entsprechenden Aktivester iiberfiihrt und in situ bei einer Temperatur von
-20 °C weiter zum Boc-geschiitzten AB;-Monomer umgesetzt (Schema 17). Auch hier war die
Zugabe von etwa 5% DMF zum Reaktionsansatz notig, um sowohl den Boc-geschiitzten
D/L-2,3-Diaminopropionsdure-Baustein 37 als auch das resultierende G1-Dendron 40 vollstéin-
dig I6slich zu halten. Das Boc-geschiitzte Dendron 40 (Schema 17) zeigte eine starke Neigung
zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, was sich neben seiner relativ schlechten
Loslichkeit in reinem DCM und Chloroform auch in den entsprechenden NMR-Spektren der
Verbindung zeigte. In dem in [D]-Chloroform aufgenommenen '"H-NMR sind die Signale relativ
breit und schlecht aufgelst. Das entsprechende '*C-NMR-Spektrum des Dendrons 40 in
[D]-Chloroform zeigt eine interessante Duplizierung einiger Kohlenstoffsignale, wéhrend die
Signale in [D¢]-DMF als Losungsmittel nicht aufgespalten sind (Abb. 26). Bei den duplizierten
Signalen handelt es sich um die drei Methylenkohlenstoffe 8, 9 und 10 sowie den Aryl-
kohlenstoff 4 und das Carbonylkohlenstoffatom 3. Dies konnte fiir die Ausbildung einer asym-
metrischen Wasserstoffbriickenbindung sprechen, die das Dendron in Losungsmitteln wie Chlo-
roform oder DCM in einer stabilen Konformation hilt und somit eine chemisch nicht mehr
dquivalente Umgebung fiir einige charakteristische Kohlenstoffatome bedingt.

Die Verseifung des geschiitzten Dendrons 40 gelang wie bei den vergleichbaren Amino-
sdure-terminierten Dendren 32a-c¢ bei 50 °C mit wissriger KOH in einer Methanol/Tetra-
hydrofuran (THF)/Wasser-Mischung. Nach sdulenchromatographischer Reinigung wurde die
Sdure 41 mittels TBTU in den entsprechenden Aktivester iiberfiihrt, der mit dem Kern-
Hydrochlorid 5 das D/L-2,3-Diaminopropionsiure-terminierte G1-Dendrimer 42 ergab (vgl.
Schema 17). Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung konnten immer noch Reste von
DMEF in der Probe nachgewiesen werden. Auch wiederholtes Losen des Dendrimers in Methanol
und Destillation des Losungsmittels mit anschlieBenden langen Trocknungsperioden im Hoch-
vakuum reichten nicht aus, um verbleibendes DMF vollstindig aus der Probe zu entfernen. Da-

her konnte fiir dieses Dendrimer nur eine hochaufgeloste Masse und keine Elementaranalyse
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Schema 17: Konvergente Synthesestrategie zum D/L-2,3-Diaminopropionsiure-terminierten G1-Dendri-
mer 43.

erhalten werden. Abb. 27 zeigt die isotopenaufgeldsten [M+Na]- und [M+K]'-Signale des
MALDI-TOF-Massenspektrums von Dendrimer 42 sowie sein analytisches RP-HPLC-
Elugramm. Die Reinheit des Dendrimers wurde mittels UV-Detektion bei 254 nm und anschlie-
Bender Integration bestimmt und betrug 98.3 % nach ,,Flash*-Sdulenchromatographie iiber Kie-
selgel. Wie das kleine GO-Dendrimer 38 und die Vorldufer-Dendren 40 und 41 zeigte auch Den-

drimer 42 eine starke Neigung zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen. Im Gegen-
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satz zum Dendron 40 wurde hier mittels NMR-Spektroskopie jedoch kein Hinweis auf eine sta-

bile bevorzugte Konformation gefunden. In jedem Fall muflten bei allen Umsetzungen polare
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Abb. 26: Vergleichende Darstellung der “C-NMR-Spektren (126 MHz) des Boc-geschiitzten
D/L-2,3-Diaminopropionsiure-Dendrons 37 in [D]-Chloroform (oben) und in [D¢]-DMF (unten).
(*) = Chloroform, (+) = DMF.
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Losungsmittel wie DMF oder Methanol zugegeben werden, um die Diaminopropionséure-

modifizierten Dendren und Dendrimere vollstindig zu 16sen.

[M+Na]*
2643.77 b
|
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- - - - - - - : : T g T T T T T 1 _
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Abb. 27: (a) MALDI-TOF-Massenspektrum des Boc-geschiitzten D/L-2,3-Diaminopropionsiure-G1-Dendri-
mers 42 (Reflektor-Modus, Matrix: Dithranol). Aus dem gesamten Spektrum ist hier nur der vergroBerte
Bereich der isotopenaufgeldsten [M+Na]'- und [M+K]"-Signale gezeigt; Signale hoherer Masse traten
nicht auf. (b) Analytischer RP-HPLC-Lauf des Dendrimers 42 (Eluent: Methanol / H,O (9 :1/v : v);
Flufrate: 1 ml/min; Reinheit nach UV-Detektion (254 nm) und anschlieBender Integration: 98.3 %).

Die Umsetzung des Boc-geschiitzten Dendrimers 42 mit Trifluoressigsdure in DCM bei
Raumtemperatur ergab analog zur Prozedur bei den Aminosiure-terminierten G1-Dendrimeren
34a-c das vollstindig entschiitzte, wasserlosliche G1-Dendrimer 43 in einer quantitativen Um-

setzung.
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4.2.4 Dendrimere mit Fluoreszenzmarkern

Um das Verhalten der Dendrimere in Zellkultur und ihre Lokalisation nach eventueller
Aufnahme in die Zelle bestimmen zu kdnnen, wurden Dendrimere synthetisiert, die in der Peri-
pherie Fluoreszenzmarker tragen. Als Fluoreszenzmarker wurde die 5-Dimethylamino-
naphthalin-1-sulfonyl (Dansyl)-Gruppe gewihlt."” Sie erschien aufgrund ihrer hohen Fluores-
zenzintensitdt und der Emission im griinen Spektralbereich zum Einsatz fiir die Zellaufhahme-
Tests als besonders geeignet, da bei dhnlichen Wellenldngen auch viele der in Biologie und Me-

dizin eingesetzten Proteinmarker wie Fluoresceinisothiocyanat (FITC)!'*! Fluorescamin!'**!

und das ‘Green Fluorescent Protein’ (GFP)!"!

absorbieren und emittieren. Die entsprechenden
Filter sind demnach standardmifig in den meisten Fluoreszenzmikroskopen vorhanden. Weiter-
hin waren die erzeugten dansylierten Dendren und Dendrimere aufgrund der hohen Reaktivitét
des entsprechenden Sulfonsédurechlorides im Gramm-MaBstab zuganglich.

Neben Dansylchlorid wurde in ersten Versuchen auch Fluorescamin zur Markierung der
Dendrimeroberflachen eingesetzt. Aufgrund des hohen Preises der Verbindung wurden die Um-
setzungen nur qualitativ mittels Diinnschichtchromatographie iiber die Bildung von fluoreszie-

renden Produkten verfolgt. Die entsprechenden Dendrimere wurden dabei jedoch nie in Mengen

erzeugt, die eine vollstdndige Charakterisierung erlaubt hétten.

4.2.4.1 Dansylierte Dendren

Die leicht zuginglichen Dendren 15 und 18 wurden in ersten Testreaktionen durch direkte
Umsetzung mit einem 1,5 fachen UberschuB an Dansylchlorid pro Aminogruppe in die entspre-
chenden vollstindig dansylierten Verbindungen 44 und 46 iiberfiihrt (Schema 18). Dazu wurden
die Salze der beiden Dendren zunichst in absolutem Methanol gelost und anschlieBend unter
LichtausschluB3 langsam zu der vorgelegten Losung von Dansylchlorid in wasserfreiem DCM
getropft. Die Reaktion lief schon bei Raumtemperatur innerhalb von einer Stunde vollstindig
ab. Die Detektion der dansylierten Dendren gelang dabei sehr empfindlich mittels Diinnschicht-
chromatographie und anschliefender Anregung bei 366 nm. Um zu testen, ob diese Bausteine
fiir eine nachfolgende konvergente Dendrimersynthese geeignet sind, wurden die beiden dansy-
lierten Dendren 44 und 46 unter Standardbedingungen bei 40 °C mit wissriger KOH in einem
Losungsmittelgemisch aus THF, Methanol und Wasser verseift. Unter den gewéhlten Bedin-
gungen erwies sich die Dansylgruppe als stabil, und die dansylierten Sduren 45 und 47 konnten
nach sdulenchromatographischer Reinigung in Ausbeuten von 92 % im Falle des G1-Dendrons

45 und 85 % fur das G2-Dendron 47 erhalten werden.
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Schema 18: Synthese der dansylierten Dendren 45 und 47 als fluoreszenzmarkierte Bausteine fiir einen
konvergenten Dendrimeraufbau.

4.2.4.2 Dansylierte Dendrimere

Analog der Prozedur zur Synthese der beiden dansylierten Dendren 45 und 47 wurden in
einer divergenten Syntheseroute sowohl das Kernmolekiil 5 als auch die beiden Dendrimere 26
und 28 mit einem UberschuB von 1.5 - 3 Aquivalenten Dansylchlorid pro Aminogruppe dansy-
liert (Schema 19). Im Gegensatz zu der von Végtle et al. publizierten Synthesestrategie zur Dan-

(1961 yerliefen hier die Reaktionen

sylierung ihrer Poly(propylenamin)- und Polylysin-Dendrimere
sehr schnell und waren in den meisten Féllen auch schon bei Raumtemperatur innerhalb von
einer Stunde beendet (DC-kontrolliert). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von
Bartzatt, der ebenfalls die vollstindige Umsetzung von primiren und sekundiren Aminen mit

Dansylchlorid in wissriger Na,COs-Pufferlésung innerhalb von einer Stunde beschrieb.!'””!
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Synthese der drei vollstindig dansylierten Dendrimere 48, 49 und 50 durch direkte Umsetzung

der entschiitzten Dendrimere 5, 26 und 28 mit Dansylchlorid.
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Die drei dansylierten Dendrimere 48, 49 und 50 konnten nach sédulenchromatographischer Auf-
reinigung in Ausbeuten von 65 - 92 % erhalten werden. Die Abtrennung von nicht vollstindig
dansylierten Dendrimeren mittels Sdulenchromatographie iiber Kieselgel gestaltete sich auf-
grund ihrer deutlich hoheren Polaritdt als einfach, so daf3 die vollstindig fluoreszenzmarkierten
Dendrimere in hoher Reinheit isoliert werden konnten. Der Grad der Dansylierung konnte nach-
folgend mittels NMR-Spektroskopie zu mehr als 95 % bestimmt werden. Abb. 28 zeigt exem-
plarisch das "H-NMR-Spektrum des vollstindig dansylierten und aus Dioxan gefriergetrockne-
ten G1-Dendrimers 49 bei 50 °C in [D]-Chloroform.
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Abb. 28: '"H-NMR-Spektrum (500 MHz) des vollstindig dansylierten G1-Dendrimers 49 bei 50 °C in
[D]-Chloroform. (*) = Chloroform, (+) = Dioxan.

Von allen drei Dendrimeren konnten auch MALDI-TOF-Massenspektren erhalten werden. Die-
se zeigten neben den [M+H]'-, [M+Na]'- und [M+K]'-Signalen noch ein weiteres Signal mit
einer Masse [M—234]", was der Abspaltung oder dem Fehlen einer Dansylgruppe entpspricht.
Die beiden MALDI-TOF-Massenspektren der Dendrimere 49 und 50 sind in den Abb. 29 und
30 gezeigt.
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Abb. 29: MALDI-TOF-Massenspektren des vollstiindig dansylierten G1-Dendrimers 49 (Reflektor-Modus,
Matrix: Dithranol). VergroBert gezeigt ist die Region der isotopenaufgeldsten [M+H]'-, [M+Na]'- und
[M+K]"-Signale.

Aufgrund der geringen Empfindlichkeit der NMR-Messungen kann nicht vollstindig ausge-
schlossen werden, daB3 zu einem geringen Anteil (<5 %) auch unvollstindig dansylierte Den-
drimere in den Proben vorlagen. Es erscheint jedoch wahrscheinlicher, daB3 die Dansylgruppe
erst wihrend der Aufnahme der MALDI-TOF-Massenspektren vom Dendrimer abgeldst wurde,
da sich ein solches ,,defektes* Dendrimer aufgrund der Empfindlichkeit der UV-Detektion schon
mittels Diinnschichtchromatographie leicht hitte nachweisen lassen sollen. Ahnlich wie bei den
hier untersuchten dansylierten Dendrimeren 48, 49 und 50 detektierten auch Vogtle und Mitar-
beiter die Abspaltung von bis zu drei Dansylgruppen bei der Aufnahme der MALDI-TOF-

98] Die Autoren vermute-

Massenspektren ihrer dansylierten Poly(propylenamin)-Dendrimere.
ten, daBl die Fragmentierung durch die Einstrahlung des Laserlichtes bei der Aufnahme der

MALDI-TOF-Massenspektren verursacht wurde, dessen Wellenldnge (A = 337 nm) zufadllig mit
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dem Absorptionsmaximum des Dansylamid-Chromophors iibereinstimmt. Weiterhin fanden sie,
daB die relative Intensitit der Fragmentsignale mit steigender Laserintensitit zunahm. Eine La-
ser-induzierte Anregung des Dansylchromophors und das daraus folgende Aufbrechen der Sul-

fonamid-Bindung schien den Autoren dementsprechend wahrscheinlich zu sein.!"”™
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Abb. 30: MALDI-TOF-Massenspektrum des vollstindig dansylierten G2-Dendrimers 50 (Matrix: Dithranol):
(a) gesamtes Spektrum (linearer Modus); (b) vergroBerte Region der isotopenaufgelosten [M+H]',
[M+Na]" und [M+K]"-Signale (Reflektor-Modus).

4.2.4.3 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchung der dansylierten Dendrimere

In Ethanol als Losungsmittel zeigen die drei Dendrimere 48, 49 und 50 intensive Absorp-
tionsbanden (Abb. 31a) im nahe-ultravioletten Spektralbereich (Anax = 254 und 338 - 345 nm)
analog der von Végtle et al. vermessenen dansylierten Polylysin- und Poly(propylenamin)-
Dendrimere.!"*®! Die intensiven, breiten Fluoreszenzbanden der drei Dendrimere weisen ein Ma-
ximum bei 510 - 528 nm in sichtbaren griinen Spektralbereich auf (Abb. 31b). Damit entspre-
chen sowohl die Absorptions- als auch die Fluoreszenzdaten den bekannten Werten fiir Dendri-

mere, die die Dansylgruppe als Chromophor tragen.!"”® ") Die Fluoreszenzquantenausbeute ®¢
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der drei Dendrimere wurde nicht bestimmt. Dennoch zeigt Abb. 31b klar, da3 die Fluoreszenz-

intensitit mit steigender Anzahl der am Dendrimer befindlichen Dansylgruppen zunimmt.

I [a. u] a I [a. u] b
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6000 3 3000-
E ] 50
5000 2500 ]
4000 5 2000 1
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E ] 49
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E 07
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Abb. 31: Absorptions- (a) und Fluoreszenzspektren (b) der drei Dendrimere 48, 49 und 50 in Ethanol:
(— = Ethanol, — = Dendrimer 48, —— = Dendrimer 49, —— = Dendrimer 50). Die Konzentration der
Dendrimere betrug 0,5 uM; die Emissionsspektren wurden durch Anregung bei 340 nm erhalten.

Aus den gut untersuchten fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften der Dansylgruppe
ist bekannt, daB dieses Fluorophor eine deutliche Solvatochromie zeigt.**”! So verursachen pola-
re Losungsmittel eine relativ gro3e Rotverschiebung in den Fluoreszenzspektren dieser Verbin-
dungen. Ebenso wird die Fluoreszenzbande der Dansylgruppe in polaren Losungsmitteln deut-

lich breiter.”*

I Auch bei den hier untersuchten dansylierten Dendrimeren 48, 49 und 50 konnte
der beschriebene Effekt der Rotverschiebung in polaren Losungsmitteln qualitativ beobachtet
werden. Fluoreszieren die Verbindungen in relativ unpolaren Solventien wie Dichlormethan
oder Chloroform noch deutlich blaugriin, so erhalten sie in Methanol oder Ethanol schon eine
starker gelbgriine Farbung. Durch die Breite der Fluoreszenzbande konnte in den nachfolgenden
Zellverteilungsstudien (vgl. Kap. 4.4) die Detektion am Fluoreszenzmikroskop problemlos mit

den Standard-Griinfiltern in ausreichender Sensitivitét erfolgen.
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4.2.5 ,,Gemischte* Dendrimere mit zwei funktionellen Gruppen

Neben den vollstindig dansylierten Dendrimeren des Kapitels 4.2.4 war es weiterhin wiin-
schenswert Dendrimere zu erhalten, die neben einer Fluoreszenzmarkierung noch eine zweite
funktionalisierbare Gruppe zur Anbindung von Cytostatika aufweisen. Weiterhin besallen vor
allem die beiden groferen in Kap. 4.2.4.2 vorgestellten dansylierten Dendrimere 49 und 50 eine
relativ schlechte Wasserloslichkeit, was ihren Einsatz in Zellkultur erschwerte. Es war daher
naheliegend Dendrimere synthetisch zugénglich zu machen, die neben der Fluoreszenzmarkie-
rung noch eine zweite, l6slichkeitsvermittelnde und weiter funktionalisierbare Gruppe tragen.
Dazu wurde im folgenden eine synthetische Route tiber den orthogonal Amin-geschiitzten Den-
dron-Baustein 51 eingeschlagen (Schema 20). Diese Synthesestrategie unterscheidet sich deut-
lich von der direkten Sulfonamid-Derivatisierung, wie sie beispielsweise von Vogtle und Mitar-

[192¢]

beitern zur Markierung ihrer lichtsammelnden Dendrimere mit verschiedenen chromopho-

ren Gruppen eingesetzt wurde, und ist im folgenden Kapitel ndher beschrieben.

4.2.5.1 Dansylierte Dendrimere mit freien Aminen

Als Schliisselkomponente in der Syntheseroute zu Dendrimeren mit zwei funktionellen Gruppen
diente die orthogonal geschiitzte Verzweigungseinheit 51. Diese wurde analog einer bekannten

Eintopfreaktion!**"

in einem synthetischen Schritt mit annéhernd statistischer Verteilung neben
den beiden einheitlich Boc- oder Benzyloxycarbonyl (Cbz)-geschiitzten Dendren in Ausbeuten
von 35 % nach sdulenchromatographischer Aufreinigung erhalten (Schema 20). Die anschlie-
ende Verseifung zur freien Carbonsdure 52 gelang ebenfalls glatt unter Standardbedingungen
mit KOH in einer Losungsmittelmischung aus Methanol und Wasser bei 50 °C iiber eine Dauer
von 12 Stunden. Der konvergente Aufbau zum orthogonal geschiitzten G1-Dendrimer 53 erfolg-
te bei -20 °C mit EDC und HOBt in absolutem Dichlormethan und ergab das Produkt nach sdu-
lenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 63 %. Abb. 32 zeigt exemplarisch das
500 MHz 'H-NMR-Spektrum des orthogonal geschiitzten G1-Dendrimers 53. Man erkennt, daB
sowohl die den Aminogruppen benachbarten Methylenprotonen der Propylamin-Arme der Den-
dren als auch die beiden aromatische Protonen aufgrund des unterschiedlichen Substitutionsmu-
sters der Verzweigungseinheit in getrennte Signale aufspalten und bei unterschiedlichen ppm-
Werten erscheinen. Die nachfolgende Entschiitzung mit Trifluoressigsdure in Dichlormethan

verlief problemlos zum partiell entschiitzten Dendrimer 54. Die Reaktion wurde bei Raumtem-

peratur durchgefiihrt und genau nach einer Stunde abgebrochen und aufgearbeitet, um neben der
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Schema 20: Synthesesequenz zum wasserloslichen, dansylierten G1-Dendrimer 56 mit freien, protonierten
Aminen.

erwiinschten Boc-Entschiitzung eine Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe zu vermeiden. Dennoch

zeigten sich im NMR-Spektrum des Produktes immer geringe Spuren von auch partiell Cbz-
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entschiitztem Dendrimer. Dies konnte auch durch eine Verkiirzung der Reaktionszeit nicht voll-
standig unterdriickt werden, jedoch flihrte dies zu einer unvollstdndigen Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe. Eine Reaktionsdauer von einer Stunde erwies sich demzufolge als optimal zur
Gewihrleistung einer vollstindigen Boc-Entschiitzung. Der kleine Anteil von ebenfalls Cbz-
entschiitztem Dendrimer konnte in dem darauf folgenden Dansylierungsschritt aufgrund der sehr
unterschiedlichen R-Werte der teildansylierten Dendrimere mittels Sdulenchromatograpie leicht
vom nur Boc-entschiitzten Dendrimer abgetrennt werden und stellte somit kein weiteres Pro-
blem dar. Insgesamt verlief in diesem Schritt die Fluoreszenzmarkierung mit Dansylchlorid wie
auch bei der Synthese der vollstindig dansylierten Dendrimere 48, 49 und 50 nahezu quantitativ

und mit sehr guten Ausbeuten von 99 % nach sdulenchromatographischer Aufreinigung.

12
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Abb. 32: "H-NMR-Spektrum (500 MHz) des gemischt Boc- und Cbz-geschiitzten G1-Dendrimers 53 in
[D]-Chloroform. (*) = Chloroform.

Bei der nachfolgenden Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe erwies sich das Dansyl-Fluorophor als
stabil sowohl unter den Bedingungen einer katalytischen Hydrierung als auch iiber eine ldngere

Periode in reiner TFA. Zunéchst wurde versucht, die Cbz-Schutzgruppe wie allgemein iiblich
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2021 Diese Versuche fiihrten jedoch

unter Zugabe von Palladium auf Aktivkohle zu hydrieren.
auch in verschiedenen Losungsmitteln und Losungsmittelmischungen (Methanol, Ethanol,
Ethylacetat) und bei unterschiedlich langen Hydrierungsdauern, -temperaturen und H,-
Partialdriicken allesamt nicht zum Erfolg. Die Abspaltung der Cbz-Gruppe zum wasserldsli-
chen, teildansylierten Dendrimer 56 gelang erst unter extremen Entschiitzungsbedingungen in
reiner Trifluoressigsdure iliber eine Dauer von sieben Tagen. Wéhrend der gesamten Zeit wurde
der Fortschritt der Reaktion mittels Diinnschichtchromatographie verfolgt. Trotz wiederholter
Entschiitzungszyklen mit reiner Trifluoressigsdure konnten hiufig auch noch nach sieben Tagen
Reaktionszeit mittels 126 MHz '*C-NMR-Untersuchungen Reste von nicht vollstindig ent-
schiitztem Dendrimer nachgewiesen werden. Als charakteristisch und empfindlich nachweisbar
erwies sich dabei die Kohlenstoff-Resonanz der Cbz-Methylengruppe bei 65.2 ppm, die héufig
noch als kleines Signal in den entschiitzten Proben detektiert werden konnte. Die Entschiitzun-

gen wurden darauthin in reiner TFA so lange wiederholt, bis dieses charakteristische Signal

nicht mehr nachweisbar war.

4.2.5.2 Dansylierte Dendrimere mit Ethylendiamin-Liganden

Ausgehend vom entschiitzten, teildansylierten Dendrimer 56 wurde in einer ,attach-to*-
Route der Boc-geschiitzte D/L-2,3-Diaminopropionsdure-Baustein 37 analog der bereits in
Kap. 4.2.3 beschriebenen Amidbindungskniipfungs-Reaktionen mit TBTU in einer Losungsmit-
telmischung aus DCM und DMF an die freien Aminogruppen des Dendrimers angebunden.
Waissrige Aufarbeitung und anschlieBende sdulenchromatographische Reinigung ergaben das
»gemischte® 2,3-D/L-Diaminopropionsdure- und Dansylgruppen tragende Dendrimer 57 in einer
mifigen isolierten Ausbeute von 33 % als gelbgriinen Feststoff nach Gefriertrocknung aus Dio-
xan (Schema 21). Die Loslichkeit des ,,gemischten* Dendrimers 57 in relativ unpolaren, aproti-
schen Losungsmitteln wie DCM war maBig bis schlecht. Vollstindig gelost werden konnte das
Dendrimer nur durch Zugabe von polaren Losungsmitteln wie Methanol oder DMF, die dessen
Neigung zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen entgegenwirkten. Die schlechte
Loslichkeit von 57 in den gidngigen organischen Losungsmitteln und Lésungsmittelgemischen
erschwerte die sdulenchromatographische Aufreinigung und ist vermutlich fiir die méBigen bis
schlechten isolierten Ausbeuten nach sdaulenchromatographischer Trennung iiber Kieselgel ver-

antwortlich. Die anschlieBende Entschiitzung von 57 gelang problemlos und quantitativ unter
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Schema 21: Synthese des dansylierten G1-Dendrimers 58 mit Ethylendiamin-Liganden ausgehend vom
2,3-D/L-Diaminopropionsédurebaustein 37 liber eine Aktivierungssequenz mit TBTU zur Amidbin-
dungskniipfung und nachfolgender Entschiitzung.

Standardbedingungen mit TFA in DCM bei Raumtemperatur innerhalb von einer Stunde. Das
entschiitzte, D/L-2,3-Diaminopropionsiure- und Dansyl-terminierte Dendrimer 58 konnte nach
Gefriertrocknung aus Wasser als hellgriiner Feststoff erhalten werden. Dendrimer 58 zeigte sich

nach optischer Beurteilung vollstindig 16slich in Methanol und destilliertem Wasser, jedoch
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verursachte es in ,,Phosphate Buffered Saline* (PBS)- und anderen Pufferlosungen sofort eine
Trilbbung der Losung. Diese Aggregate, die vermutlich aus dem protonierten Dendrimer mit
Phospat als Gegenion gebildet wurden, waren nur durch kurze Ultraschallbehandlung wieder in
Losung zu bringen. Abb. 33 zeigt vergleichend die 500 MHz 'H-NMR-Spektren des fluores-
zenzmarkierten, entschiitzten Dendrimers 58 mit Ethylendiamin-Liganden und dessen Boc-

geschiitztem Vorldufer 57.
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Abb. 33: Vergleichende Darstellung der 'H-NMR-Spektren (500 MHz) des Boc-geschiitzten, D/L-2,3-Di-
aminopropionsiure- und Dansyl-terminierten Dendrimers 57 (oben) und des entschiitzten Produk-
tes 58 (unten) in [D4]-Methanol. (*) = Methanol, (+) = H,O.

Die breiten, relativ schlecht aufgeldsten Signale der Methylengruppen der Dendron-,,Arme* und
der aromatischen Dansyl-Protonen beim Spektrum des geschiitzten Dendrimers 57 sind durch

die schlechte Loslichkeit des Dendrimers in reinem Methanol verursacht. Dagegen sind alle
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Signale des entschiitzten Dendrimer-Analogons 58 in [D4]-Methanol scharf und gut aufgelost. In
beiden Spektren erscheinen die Methylenprotonen der verschieden substituierten Dendron-
»Arme* als getrennte Signale mit deutlich unterschiedlichen chemischen Verschiebungen, wie

dies auch schon beim orthogonal geschiitzten Vorldufer 53 der Fall war.

4.2.5.3 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen der ,,gemischt“-dansylierten

Dendrimere

Analog der vollstindig dansylierten Dendrimere des Kapitels 4.2.4 zeigen auch die ,,ge-
mischt“-dansylierten Dendrimere 55-58 die typischen Absorptionsbanden im nahe-ultra-
violetten Spektralbereich bei Amax (1) = 250 - 254 nm und Amax (2) = 338 - 340 nm (Abb. 34a). Das
Maximum der breiten Fluoreszenzbande nach Anregung bei 340 nm liegt sowohl bei den ent-

schiitzten als auch bei den Boc-geschiitzten Dendrimeren ebenfalls bei 527 - 531 nm (Abb. 34b).
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Abb. 34: Absorptions- (a) und Fluoreszenzspektren (b) der beiden Boc-geschiitzten, ,,gemischt“-dansylier-
ten Dendrimere 55 und 57 und der beiden vollstindig entschiitzten Analoga 56 und 58 und in
Ethanol: (——= Ethanol, —— = Dendrimer 55, ——=Dendrimer 56, —— = Dendrimer 57,
—— = Dendrimer 58). Die Konzentration der Dendrimere betrug 0,5 uM; die Emissionsspektren wurden
durch Anregung bei 340 nm erhalten.

Die Fluoreszenzquantenausbeute ®¢ wurde auch bei diesen Verbindungen nicht bestimmt, je-
doch entspricht die Fluoreszenzintensitit der drei ,,gemischt“-dansylierten Dendrimere 55, 56
und 57 in etwa der Intensitit, die fiir das vollstindig dansylierte GO-Dendrimer 48 mit der glei-

chen Anzahl an Dansylgruppen gemessen wurde (vgl. Abb. 31). Auffillig ist allein die deutlich
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geringere Fluoreszenzintensitit des entschiitzten, D/L-2,3-Diaminopropionsiure-terminierten
Dendrimers 58, das weniger als halb so intensiv fluoresziert als das vergleichbare, ebenfalls ent-
schiitzte Dendrimer 56. Dies kann zum einen durch die unterschiedliche Polaritdt der beiden
Verbindungen verursacht sein. So konnten auch Kaifer und Bright an ihren wasserldslichen, am
Fokalpunkt einfach dansylierten Dendrimeren zeigen, dal3 die Fluoreszenzquantenausbeute @
der Molekiile in wissrigen Pufferlosungen mit steigender Dendrimergeneration zunahm.!"*” Die
Autoren fiihrten diesen Effekt auf die groBere effektive Hydrophobizitit in unmittelbarer Umge-
bung des Dansylrestes bei hoheren Dendrimergenerationen zuriick. Eine weitere Ursache fiir die
Unterschiede in den beobachteten Fluoreszenzintensititen konnte die vermutete unterschiedliche
Basizitit der Propylamine des Dendrimers 56 im Vergleich zu den Diaminopropionsdure-
Gruppen des Dendrimers S8 sein. Es ist bekannt, dal die Absorptions- und Emissionseigen-
schaften der Dansylgruppe sehr empfindlich auf die Zugabe von Siure reagieren.!'”* 2% Mit
der Protonierung der tertidren Aminogruppe des Dansylfluorophors geht allgemein auch eine
Abnahme der Fluoreszenzintensitdt einher. So beschreiben Vogtle et al. bei der Titration ihrer
vollstidndig dansylierten Poly(propylenimin)- und Polylysin-Dendrimere mit Trifluormethansul-
fonsdure ein vollstindiges Verschwinden der intensiven Fluoreszenzbande bei Ayax = 514 nm im

[196al, [196¢] paralle]l dazu tauchte eine wesentlich schwichere Fluoreszenz-

Verlaufe der Titration.
bande bei Amax = 336 nm und einer deutlich kiirzeren Halbwertszeit auf. Weiterhin zeigte das
vollstindig dansylierte G5-Dendrimer einen besonders drastischen Abfall in der Fluoreszenzin-
tensitdt bei 514 nm, wenn in der Titration Trifluormethansulfonsdure durch Trifluoressigsédure

1962l 1 ssungen, die partiell protonierte Dendrimere enthielten, wiesen dariiber

ersetzt wurde.!
hinaus eine multiexponentielle Fluoreszenzabnahme im Vergleich zu den nicht protonierten
Dendrimeren auf'** Eine schwichere Basizitit der Aminogruppen der D/L-2,3-Diamino-
propionsdure konnte folglich eine teilweise Protonierung der Dansylgruppe bewirken, was die

Abnahme der Fluoreszenzintensitit beim ,,gemischten* Dendrimer 58 erkldren wiirde.
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4.2.6 Peptid-tragende Dendrimere mit einer Cathepsin B-Schnittstelle

Die fluoreszenzmarkierten Dendrimere des Kapitels 4.2.5 mit D/L-2,3-Diaminopropion-
sdure als Ligand zur Pt*"-Komplexierung kénnen prinzipiell anticarcinogen wirksames Platin
binden und ebenfalls nach Aufnahme in Tumorzellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikrosko-
pie in diesen lokalisiert werden. Was durch diese Dendrimere ist allerdings nicht gewéhrleistet
ist, ist eine selektive Freisetzung der Platinkomplexe in den Tumorzellen. Um dies zu erreichen,
sollte im Rahmen dieser Arbeit ein an die Dendrimeroberfldche anbindbarer ,,Spacer* syntheti-
siert werden, der die gebundenen Metallkomplexe selektiv in Tumorzellen freisetzen kann und
somit deren gezielte Bindung an die Tumorzell-DNA sicherstellt.

Der vorgeschlagene Inkorporationsweg fiir Dendrimere und/oder Dendrimer-Cytostatika-
Konjugate verlduft iiber die gezielte Aufnahme der Dendrimere mittels Endocytose in eukaryoti-

(100 113) Zungchst befinden sich die aufgenommenen Dendrimere in kleinen, mem-

sche Zellen.
branumschlossenen und mit Clathrin umbhiillten Vesikeln, den sogenannten ,,coated pits“. Nach
dem Abbau der Clathrinhiille werden diese dann zu Endosomen. Diese fusionieren daraufthin mit
Lysosomen, membranumschlossenen Organellen mit einem Durchmesser von etwa 1 um, die
sich im Cytoplasma jeder eukaryotischen Zelle befinden. Dieser Vorgang entspricht dem norma-
len intrazelluldren Verteilungs- und Verdauungsweg in der Zelle. Lysosomen dienen der Zelle
zum Abbau und zur Wiederverwertung von komplexen Molekiilen, die durch Endocytose in die
Zelle gelangt sind. Sie enthalten dementsprechend Enzyme, die Proteine, Polysaccharide, Nu-
cleinsduren und Lipide abbauen kdnnen. Durch eine ATP-getriebene Protonenpumpe in der
Lysosomenmenbran ist der pH-Wert in den Lysosomen (pH < 5) deutlich niedriger als der im
Cytoplasma (pH ~ 7).2°*! Daraus folgt, daB ein ,,Spacer fiir eine gezielte Cytostatikum-Frei-
setzung in diesen Lysosomen entweder eine sdurelabile Schnittstelle aufweisen oder enzyma-
tisch spaltbar sein muf3.

Es ist bekannt, dafl aufgrund der erhohten Stoffwechseltitigkeit von Tumorzellen, die sie
zur Invasion und Metastase befdhigt, einige spezifische Enzyme in Krebszellen iiberexprimiert

(2] Cathepsine sind

sind. Dazu gehdren unter anderem die Protein-abbauenden Cathepsine.
lysosomale Cysteinproteasen aus der Papain-Familie, die entsprechend dem Milieu in den Lyso-
somen ihr Aktivititsoptimum bei leicht sauren pH-Werten haben.!''*! Eine wichtige Rolle im
Proze3 des Tumorwachstums, der Tumorinvasion und der Metastase spielt insbesondere die
Endopeptidase Cathepsin B. Diese Protease wird vermehrt von malignen und metastasierenden

2031 [206] ©ittlerweile ist ein enger Zusammenhang zwischen der Cathepsin B-

206]

Tumoren gebildet.!

Aktivitit und dem metastatischen Potential einiger Tumore bekannt®®), auf dem bereits einige
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Assays zum Hinweis auf potentielle Krebswucherungen im Organismus beruhen. Insbesondere

weist dabei eine erhdhte Cathepsin B-Konzentration und -Aktivitit auf das Vorliegen eines me-

tastasierenden Tumors hin. Die erhohte Cathepsin B-Aktivitdt in Tumorgewebe kann man sich

nun zum Design eines selektiv spaltbaren ,,Spacers® zur gezielten Wirkstofffreisetzung in

Krebszellen zunutze machen.

Cathepsin B-
Schnittstelle

i

——
+ HOOC NHX

teildansyliertes Peptid
Dendrimer
¢l cl
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.Cl
—H H H:|—| Pt
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NHX
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B — NHX
NHX
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NH,
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: Dansylgruppe
: Aminosaure
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: Aminosaure mit zwei Koordinationsstellen
: Ligand zur Metallbindung (N, S, oder O)

: N-Schutzgruppe

Schema 22: Synthesestrategie zur Darstellung der teildansylierten Peptidodendrimere mit potentieller
Cathepsin B-Schnittstelle und N-terminalen Liganden zur Pt**-Komplexierung.
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Fiir das ,,Spacer“-Molekiil, tiber das die cytostatisch wirksamen Platinkomplexe an das
zuvor synthetisierte Dendrimer 56 (s. Kap. 4.2.5.1) angebracht werden sollten, wurde im fol-
genden ein Peptid-,,Spacer mit einer Cathepsin B-Schnittstelle ausgewihlt. Die in Krebszellen
iiberexprimierte Protease Cathepsin B sollte dann in der Lage sein, die gebundenen Platinkom-
plexe selektiv in den Tumorzellen freizusetzen. So wurde zum einen ein Tetrapeptid-,,Spacer*
mit einem N-terminalen Methionin als zweizihnigem Liganden zur Pt*"-Komplexierung und
zum anderen ein Pentapeptid-,,Spacer mit einer N-terminalen D/L-2,3-Diaminopropionsdure
mittels manueller Festphasen-Peptidsynthese dargestellt (sieche Kap. 4.2.6.1). Uber die Carboxy-
Termini der Peptide sollte die Anbindung der Peptid-,,Spacer* an die freien Aminogruppen der
Dendrimere erfolgen, wobei die Methoden der klassischen Peptidsynthese Anwendung finden
sollten. Die Synthesestrategie zur Darstellung der teildansylierten, Ligand-tragenden Peptido-

dendrimere mit Cathepsin B-Schnittstelle ist in Schema 22 schematisch gezeigt.

4.2.6.1 Auswahl und Synthese der Peptide

Cathepsin B wirkt als Endopeptidase mit einer relativ breiten Spezifitit bei deutlicher Be-
vorzugung von basischen Aminosédureresten oder Phenylalanin neben einer basischen Amino-

(2071 12081 Bejspielsweise konnte gezeigt werden, daf das synthetische

sdure wie z. B. Arginin.
Hexapeptid H-Leu-Trp-Met-Arg-Phe-Ala-OH von Cathepsin B in die beiden Fragmente
H-Leu-Trp-Met-Arg-OH und H-Phe-Ala-OH zerlegt wird.*** Daher wurde im folgenden fiir die
Synthese der Peptid-,,Spacer* mit Cathepsin B-Schnittstelle die Aminosdureabfolge
H-Arg-Phe-Gly-OH ausgewéhlt. Am Aminoterminus sollte sich zusdtzlich noch eine Aminoséu-
re mit chelatisierenden Gruppen zur Anbindung der anticarcinogen wirksamen
Pt*"-Metallkationen befinden. Zu diesem Zweck wurde zum einen die natiirliche Aminosaure
L-Methionin und zum anderen die bereits zuvor eingesetzte Aminosdure D/L-2,3-Diamino-
propionsdure verwendet.

Die Synthese des gewiinschten Tetrapeptides H-Met-Arg-Phe-Gly-OH mit amino-
terminalem L-Methionin wurde mittels manueller Festphasensynthese am hoch sdurelabilen
o-Chlortrityl-Harz (Barlos Harz)®® durchgefiihrt, bei dem die Abspaltung eines geschiitzten
Peptides vom Harz moglich ist. Dies war fiir die nachfolgenden Syntheseschritte essentiell, da
anschlieBend die Anbindung des Peptides an das Dendrimer erfolgen mufite (vgl. Schema 22).
Als Schutzgruppen wurden zum einen die Boc-Schutzgruppe zur Maskierung der Aminofunkti-
on des L-Methionins und zum anderen die 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl (Pbf)*'-Gruppe zur Schiitzung der Arginin-Seitenkette ausgewihlt, da beide Schutz-

[185]

gruppen unter den Bedingungen der Sheppard-Festphasensynthesestrategie (vgl.
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Kap. 4.2.1.2) stabil sind, eine Abspaltung des geschiitzten Peptides vom hoch sdurelabilen
o-Chlortrityl-Harz moglich ist und sie nachfolgend in einem einzigen finalen Entschiitzungs-
schritt mit TFA vom Peptidodendrimer abgespalten werden konnen. Schema 23 zeigt schema-
tisch die Abfolge der synthetischen Schritte zum Aufbau des geschiitzten Tetrapeptides 59 am
o-Chlortrityl-Harz.

l a a) Fmoc-Gly-OH / DIPEA (1,5/6 eq.),
DCM, 2 h
l 2xb b) DBU / Piperidin, DMF, 15 min
OO—GIy-H
l c c) Fmoc-Phe-OH / TBTU / DIPEA (3/3/6 eq.),
DCM, 50 min
l 2xb
OO—GIy—Phe-H
l d d) Fmoc-Arg(Pbf)-OH / TBTU / DIPEA
(3/3/6€q.), DCM, 50 min
l 2xb
GO—GIy—Phe—Arg(be)—H
l e e) Boc-Met-OH / TBTU / DIPEA (3/3/6 eq.),
DCM, 50 min
l 2x b, 2x f f) DBU / Piperidin, DCM, 15 min
OO—GIy—Phe—Arg(be)—Met-Boc
g g) HFIP /DCM (1/4), 60 min
O HO-Gly —Phe —Arg(Pbf)—Met-Boc
59

Schema 23: Schematische Darstellung der Syntheseabfolge (manuelle Festphasensynthese) zum geschiitzten
Tetrapeptid 59 mit potentieller Cathepsin B-Schnittstelle und N-terminalem L-Methionin am
o-Chlortrityl-Harz (HFIP = 1,1,1,3,3,3,-Hexafluoroisopropanol).

Die Beladung des Harzes mit der C-terminalen Aminosédure Glycin erfolgte innerhalb von zwei
Stunden durch Reaktion von Fmoc-Gly-OH mit dem o-Chlortrityl-Harz in Anwesenheit von
DIPEA. Das ,,end-capping* verbliebener reaktiver Gruppen am Harz wurde danach durch Zuga-

be von Methanol erreicht. Die anschlieBende Fmoc-Entschiitzung erfolgte fiir zweimal 15 Mi-
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nuten mit einer Mischung aus gleichen Teilen 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) und
Piperidin in DMF. Alle weiteren Aminosaure-Kupplungsschritte wurden analog der Sheppard-
Fmoc-Strategie!'®*! durch eine repetetive Synthesefolge beginnend mit der Anbindung der jewei-
ligen Fmoc-geschiitzten Aminoséure mit TBTU in Anwesenheit der nicht-nucleophilen Base
DIPEA in DMF und anschlieBender Fmoc-Abspaltung mit DBU und Piperidin in DMF durchge-
filhrt. Zwischen allen Amidbindungskniipfungs- und Entschiitzungsschritten wurde das Harz
ausgiebig mit DMF und DCM, nach den Entschiitzungen auch jeweils dreimal mit Isopropanol
gewaschen. Zur Reaktionskontrolle wurde nach jedem Syntheseschritt eine kleine Menge Harz
entnommen, das Peptid mit TFA vom Harz abgespalten und das Rohprodukt mittels MALDI-
TOF-Massenspektrometrie analysiert. Die Abspaltung des Boc- und Pbf-geschiitzten Peptides
vom o-Chlortrityl-Harz erfolgte am Ende der Synthesesequenz mit einer Mischung aus
1,1,1,3,3,3,-Hexafluoroisopropanol (HFIP) und DCM im Verhiltnis 1 : 4 (v:v). Nach Abtren-
nung des Harzes durch Filtration wurde das Rohprodukt mittels RP-HPLC unter Verwendung
eines linearen Laufmittelgradienten von 0 - 100 % Acetonitril in Wasser aufgereinigt. Es gelang
allerdings nicht, das geschiitzte Tetrapeptid zu 100 % sauber zu erhalten. Auch nach wiederhol-
ten Aufreinigungsversuchen verblieb eine Fraktion mit geringfiigig niedrigerer Polaritit zu etwa
5% in der Probe von 59 enthalten. Abb. 35 zeigt die analytischen RP-HPLC-Elugramme des
geschiitzten Tetrapeptides vor und nach der priaparativen RP-HPLC-Reinigung. Das geschiitzte,
vom Harz abgespaltene Tetrapeptid wies eine mafig gute Loslichkeit in polaren Losungsmitteln

wie Acetonitril und Methanol auf. In weniger polaren Losungsmitteln wie DCM oder Chloro-

e

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
Minuten Minuten

Abb. 35: Analytische RP-HPLC-Elugramme des geschiitzten Tetrapeptides 59: (a) wie erhalten nach Abspal-
tung vom Harz und (b) erhalten nach praparativer RP-HPLC-Reinigung. Eluent (analytisches RP-HPLC-
Elugramm): linearer Gradient 0 - 100 % Acetonitril / Wasser in 30 min); Flufrate: 1 ml/min.
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form neigte es dariiber hinaus zur Aggregation, vermutlich durch die Ausbildung von relativ

stabilen Wasserstoffbriickenbindungen.
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Abb. 36: Vergleichende Darstellung der 'H-NMR-Spektren (500 MHz) des geschiitzten Tetrapeptides 59
(oben) und des geschiitzten Pentapeptides 60 (unten) in [D4]-Methanol. (*) = Methanol, (+) = H,O.
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In einer analogen Festphasen-Synthesestrategie wurde ein weiteres Peptid syntheti-
siert™"", das anstelle des L-Methionins den Boc-geschiitzten D/L-2,3-Diaminopropionséure-
baustein 37 als terminalen Chelatliganden trigt. Um einen geniigend groflen Abstand zur
Cathepsin B-Erkennungssequenz zu gewéhrleisten, wurde hier zwischen den beiden Aminoséu-
ren L-Arginin und der D/L-2,3-Diaminopropionsdure ein weiteres Glycin eingebaut. Im Unter-
schied zur vorherigen manuellen Synthese wurde die Aktivierung und Kupplung der Fmoc-
geschiitzten Aminoséduren hier automatisiert und mit HBTU als Kupplungsreagenz durchgefiihrt.
Die Anbindung der N-terminalen Aminosdure D/L-2,3-Diaminopropionsdure erfolgte schlielich
manuell unter Verwendung von 2-(/H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium Te-
trafluoroborat (TATU) in Gegenwart von DIPEA in DMF. Das resultierende Pentapeptid
(Boc),-Dpa-Gly-Arg(Pbf)-Phe-Gly-OH 57 wurde analog zum geschiitzten Tetrapeptid 59 nach
Abspaltung vom o-Chlortrityl-Harz mittels HFIP in DCM und anschlieBender priparativer RP-
HPLC als farbloser Feststoff erhalten. Abb. 36 zeigt vergleichend die beiden 'H-NMR-Spektren
der aufgereinigten Peptide 59 und 60 in [D4]-Methanol. Die entsprechenden FAB(+)-
Massenspektren zeigen die [M+H]'- und [M+Na]'-Signale der beiden Verbindungen und bele-
gen die Identitdt der synthetisierten Peptide. Beim Tetrapeptid 59 tauchen zusétzlich dazu noch
Signale geringer Intensitét mit der Masse [M+H+16] und [M+Na+16] auf, was zeigt, da3 auch
hier, dhnlich wie bereits beim L-Methionin-Dendrimer 34a (vgl. Kap. 4.2.2.2), die Thioether-
Liganden durch die Aufreinigungsprozedur zum Teil oxidiert wurden. Obwohl das Peptid wéh-
rend der gesamten Syntheseprozedur und auch, wann immer mdéglich und praktikabel, wahrend
der priaparativen RP-HPLC unter Inertgas gehandhabt wurde, konnte die teilweise Oxidation des
terminalen L-Methionins nicht vollstindig verhindert werden. Die dadurch bedingte schlechte
Loslichkeit ist vermutlich mit verantwortlich fiir die schlechteren Ausbeuten und die schwierige
Handhabung im daran anschlieBenden Amidbindungskniipfungsschritt bei der Anbindung des

Peptides an den Dendrimer-Grundkdrper (siehe Kap. 4.2.6.2).

4.2.6.2 Dansylierte Dendrimere mit einer Cathepsin B-Schnittstelle

Zur Anbindung des geschiitzten Peptids 59 mit terminalem L-Methionin an das teildansy-
lierte Dendrimer 56 wurde das Kupplungsreagenz HATU in Anwesenheit von DIPEA in DMF

verwendet. Der bei 0 °C erzeugte Aktivester des Peptides wurde anschlieBend bei tiefen Tempe-

XVIU Biir die Uberlassung danke ich Stefan Jehle, der die Synthese des Peptides unter Anleitung von Dr. P.
Henklein in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P.-M. Kloetzel (Humboldt-Universitit zu Berlin) im Rahmen sei-
nes Forschungspraktikums durchgefiihrt hat.
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raturen (-20 °C) in situ weiter zu den entsprechenden teildansylierten Peptidodendrimeren 61

(Schema 24) umgesetzt. Sowohl die Aktivierungs- als auch die anschlieende Kupplungsreak-

N, 7
0=5=0
NH
o]
Q
o=? o) NH,
HN
 NH H,N NH

ZI
ZTI

59 56

0
/,S

HATU, DIPEA 0 O
&

NH
22N NH ﬁ’
o NH HNr\@ NH
O” "NH o H O H
o) N
Kf \n/\N N N NHBoc
HN NH H 0
S\
H H
o)
“ _N N
O
) o) 0
HN_O
O-NH HN_ O
T
. o
O._NH |
HN
S
- o)
NHBoc HN%NH
HN O
S:O
o)
61

Schema 24: Syntheseversuch zum teildansylierten Peptidodendrimer 61 mit potentieller Cathepsin B-
Schnittstelle und terminalem Methionin.
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tion wurden unter Stickstoffatmosphdre durchgefiihrt, um eine Oxidation der empfindlichen

Thioether-Liganden zu vermeiden. Wéhrend der gesamten Zeit wurde der Reaktionsfortschritt
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62: X =Boc, Y = Pbf
TFA

63: X=H CF3COOH, Y =H  CF3COOH <~—

Schema 25: Synthesesequenz zum entschiitzten, partiell dansylierten und D/L-2,3-Diaminopropionsiure-
terminierten Peptidodendrimer 63.
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mittels DC kontrolliert, wobei bereits hier die relativ hohe Polaritit des Produktes auffiel. Durch
die hohe Polaritat des Peptidodendrimers 61 gestaltete sich dessen Aufreinigung mittels Sdulen-
chromatographie iiber Kieselgel als schwierig; erst bei einer Losungsmittelpolaritdt von 10 %
Methanol in DCM konnten die Peptidodendrimer-Fraktionen von der Séule eluiert werden.
Das erhaltene MALDI-TOF Massenspektrum der aufgereinigten Dendrimer-Fraktionen zeigte
Signale der Masse des geschiitzten Peptidodendrimers 61 zuziiglich zwei oder drei Sauerstoft-
atomen. Das [M+H] -Signal des nicht oxidierten Peptidodendrimers konnte hingegen nicht de-
tektiert werden. Diese Daten, zusammen mit der ungewohnlich hohen Polaritit des erhaltenen

Dendrimers, legten den Schlul3 nahe, da3 ein GroBteil der Probe entweder im Zuge der Synthese

\

Pbf+2x Boc

Dns

Pbf

Arg

MJ Gly [Dpa
L A

L e e e e B e B e
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
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Abb. 37: '"H-NMR-Spektrum (500MHz) des geschiitzten, teildansylierten Peptidodendrimers 62 mit termi-
naler D/L-2,3-Diaminopropionsiure in einer Loésungsmittelmischung aus [D,]-DCM und
[D4]-Methanol wie erhalten nach sidulenchromatographischer Aufreinigung iiber Kieselgel (DCM
mit 7 % Methanol als Eluens). (¥) = Methanol; (+) = DCM,; ($) = Dioxan; (#) = H,O; (§) = DMF.
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und Aufreinigungsprozedur, oder bereits durch das teilweise oxidierte Edukt ebenfalls mehrfach
oxidiert vorlag. Ein Versuch zur Reduktion der Thioetherliganden des Peptidodendrimers wurde
aufgrund der kleinen erhaltenen Gesamtmenge und der schlechten Loslichkeit des Produktes
nicht mehr unternommen.

Die Amidbindungskniipfungs-Reaktion zur Anbindung des Pentapeptides 60 an das teil-
dansylierte Dendrimer 56 gelang dagegen problemlos und in Ausbeuten von 69 % (Schema 25).
Zur Bildung des Aktivesters wurde ebenfalls HATU in Gegenwart von DIPEA bei 0 °C in DMF
eingesetzt. Die weitere Umsetzung erfolgte wie zuvor beschrieben bei einer Reak-
tionstemperatur von -20 °C in DMF und wurde kontinuierlich mittels DC verfolgt. Nach wéssri-
ger Aufarbeitung konnte hier das Peptidodendrimer-Rohprodukt effektiv mittels Standard-
Sdulenchromatographie iiber Kieselgel und einer Laufmittelmischung aus 5 % Methanol in
DCM aufgereinigt und als intensiv gelbgriin gefirbtes Ol erhalten werden. Abb. 37 zeigt das
500 MHz "H-NMR-Spektrum des geschiitzten Peptidodendrimers 62 mit terminalem Ethylen-
diamin-Liganden in einer Losungsmittelmischung aus [Ds]-Methanol und [D;]-DCM. In
Abb. 38 ist zusitzlich das MALDI-TOF-Massenspektrum der Verbindung nach sdulenchroma-

tographischer Aufreinigung und Gefriertrocknung aus Dioxan dargestellt.

[M+Na]*

[M+H]*
\

[M+K]*

[M+H-Pbf]* ,/
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P . : e
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Abb. 38: MALDI-TOF-Massenspektrum des geschiitzten, partiell dansylierten Peptidodendrimers 62 mit
terminaler D/L-2,3-Diaminopropionsiure (linearer Modus; Matrix.: Dithranol).
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Versuche zur priparativen HPLC-Reinigung des geschiitzten Peptidodendrimers 62 wurden
nicht mehr unternommen. Analytische RP-HPLC-Laufe der Produktfraktionen zeigten das Vor-
liegen von drei Hauptkomponenten mit deutlich unterschiedlichen Retentionszeiten. Die erhal-
tenen 500 MHz 'H-NMR-Spektren der drei Fraktionen unterschieden sich jedoch nicht, und
auch die entsprechenden MALDI-TOF massenspektrometrische Untersuchungen ergaben in
allen drei Fillen identische Spektren. Dies deutet auf das Vorliegen von relativ stabilen Kon-
formeren des Peptidodendrimers hin.

Mit dem nach Sdulenchromatographie liber Kieselgel erhaltenen geschiitzten Peptidoden-
drimer 62 wurden erste Versuche zur Abspaltung der Schutzgruppen unternommen. Um gleich-
zeitig mit den Boc-Gruppen der terminalen D/L-2,3-Diaminopropionsédure auch die Pbf-
Schutzgruppen der Arginin-Seitenketten des Peptid-,,Spacers® abzuspalten, waren stark saure
Bedingungen notig. Bekannt und fiir die Festphasen-Peptidsynthese beschrieben war die acido-
lytische Pbf-Entschiitzung mit 90-95 % iger wissriger TFAP'®) wobei das enthaltene Wasser

als Kationenfinger fungiert!'*>

. Analog hierzu wurde die gleichzeitige Boc- und Pbf-
Entschiitzung des Peptidodendrimers 63 mit 95 % iger wéssriger TFA bei Raumtemperatur vor-
genommen. Fiir die Geschwindigkeit der sdurekatalysierten Pbf-Schutzgruppenabspaltung wur-
den von Carpino et al. Halbwertszeiten von 8 Minuten berichtet.*'* Die Entschiitzung des Pep-
tidodendrimers 63 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch iiber einen Zeitraum von 3
Stunden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, um eine vollstindige Abspaltung aller am Peptid-
»dpacer des Dendrimers vorhandenen Schutzgruppen zu gewihrleisten. Diinnschichtchromato-
graphische Untersuchungen wiesen jedoch darauf hin, da3 bereits nach 30 Minuten nur noch das
vollstidndig entschiitzte Peptidodendrimer im Reaktionsansatz vorlag. In zukiinftigen Entschiit-
zungsprozeduren konnte die Reaktionszeit dementspechend deutlich kiirzer ausfallen. Abb. 39
zeigt den vergroBerten, isotopenaufgeldsten Bereich der [M+H]'- und [M+K]'-Signale des
MALDI-TOF-Massenspektrums und den aromatischen Bereich des 500 MHz 'H-NMR-Spek-
trums des entschiitzten, teildansylierten Peptidodendrimers 63. Signale grof3erer Masse tauchten
in dem entsprechenden MALDI-TOF-Massenspektrum nicht auf, so dal von einer vollstandigen
Entschiitzung des Dendrimers ausgegangen werden kann. Schwierig gestaltete sich allein die
Abtrennung des aromatischen Abspaltproduktes der Pbf-Schutzgruppe aus der Probe des Pepti-
dodendrimers. In der klassischen Peptidsynthese wird dies durch einfache wissrige Extraktion
und Filtration der Reaktionsldsung erreicht, da normalerweise die erhaltenen entschiitzten Pepti-
de im Gegensatz zu dem aromatischen Abspaltprodukt der Pbf-Gruppe gut wasserloslich

sind.*'%! In diesem Fall gelang die wissrige Extraktion des Peptidodendrimers 63 jedoch nicht,
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Abb. 39: Ausschnitte aus dem (a) MALDI-TOF-Massenspektrum (Reflektor-Modus; Matrix: CCA) und dem

(b) "H-NMR-Spektrum

(500 MHz)

(Losungsmittelmischung:  [D,]-Wasser, [D;]-Acetonitril;

(*) =DMF) des entschiitzten, teildansylierten Peptidodendrimers 63 mit terminalen Ethylendi-
amin-Liganden. Im MALDI-TOF MS wurden keine Signale mit groerer Masse beobachtet.

da dieses nur in einer Losungsmittelmischung aus Wasser und Acetonitril im Mengenverhaltnis

1 : 1 vollstindig 16slich war. Aufgrund der schlechten Loslichkeit des erhaltenen Peptidoden-

drimers gestaltete sich auch eine HPLC-Aufreinigung der Verbindung unter Standardbedingun-

gen als schwierig. Hier wére eine weitere Optimierung der Aufreinigungsbedingungen zwingend

notwendig, die aus Zeitgriinden im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr durchgefiihrt wer-

den konnte. Dennoch zeigen die Ergebnisse dieser ersten Entschiitzungsversuche, dal3 die ge-

wihlte Methode prinzipiell geeignet ist das vollstindig entschiitzte, teildansylierte Peptidoden-

drimer 63 mit einer potentiellen Cathepsin B-Schnittstelle und terminalen Ethylendiamin-

Liganden in ausreichenden Mengen und mit zufriedenstellenden Ausbeuten zur Verfligung zu

stellen.
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4.3 In vitro Cytotoxizitiat der synthetisierten Dendrimere

Die Cytotoxizitdts-Untersuchungen aller synthestisierten Dendrimere wurden an der hu-
manen Brustkrebszellinie MCF-7 durchgefiihrt.*™ Dazu wurden die Dendrimere in Konzentra-
tionen von 1 - 20 uM iiber einen Zeitraum von neun Tagen mit den in Zellkultur wachsenden
Zellen inkubiert und die Anzahl der iiberlebenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe er-
mittelt. Die Durchfithrung der Cytotoxizitdts-Untersuchungen und deren Auswertung ist im
Experimentellen Teil (Kap. 7.6) erldutert.

Die Ammoniumsalze der meisten primdren Amine weisen pKs-Werte von 9 - 10 auf. Bei
pH =7 liegen die meisten Amine dementsprechend protoniert vor. Es ist jedoch bekannt, daf3
die Standard PAMAM-Dendrimere aufgrund der iiberraschend niedrigen pKs-Werte ihrer ter-
minalen (pKs = 6.9)"! und internen Amine (pKs = 3.9)") bei physiologischem pH-Wert nur zum
Teil protoniert sind.'®® Obwohl der Grad der Protonierung der im Rahmen dieser Arbeit synthe-
tisierten Dendrimere nicht bestimmt wurde, erschien es dennoch sinnvoll vorldufig davon aus-
zugehen, dafl die meisten Aminogruppen der Dendrimere sich wie voneinander unabhéngige
primire Amine verhalten. Im folgenden werden daher die entschiitzten Dendrimere unspezifisch
als ,,polykationisch* bezeichnet, wobei allerdings keine Aussage liber die absolute Anzahl an
Ladungen gemacht werden kann.

Die entschiitzten Dendrimere des Kapitels 4.2 waren allesamt vollstindig 16slich in Was-
ser und in gepufferten Zellkulturmedien, so dafl sie unmittelbar und ohne weitere Vorbehand-
lung in Zellkultur untersucht werden konnten. Die einzige Ausnahme beziiglich der Loslichkeit
in wissrigen Medien war das ,,gemischt” dansylierte Dendrimer 58 mit terminaler D/L-2,3-Di-
aminopropionsédure, das zwar vollstindig l6slich in destillierten Wasser war, jedoch bei einer
Konzentration von 1 uM in PBS-Puffer, vermutlich mit Phosphat als Gegenion, schlecht 16sli-
che Aggregate bildete. Neben den entschiitzten, vollstindig wasserloslichen Dendrimeren des
Kapitels 4.2 wurden auch deren Boc-geschiitzte Vorldufer und die vollstindig dansylierten Den-
drimeren des Kapitels 4.2.4 in MCF-7 Zellkultur auf ihre Cytotoxizitdt hin untersucht. Sowohl
bei den untersuchten Boc-geschiitzten als auch bei den dansylierten Dendrimeren wurde bei
einer Temperatur von 37 °C, bei der alle Cytotoxizitits-Untersuchungen durchgefiihrt wurden,
nie eine Préizipitation der Dendrimere beobachtet. Auch wiederholte Zentrifugation der Proben

fiihrte nicht zu einer Sedimentation der Dendrimere, so dall die Ansédtze nach kurzer Ultraschall-

XX Die Cytotoxizitits-Untersuchungen wurden von Timo Kapp in der Arbeitsgruppe von Prof. R. Gust am Insti-
tut fiir Pharmazie der Freien Universitét Berlin durchgefiihrt und ausgewertet.
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behandlung zumeist sofort in Zellkultur eingesetzt werden konnten. Aufgrund der erwarteten
schlechteren Wasserloslichkeit wurden alle Boc-geschiitzten Dendrimere nur in zwei Konzentra-
tionen (5 und 10 uM) eingesetzt. Kontrollexperimente, in denen gleiche Konzentrationen der
Natriumsalze der Dendrimer-Gegenionen (Chlorid oder Trifluoracetat) eingesetzt wurden, konn-
ten sicherstellen, daf alle beobachteten Cytotoxizitats-Effekte ausschlieBlich durch die Dendri-

mere selbst verursacht wurden.

4.3.1 Cytotoxizitit der Dendrimere des Basis-Satzes

Die wasserloslichen Dendrimere des Basis-Satzes (vgl. Kap. 4.2.1.3) zeigten in MCF-7

Zellkultur eine konzentrations- und generationsabhéngige Cytotoxizitit (Abb. 40b).
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Abb. 40: In vitro Cytotoxizitit des Kernmolekiils 5 und der Dendrimere 26 und 28 des Basis-Satzes. Ver-

gleich der (a) Boc-geschiitzten und der (b) entschiitzten, polykationischen Formen. Die T/C.,; [%] und
T [%]-Werte geben den prozentualen Anteil der iiberlebenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
an. Detaillierte Informationen zur Ermittlung der Werte finden sich im Experimentellen Teil (Kap. 7.6).
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Wihrend das entschiitzte Kernmolekiil 5 in allen drei untersuchten Konzentrationen (5, 10 und
20 uM) keinen Effekt auf die in Zellkultur wachsenden Zellen ausiibte, zeigte das Gl-
Dendrimer 26 eine konzentrationsabhidngige Cytotoxizitdt. Schon bei einer Konzentration von
10 uM bewirkte das wasserlosliche Dendrimer eine deutliche Reduktion der Zellproliferation,
ein Effekt, der bei einer Konzentration von 20 uM am Ende des Testes noch deutlich ausgeprég-
ter war (Abb. 40b: nach 220 Stunden bei 20 uM Konzentration: T/Ceor. = 15 %). Der antiproli-
ferative Effekt war bei dem entsprechenden G2-Analogon 28 noch weitaus stirker als beim G1-
Dendrimer 26. Bei Konzentrationen von 5 - 10 pM wurden in der Testgruppe bereits keine iiber-
lebenden Zellen mehr gefunden. Aus diesem Grunde wurde hier ein Konzentrationsbereich von
0,5 -3 uM ausgewihlt, um die konzentrationsabhingige Cytotoxizitidt des entschiitzten G2-
Dendrimers zu zeigen. Seine absolute Cytotoxizitit war die hochste unter allen untersuchten
Dendrimeren des Kapitels 4.2; bereits eine 2 uM Konzentration verringerte die Anzahl der iiber-
lebenden Zellen unter die Zahl, die zu Beginn des Tests vorlag (Abb. 40b). Im Vergleich zu den
entschiitzten G1- und G2-Dendrimeren zeigen deren Boc-geschiitzte Analoga 25 und 27 und
auch das Boc-geschiitzte Kernmolekiil 4 allesamt keine cytostatischen oder cytotoxischen Effek-
te in MCF-7 Zellkultur (Abb. 40a).

Die Ergebnisse der entschiitzten, polykationischen Dendrimere des Basis-Satzes stimmen

109 160] - . . .
Vund Duncan et al'® iiberein, die in ihren

gut mit den Beobachtungen von Roberts et al.!
Untersuchungen ebenfalls feststellten, da3 polykationische Dendrimere in Abhéngigkeit von der
Generation und ihrer Konzentration im Zellkulturmedium cytotoxisch auf die untersuchten eu-
karyotischen Zelltypen (V79, B16F10, CCRF und HepG2) wirkten. Ebenso wie bei den hier
untersuchten Dendrimeren fanden auch die beiden Autoren eine Zunahme der Cytotoxizitdt bei
hoheren Generationen und mit steigender Konzentration der untersuchten Dendrimere. Cytoto-
xische Effekte wurden nicht nur fiir Dendrimere, sondern vor allem auch fiir positiv geladene
Polyelektrolyte wie Poly(ethylenimin) (PEI), Poly(L-Lysin) Hydrobromid (PLL), Pol(dia-
lyldimethyl) Ammoniumchlorid (DAD-MAC), Diethylaminoethyl (DEAE)-Dextran und Chito-

(212121 Obwohl es noch keine genaue Vorstellung iiber die toxischen Me-

sane berichtet.
chanismen dieser Verbindungen in lebenden Zellen gibt ist die Annahme naheliegend, daf3 die
beobachtete Cytotoxizitdt mit der Anwesenheit von positiven Ladungen einhergeht. Die cyto-
toxischen Effekte von Polykationen werden manchmal mit Eigenschaften wie Ladungsdichte

und Flexibilitit der jeweiligen Makromolekiile erklart.*!!} 213

J'So machte schon Ryser 1967 die
dreidimensionale Struktur von Molekiilen fiir deren biologische Interaktion mit Zellmembranen
verantwortlich.*'* Verzweigte Makromolekiile waren allgemein effektiver in der Neutralisation

der Ladungen an der Zelloberfldche als Polymere mit linearen oder globuldren Strukturen, und
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relativ kompakte Molekiile wie Dendrimere verhielten sich weniger toxisch als lineare oder ver-
zweigte Polymere.”'! Fischer et al. schlossen aus ihren Experimenten, daff bei Zellen, die ka-
tionischen Polymeren ausgesetzt sind, zuerst die Membranintegritit zerstort wird und anschlie-

t.2'") Dennoch kann

Bend eine schnelle Abnahme der metabolischen Aktivitit der Zellen erfolg
die polykationische Natur der Dendrimere allein die beobachtete Cytotoxizitdt der im Rahmen
dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen nicht vollstindig erkliren, wie auch die Ergebnisse
der Cytotoxizitits-Untersuchungen der Aminosdure-modifizierten Dendrimere zeigen (s.
Kap. 4.3.2 und Kap. 4.3.3). Neben nekrotischen Effekten kann zum jetzigen Zeitpunkt auch das
Auslosen von Apoptose durch polykationische Dendrimere als Ursache fiir die beobachtete Cy-
totoxizitdt nicht ausgeschlossen werden. Hinweise darauf konnten bisher allerdings noch von

211 Jedoch kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon

keiner Arbeitsgruppe gefunden werden.
ausgegangen werden, dal} die ,,innere* Struktur der hier untersuchten Dendrimere, speziell die
aromatischen Verzweigungseinheiten, nicht filir die beobachteten toxischen Effekte verantwort-
lich ist, da in den analog durchgefiihrten Untersuchungen die Boc-geschiitzten Dendrimer-
Vorlaufer 4, 25 und 27 allesamt nicht cytotoxisch waren (vgl. Abb. 40a). Es muB allerdings be-
dacht werden, dal3 diese Verbindungen eine deutlich geringere Ldslichkeit in den verwendeten

Zellkulturmedien aufweisen und somit ihre Bioverfligbarkeit damit reduziert sein konnte.

4.3.2 Cytotoxizitit der Dendrimer mit proteinogenen Aminosiuren

Die zuvor beschriebenen Cytotoxizitits-Untersuchungen wurden auch mit den geschiitzten
Aminosdure-modifizierten Dendrimeren des Kapitels 4.2.2 durchgefiihrt. Dabei verhielten sich
die meisten, wenn auch nicht alle, geschiitzten Dendrimere analog den Boc-geschiitzten Den-
drimeren 4, 25 und 27 des Basis-Satzes (vgl. Abb. 40a) und zeigten in MCF-7 Zellkultur keine
Cytotoxizitit. Unerwartete Ausnahmen waren die beiden Boc-geschiitzten L-Methionin und
L-Phenylalanin-modifizierten GO-Dendrimere 30a und 30b. Abb. 41 zeigt die Entwicklung der
MCF-7 Zellpopulation innerhalb von neun Tagen nach Zugabe der geschiitzten, Aminosdure-
terminierten GO0- und GIl-Dendrimere. Wéhrend das Boc-geschiitzte L-Phenylalanin-GO-
Dendrimer 30b eine klare Konzentrationsabhiangigkeit des antiproliferativen Verhaltens in Zell-
kultur erkennen lie8, waren bei den beiden getesteten Konzentrationen (5 und 10 uM) des
L-Methionin-G0-Dendrimers 30a keine Unterschiede in ihrem Effekt auf die MCF-7 Zellen
sichtbar (Abb. 41a). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, da3 die verfiigbare Menge von 30a in

Losung nicht hoher als 5 uM ist. Der Grund fiir die unerwartete Toxizitdt dieser beiden ge-
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schiitzten GO-Dendrimere in Zellkultur ist unklar. Alle anderen geschiitzten Dendrimere mit

natiirlichen Aminoséuren zeigten keinen Effekt auf die MCF-7 Zellproliferation.
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Abb. 41: In vitro Cytotoxizitit der Boc- und, im Falle von L-Asparaginsiiure, Boc//Bu-geschiitzten, Amino-
sdure-terminierten (a) G0-Dendrimere 30a (Boc-L-Methionin), 30b (Boc-L-Phenylalanin) und
30c (Boc/tBu-L-Asparaginsdure) und (b) der entsprechenden G1-Dendrimere 34a (Boc-L-Methionin),
34b (Boc-L-Phenylalanin) und 34¢ (Boc/tBu-L-Asparaginsdure). Die T/C,, [%] und T [%]-Werte geben
den prozentualen Anteil der iiberlebenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe an.

Die gleichen Untersuchungen wurden auch mit den analogen entschiitzten Aminoséiure-
terminierten Dendrimeren durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen an den GO-
Dendrimeren 31a-c und den entsprechenden G1-Dendrimeren 35a-c zeigt Abb. 42. Das kationi-
sche L-Methionin-GO-Dendrimer 31a und das zwitterionische L-Asparaginsdure-G0-Dendrimer
31c bewirkten selbst bei der hochsten eingesetzten Konzentration (20 pM) keinen signifikanten
antiproliferativen Effekt in MCF-7 Zellkultur. Im Gegensatz dazu zeigte das L-Phenylalanin-GO-

Dendrimer 31b eine deutliche Zunahme der Cytotoxizitdt bei steigender Konzentration
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(Abb. 42a). Den stiarksten Effekt wies das GO-Dendrimer 31b nach einer Inkubationszeit von

70 - 100 Stunden auf. Bis zum Ende des Untersuchungszeitraums war jedoch eine gewisse Re-

generation der Zellpopulation zu beobachten. Dies konnte bedeuten, dall die Zellen nach einiger

Zeit eine Resistenz gegen die Verbindung entwickeln. Ob dies tatsidchlich der Fall ist, oder ob

das ernecute Zellwachstum nach einer Inkubationszeit von etwa 100 Stunden andere Ursachen

hat, kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht abschlieBend beantwortet werden; dies erfordert die

Durchfiihrung und Auswertung weiterer Zelluntersuchungen.
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In vitro Cytotoxizitit der entschiitzten, Aminosiure-terminierten (a) G0-Dendrimere 31a (L-Me-
thionin), 31b (L-Phenylalanin) und 31c (L-Asparaginsdure) und (b) der entsprechenden G1-Dendri-
mere 35a (L-Methionin), 35b (L-Phenylalanin) und 35¢ (L-Asparaginsdure). Die T/C. o, [%] und T [%]-
Werte geben den prozentualen Anteil der {iberlebenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe an.

Prinzipiell wurde der Trend, der bei den Aminosdure-terminierten GO-Dendrimeren zu

beobachten war, auch bei den entsprechenden G1-Dendrimeren 35a-¢ gefunden. Wéhrend das

zwitterionische L-Asparaginsdure-Dendrimer 35¢ in MCF-7 Zellkultur selbst bei der hochsten
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eingesetzten Konzentration (20 uM) keinen antiproliferativen Effekt zeigte, wirkte das
L-Methionin-Analogon 35a bei hoheren Konzentrationen bereits leicht cytotoxisch, wéhrend das
entsprechende L-Phenylalanin-Dendrimer 35b die hochste Cytotoxizitit der gesamten Dendri-
mergruppe aufwies. Ein Hinweis auf Resistenzentwicklung war hier jedoch nicht zu beobachten.
Auffillig war bei den durchgefiihrten Untersuchungen, daB sich bei beiden L-Phenylalanin-
terminierten Dendrimeren im Verlauf der Cytotoxizitits-Untersuchungen eine groB3e Anzahl von
toten und strukturell vollig zerstorten Zellen in den jeweiligen Testgruppen fand. Beim
G1-Dendrimer 35¢ waren am Ende des Tests sogar liberhaupt keine iiberlebenden Zellen mehr
vorhanden.

Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen war insbesondere bemerkenswert, daf3 die
beiden L-Asparaginsdure-Dendrimere 31¢ und 35¢ in Zellkultur nicht cytotoxisch wirkten. Dies
erginzt und unterstiitzt die Ergebnisse von Duncan et al.'®® und Witvrouw et al*', die bei
thren Untersuchungen an verschiedenen eukaryotischen Zellinien feststellten, da3 anionische
Dendrimere im Gegensatz zu deren kationischen Analoga nicht cytotoxisch wirken. Die Ergeb-
nisse der hier durchgefiihrten Cytotoxizitits-Untersuchungen legen nun die Vermutung nahe,
dal dies ebenfalls bei zwitterionischen Dendrimeren wie den hier untersuchten
L-Asparaginsdure-Dendrimeren der Fall ist. Die rein kationischen L-Methionin-Dendrimere ver-
halten sich dagegen prinzipiell wie die anderen kationischen Dendrimere des Basis-Satzes mit
einer dquivalenten Anzahl von Ladungen, wobei das G1-Dendrimer 35a eine deutlich konzen-
trationsabhingige Cytotoxizitit aufweist (vgl. Abb. 42b). Dies gilt im Prinzip auch fiir die bei-
den L-Phenylalanin-Dendrimere, wobei hier jedoch die deutlich groBere Toxizitit des Gl-
Dendrimers 35b im Vergleich zu dessen L-Methionin-Analogon 35a auffillt, das in bedeutend
hoéheren Konzentrationen von den MCF-7 Zellen toleriert wurde (vgl. Abb. 42b). Auch ist das
L-Phenylalanin-GO-Dendrimer das einzige der drei ,,kleinen* Dendrimere, das in dem gewihlten
Konzentrationsbereich (1-20 uM) eine deutlich konzentrationsabhidngige Cytotoxizitit zeigt
(vgl. Abb. 42a). Der Grund fiir die deutlich grofere Cytotoxizitit der beiden L-Phenylalanin-
Dendrimere im Vergleich zu den anderen Dendrimertypen dieser Gruppe ist unklar. Es liegt
jedoch die Vermutung nahe, daB3 die beobachteten Effekte auf eine Wechselwirkung der positi-
ven Dendrimerladungen mit negativ geladenen Gruppen der Zellmembran und eine gleichzeitige
Interaktion der hydrophoben Gruppen zur Zerstérung der Zellmembran (,,Tensid“-Effekt) und
damit zum Tod der Zellen fiihren konnte. Auf Grundlage der hier durchgefiihrten Untersuchun-
gen kann die Frage nach der Struktur/Wirkungs-Beziehung und dem Toxizitdtsmechanismus

zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch nicht abschlieend beantwortet werden.
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4.3.3 Cytotoxizitit der Dendrimere mit Ethylendiamin-Liganden

Die Cytotoxizitdts-Untersuchungen der beiden D/L-2,3-Diaminopropionsdure-terminierten
Dendrimere des Kapitels 4.2.3 fiihrten zu dem {iberraschenden Ergebnis, daf nicht nur die Boc-
geschiitzten Vorldufer 38 und 42 sondern vor allem auch die beiden entschiitzten Dendrimere 39
und 43 trotz ihrer positiven Ladungen allesamt in MCF-7 Zellkultur nicht cytotoxisch wirkten.
Die Resultate der Cytotoxizitits-Untersuchungen der beiden entschiitzten Vertreter 39 und 43

sind in Abb. 43 dargestellt.
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Abb. 43: In vitro Cytotoxizitit der D/L-2,3-Diaminopropionsiure-terminierten G0- und G1-Dendrimere 39
und 43. Die T/C.o; [%] und T [%]-Werte geben den prozentualen Anteil der iiberlebenden Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe an.

Bemerkenswert ist, da3 sowohl das GO-Dendrimer 39 als auch und vor allem das D/L-2,3-Di-
aminopropionsédure-terminierte G1-Dendrimer 43 im Gegensatz zu allen anderen untersuchten
kationischen Dendrimeren (vgl. Kap. 4.3.1 und Kap. 4.3.2) bei keiner der getesteten Konzentra-
tionen (1-20 uM) einen antiproliferativen Effekt in Zellkultur zeigten (Abb. 43). Auch bei einer
Konzentration von 20 uM wuchsen die Zellen der Testgruppe genauso schnell wie die Zellen
der Kontrollgruppe und es konnten keine toten Zellen gefunden werden. Dies ist insoweit be-
deutsam, da diese Dendrimere neben den L-Methionin- und L-Asparaginsdure-terminierten Den-
drimeren des vorherigen Kapitels aufgrund ihrer Ligandeneigenschaften vermutlich die vielver-
sprechendsten Vertreter fiir die Anbindung von anticarcinogen wirksamen Platinkomplexen

sind.
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Der Grund fiir dieses unerwartete Verhalten der beiden D/L-2,3-Diaminopropionséure-
terminierten Dendrimere ist unklar. In der Literatur sind bisher keine dhnlichen Félle bekannt, in
denen sich potentiell polykationische Dendrimere als vollstindig untoxisch herausstellten. Alle
bisherigen Untersuchungen bestétigen im Gegenteil die stark Konzentrations- und Generations-
abhingige Cytotoxizitit von verschiedenen kationischen Dendrimertypen.['% 160} 11621 (2111 1y
vorliegenden Fall ist es jedoch durchaus denkbar, da3 die zweizédhnigen Liganden an der Ober-
fliche der D/L-2,3 Diaminopropionsdure-modifizierten Dendrimere 39 und 43 durch ihre unter-
schiedlichen Protonierungseigenschaften, die Moglichkeit zur Ausbildung von intramolekularen
Wasserstoftbriickenbindungen und die potentielle Komplexierung von Metallionen zu einer ver-
dnderten Oberfldchenbeschaffenheit dieser Dendrimervertreter fithren. Dies konnte unter ande-
rem die Ursache fiir die beobachtete gute Biovertrdglichkeit der D/L-2,3-Diaminopropionsiure-
terminierten Dendrimere sein. Um hierzu eine abschlieBende Aussage machen zu konnen, sind
allerdings weitergehende Untersuchungen auch groerer D/L-2,3-Diaminopropionsdure-

terminierter Dendrimere in unterschiedlichen eukaryotischen Zellsystemen und unter Einsatz

verschiedener Zellkulturmedien erforderlich.

4.3.4 Cytotoxizitit der Dendrimere mit Fluoreszenzmarkern

Aufgrund ihrer moderaten Wasserloslichkeit wurden die vollstindig dansylierten Dendri-

mere 48, 49 und 50 des Kapites 4.2.4.2 vor der Zugabe zu den MCF-7 Zellen durch eine kurze,
niederenergetische Ultraschallbehandlung im vorliegenden Medium geldst. So konnten in allen
Fillen klare Losungen erhalten werden, die dann fiir die Cytotoxizitdts-Untersuchungen einge-
setzt wurden. Fiir die beiden gréferen Dendrimere 49 und 50 konnte mittels Fluoreszenzmikro-
skopie (s. Kap. 4.4) dennoch die Bildung kleiner, mit bloBem Auge nicht sichtbarer Aggregate
nachgewiesen werden. Eine Prézipitation der Dendrimere wurde bei einer Temperatur von
37 °C jedoch nie beobachtet.
In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigten die drei vollstindig dansylierten Dendrimere 48,
49 und 50 keine cytotoxischen Effekte in MCF-7 Zellkultur, sondern waren bei allen eingesetz-
ten Konzentrationen (5 und 10 pM) hervorragend vertrdglich (Abb. 44). Die Dendrimere iibten
keinerlei EinfluB3 auf das Wachstum der MCF-7 Zellen aus und es wurden auch keine toten Zel-
len in den Reaktionsgefiflen beobachtet.

Diese Ergebnisse belegen, daB3 sich die Dansylgruppe hervorragend als Fluoreszenzmarker
fiir Dendrimere in biologischen Anwendungen eignet. Auch andere Dendrimersysteme fiir po-

tentielle biomedizinische Anwendungen wurden schon mit dem Dansylfluorophor markiert”",
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Abb. 44: In vitro Cytotoxizitit der vollstindig dansylierten Dendrimere 48, 49 und 50. Die T/C,,, [%] und
T [%]-Werte geben den prozentualen Anteil der iiberlebenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
an.

jedoch stand bis heute eine biologische Evaluierung solcher Systeme noch aus. Neben der guten
Biovertriaglichkeit der hier untersuchten dansylierten Dendrimere zeichneten sie sich ebenfalls
durch eine hohe Stabilitdt unter den Bedingungen des Zelltests aus. Auch nach einer Inkuba-
tionszeit von iiber neun Tagen zeigte sich keine Abnahme in der Fluoreszenzintensitdt der dan-
sylierten Dendrimere. Alle Verbindungen konnten auch noch am Ende der Inkubationszeit mit
gleicher Empfindlichkeit mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden (vgl. dazu Kap. 4.4
und Anhang/I).

4.3.5 Cytotoxizitit der ,,gemischt“-dansylierten Dendrimere mit zwei funk-

tionellen Gruppen

Ein interessantes Verhalten in MCF-7 Zellkultur zeigten die partiell dansylierten Dendri-
mere des Kapitels 4.2.5. Diese besallen neben dem Dansyl-Fluoreszenzlabel noch eine zweite
funktionelle Gruppe, die auch einige der anderen bereits untersuchten Dendrimere trugen. Damit
stellten diese Systeme sozusagen ,,Hybride” aus zwei Gruppen zuvor schon untersuchter Den-
drimere dar. Insbesondere waren hierbei die beiden wasserloslichen Dendrimere 56 und 58 von
groBBem Interesse, da sie zum einen den Nachteil der schlechten Wasserldslichkeit der vollstén-
dig dansylierten Dendrimere 48-50 tiberwanden und zum anderen noch zusétzliche Gruppen zur

Platinanbindung trugen. Insbesondere das teildansylierte Dendrimer 58 mit zusétzlichen Ethy-
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lendiamin-Liganden stellte hier ein besonders interessantes System dar, da dieses neben der
Fluoreszenzmarkierung noch die Moglichkeit zur Pt**-Komplexierung besaB. Erstaunlicherwei-
se war dieses Dendrimer, wie bereits erwéhnt, in destilliertem Wasser vollstindig l6slich, in
Phosphat-gepufferten Zellkulturmedien jedoch nicht. Durch kurze, niederenergetische Ultra-
schallbehandlung konnte jedoch auch hier eine klare Losung zum Einsatz in den nachfolgenden
Cytotoxizitats-Untersuchungen erhalten werden.

Zunichst wurden, wie zuvor beschrieben, die Boc- bzw. Cbz-geschiitzten Vorginger in
Zellkultur auf ihre Cytotoxizitdt untersucht. Sowohl das Boc-geschiitzte Dendrimer 57 als auch
der Cbz-geschiitzte teildansylierte Propylamin-Vorldufer 55 wirkten in keiner der getesteten
Konzentrationen (5 und 10 uM) cytotoxisch auf MCF-7 Zellen (Ergebnisse nicht gezeigt). Da-
gegen war bei den beiden entschiitzten, wasserloslichen Dendrimere 56 und 58 eine deutlich
konzentrationsabhédngige Cytotoxizitdt zu beobachten, insbesondere bei dem partiell dansylier-
ten Dendrimer 56 mit den freien Propylamin-,,Armen*. Die Ergebnisse der Cytotoxizitdts-Tests

dieser beiden entschiitzten Dendrimere sind in Abb. 45 dargestellt.
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Abb. 45: In vitro Cytotoxizitit des entschiitzten, partiell dansylierten und Propylamin-terminierten Den-
drimers 56 und des teildansylierten, D/L-2,3-Diaminopropionsiure-terminierten Dendrimers 58.
Die T/Ceor [%] und T [%]-Werte geben den prozentualen Anteil der iiberlebenden Zellen im Vergleich
zur Kontrollgruppe an.

Von beiden untersuchten Dendrimeren wirkte das partiell dansylierte, Propylamin-
terminierte Dendrimer 56 bei der hochsten verwendeten Konzentration von 20 uM deutlich toxi-
scher als das teildansylierte, D/L-2,3-Diaminopropionsdure-terminierte Dendrimer 58. Beim
Dendrimer 58 nahm die Zellzahl nach einem maximalen toxischen Effekt, der etwa

70 - 100 Stunden nach Substanzzugabe zu beobachten war, wieder zu, wihrend beim Dendrimer
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56 bei der hochsten eingesetzten Konzentration von 20 uM fast keine iiberlebenden Zellen mehr
zu finden waren. Die Zellpopulation erholte sich auch wihrend der restlichen Dauer des Tests
nicht mehr (vgl. Abb. 45). Unter dem Lichtmikroskop konnten in Ubereinstimmung mit diesen
Daten beim Dendrimer 56 eine groBe Anzahl vollstindig zerstorter Zellen gefunden werden,
wihrend dies beim Dendrimer 58 in weitaus geringerem MaBe der Fall war. Uberraschend ist in
diesem Zusammenhang, dafl das partiell dansylierte, D/L-2,3-Diaminopropionsidure-terminierte
Dendrimer 58 iiberhaupt cytotoxisch in MCF-7 Zellkultur wirkt, da weder das vollstindig dan-
sylierte G1-Dendrimer 49 noch das komplett mit D/L-2,3-Diaminopropionsdure modifizierte
Dendrimer 43 zuvor antiproliferative Wirkungen zeigten (vgl. Abb. 43 und 44). Dieses ,,Hy-
brid“-Dendrimer verhélt sich in Zellkultur offensichtlich anders als jedes seiner beiden einheit-
lich oberflichenmodifizierten Analoga.

Der Grund fiir das unerwartete Verhalten der beiden ,,gemischten* Dendrimere 56 und 58
in MCF-7 Zellkultur ist unklar. Geht man von der Annahme aus, dal das Ausmalf} der Cytotoxi-
zitdt ein Effekt der positiven Ladungen an der Dendrimer-“Oberflache ist, so zeigt sich insbe-
sondere das teildansylierte, Propylamin-terminierte Dendrimer 56 im Vergleich zu den Amino-
sdure-modifizierten GO-Dendrimeren 31a-¢ (Abb. 42a) und dem Kernmolekiil 5 (Abb. 40b)
iiberraschend toxisch. Seine Cytotoxizitit ist sogar deutlich groBer als die des entschiitzten
Gl-Dendrimers 26 des Basis-Satzes (vgl. Abb. 40b) und allenfalls vergleichbar mit der des
L-Phenylalanin-modifizierten G1-Dendrimers 35b (vgl. Abb. 42b). Dies legt die Vermutung
nahe, daf3 die beobachteten Toxizitits-Effekte wiederum durch die rdumliche Ndhe von positiv
geladenen und groBen hydrophoben Gruppen bedingt wird, die in einer Art ,,Tensid-Effekt™ die
Membranen der Zellen beschiddigen und damit die Zellen zerstdren. Ob dies im vorliegenden
Fall tatsichlich die Ursache der beobachteten Cytotoxizitét ist, oder ob nicht doch andere Fakto-
ren bei den beobachteten Phdnomenen eine Rolle spielen, kann auf Grundlage der vorliegenden
Ergebnisse noch nicht abschlieend beantwortet werden. Dazu wiren weitere, breiter angelegte

Studien erforderlich.
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4.4 Aufnahme und intrazellulire Verteilung der fluoreszenz-

markierten Dendrimere

Um die Aufnahme der fluoreszenzmarkierten Dendrimere in eukaryotische Zellen zu ver-
folgen und deren intrazelluldre Verteilung zu studieren, wurden die Dendrimere 48, 49, 56 und
58 in einer Konzentration von 5 uM mit humanen HeLa Zellen inkubiert.** Das vollstindig
dansylierte G2-Dendrimer 50 wurde aufgrund seiner schlechten Wasserloslichkeit und starken
Neigung zur Aggregation in wéssrigen Zellkulturmedien bei diesen Untersuchungen nicht ein-
gesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden bei 37 °C wurden die Zellen fixiert und
teilweise, zur besseren Orientierung in der Zelle, Imnmunfluoreszenz-markiert. Dazu wurde ein
Antikorper verwendet, der gegen die membranstindigen Formen des Lamina-assoziierten Poly-
peptids 2 (LAP-2) gerichtet ist. Es handelt sich hierbei um ein integrales Membranprotein der
Kernhiille, das mit Laminen und Chromosomen interagiert und dessen Bindung durch mitoti-
sche Phosphorylierung moduliert wird.*'® LAP-2 befindet sich hauptsichlich in der inneren
Kernmembran, aber auch im Endoplasmatischen Reticulum (ER). Mit Hilfe eines Carbocya-
nin(Cy2)-markierten sekunddren Antikorpers konnten so die Zellkernmembran und Teile des
ER fiir die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Im Anschlufl daran wurden die
Zellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht.**! Die Abb. 46 und 47 zeigen
typische konfokale Aufnahmen der Zellen dieser Experimente.

Alle Experimente waren reproduzierbar und resultierten in den gleichen intrazelluldren
Verteilungsmustern der Dendrimere. Dabei waren die dargestellten intrazelluldren Verteilungen
reprisentativ fiir die Zellen jedes Einzelexperimentes. Mindestens 30 - 40 % aller Zellen zeigten
eine spezifische intrazellulire Dendrimerfluoreszenz, und in 90 % der Fluoreszenz-positiven
Fille waren praktisch die gleichen intrazelluldren Verteilungsmuster zu beobachten wie bei den
dargestellten Zellen (vgl. Abb. 46 und 47).

Analoge Experimente wurden mit Maus-Fibroblastenzellen (NIH 3T3) und der humanen
Brustkrebszellinie MCF-7 durchgefiihrt und resultierten in den gleichen intrazelluldren Vertei-

lungsmustern (die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind im Anhang/I gezeigt). Die

XX Alle Versuche zur zelluliren Aufnahme und intrazelluliren Verteilung der Dendrimere wurden in Kooperation
mit Dr. H. Otto in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Hucho am Institut fiir Chemie/Biochemie der Freien Uni-
versitit Berlin durchgefiihrt.

*XI Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder der HeLa Zellen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. Dr.
T. Schoneberg am Fachbereich Humanmedizin/Institut fiir Pharmakologie der Freien Universitédt Berlin (aktu-
ell: Institut fiir Biochemie der Universitdt Leipzig) aufgenommen und interpretiert.
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exakte Lokalisation der Dendrimere mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie wurde in diesen

Versuchen aus Analogiegriinden jedoch nicht mehr bestimmt.

Abb. 46: Konfokale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der HeLa Zellen nach Inkubation mit dem
vollstindig dansylierten GO-Dendrimer 48 und anschlielender LAP-2-Immunfluoreszenzfirbung.
Die Zellen wurden mit Dendrimer 48 in einer Konzentration von 5 uM fiir 20 Stunden bei 37 °C inku-
biert, gewaschen und fixiert; mit dem LAP-2 Antikorper und einem Cy2-markierten sekundidren Anti-
korper wurden die Kernmembran und Teile des ER immunfluoreszenzmarkiert. Die Lokalisierung der
Dendrimere in den Zellen wird durch rote Pfeile gekennzeichnet. (a) DIC (differential interference con-
trast)-Bild; (b) Uberlagerung von LAP-2 Firbung (griin) und Dendrimerfluoreszenz (blau); (¢) Dendri-
merfluoreszenz (blauer Kanal).

Abb. 47: Konfokale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der HeLa Zellen nach Inkubation mit dem
vollstiindig dansylierten G1-Dendrimer 49 und den beiden partiell dansylierten, kationischen Den-
drimeren 56 und 58. Dic Zellen wurden mit den Dendrimeren 46, 53 und 55 in einer Konzentration von
5 uM fiir 20 Stunden bei 37 °C inkubiert, gewaschen und anschlieBend fixiert. Uberlagert dargestellt sind
DIC-Bilder und Dendrimerfluoreszenz (blau) von (a) Dendrimer 49, (b) Dendrimer 56 und (¢) Dendri-
mer 58.

Abb. 46 zeigt die DIC (,,differential interference contrast™)- und Fluoreszenz-Bilder der
Zellen nach Inkubation mit dem vollstindig dansylierten GO-Dendrimer 48, wie sie mittels kon-
fokaler Fluoreszenzmikroskopie erhalten wurden. Schon in dem Durchlichtbild konnten grof3e

intrazelluldre Aggregate mit einer granuldren Struktur identifiziert werden (markiert durch
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die roten Pfeile in Abb. 46a). Nach Anregung bei 364 nm zeigten diese Aggregate eine intensi-
ve, blaugriine Fluoreszenz und konnten somit leicht als in der Zelle befindliche Dendrimere
identifiziert und lokalisiert werden (die Dendrimerfluoreszenz ist in den Abb. 46b,c und 47 in
blau dargestellt). Aufgrund ihrer verschiedenen Emissionswellenlédnge konnte die Cy2-Immun-
fluoreszenz der Kernhiille leicht von der Dendrimerfluoreszenz unterschieden werden
(Abb. 46b,c). Die in Abb. 46 gezeigten granuldren Strukturen waren bei einer Mehrzahl der un-
tersuchten HeLa Zellen zu beobachten und typischerweise in unmittelbarer Ndhe des Zellkerns
lokalisiert. Im Durchschnitt wurden ein bis drei solcher Aggregate mit Durchmessern von etwa
2 - 5 um pro Zelle beobachtet. Bei den Zellen, die mit dem vollstindig dansylierten G1-Dendri-
mer 49 inkubiert worden waren, war eine dhnliche intrazelluldre Lokalisation der Dendrimere in
der unmittelbaren Nihe des Zellkerns zu beobachten. Nur waren die gebildeten Aggregate hier
groBer (Durchmesser von 4 - 7 um) und sie erschienen stirker granuldr (Abb. 47a). Im Gegen-
satz zu den beiden vollstindig dansylierten Dendrimeren 48 und 49 zeigte das wasserlosliche,
Propylamin-terminierte Dendrimer 56 eine punktartige, stirker cytoplasmatische Verteilung
ohne erkennbar granuldre Struktur (Abb.47b). Die einzelnen Partikel wiesen dabei einen
Durchmesser von etwa 0.5-1 um auf. Die intrazellulire Verteilung des teildansylierten,
D/L-2,3-Diaminopropionsdure-terminierten Dendrimers 58 &hnelte schlieBlich wieder der der
beiden vollstindig dansylierten Dendrimere 48 und 49. Auch hier fanden sich bei den meisten
Zellen ein bis drei groBere Aggregate mit Durchmessern von etwa 2 - 4 um in unmittelbarer
Nihe des Zellkerns (Abb. 47c).

Die im Vergleich zur typischen Dauer von intrazelluldren Transport- und Verteilungspro-

[154]- 11361, 11631 1217] el atiyv lange Inkubationszeit von 20 Stunden vor der Aufnahme der vor-

zessen
liegenden Bilder deutet darauf hin, da3 die beobachtete Lokalisation der Dendrimere einer stabi-
len Situation entspricht. Auch die Verteilungsmuster insbesondere der Dendrimere 48, 49 und
58 als grofle, granuldre Aggregate sprechen fiir diese Vermutung. Vorldufige Ergebnisse erster
kinetischer Untersuchungen deuten an, daf3 die zelluldre Aufnahme der Dendrimere ein relativ

2181 Unklar ist zum

schneller Vorgang ist, der vermutlich nach vier bis fiinf Stunden beendet ist.
jetzigen Zeitpunkt allerdings, ob es sich dabei um den Endpunkt des Transportprozesses, oder
vielmehr um ein dynamisches Gleichgewicht handelt, bei dem nach 20 Sunden Inkubationszeit
immer noch Dendrimere in die Zellen aufgenommen und dabei gleichzeitig Dendrimere auch
wieder aus den Zellen ausgeschleust werden. Eine dhnliche punktierte intrazelluldre Verteilung
wie bei den hier untersuchten fluoreszenzmarkierten Dendrimeren 48, 49 und 58 wurde bereits

fiir andere Dendrimere berichtet. So beobachteten Juliano et al. ebenfalls ein leicht , klumpiges*

intrazelluldres Verteilungsmuster ihrer ,,Oregon green 488“-konjugierten PAMAM-Dendri-
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mer/Oligonucleotid-Komplexe in HeLa Zellen. Die Autoren fanden dabei die Dendrimere nicht
nur im Zellkern, sondern auch an anderen Orten in der Zelle, vermutlich an der Plasmamembran
und in Endomembran-Kompartimenten.’"" '®! Wie in den Abb. 46 und 47 zu schen ist, befindet
sich keines der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Dendrimere direkt im Zellkern. Statt des-
sen sind die meisten Dendrimere in direkter Néhe des Zellkerns zu finden. Dies konnte fiir eine
Lokalisation im Golgi-Apparat der Zelle oder in dessen unmittelbarer Ndhe sprechen. Ein Bei-
spiel fiir eine solche Verteilung liefern Merlin et al., die das Ablegen von Daunorubicin in den
Golgi-Vesikeln von Wirkstoff-resistenten MCF-7 Zellen beobachteten.”*'”! Belloc und Mitarbei-
ter vermuteten bei ihren Untersuchungen an ,,multi drug resistent“ (MDR) Leukidmiezellen
(K562 und HL60), daB bei der intrazelluldren Verteilung eines phosphorylierten transmembran-
Glycoproteins (P-gp) dieses zunéchst in grofleren cytoplasmatischen Aggregaten in einem gro-
en zentralen Zellorganell, vermutlich dem Golgi-Apparat, ,,gelagert™ wird, bis es von Golgi-
Vesikeln anschlieBend wieder zur Zellmembran dirigiert wird.?”) Daneben berichten auch
Tanke und Reedijk von einer punktierten Farbung einer cytoplasmatischen Region in humanen
Osteosarcom-Zellen (U2-OS) nach Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Platinkomplexen. Co-
Lokalisations-Studien mit einem Golgi-spezifischen Farbstoff deuteten schlieBlich darauf hin,

(22 Dagegen spricht

dafl Golgi-Vesikel am Prozel3 der intrazelluldren Verteilung beteiligt waren.
das intrazellulire Verteilungsmuster des teildansylierten, D/L-2,3-Diaminopropionsdure-
terminierten Dendrimers 56 eher fiir eine vesikuldre Verteilung mit vermutlich endosomalem
oder lysosomalem Ursprung. Die GroBle der beobachteten Partikel (vgl. Abb. 47b) stimmt gut
mit der solcher Kompartimente iiberein, die durch fusionierte Endo- oder Lysosomen gebildet

(20512221 1y Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung berichteten auch Giralt et al. von

werden.
einer mehr oder weniger vesikuldren Verteilung ihrer Poly(prolin)-Dendrimere in normalen Rat-
tennieren (NRK) Zellen nach einer Inkubationszeit von einer Stunde. In diesem Fall wurde von
den Autoren Endocytose als Aufnahmemechanismus fiir die Dendrimere postuliert.'*> Ob dies
in den vorliegenden Experimenten mit den hier untersuchten Dendrimeren ebenfalls der Fall ist,
konnte bis jetzt noch nicht zweifelsfrei gezeigt werden und erfordert die Durchfiihrung weiterer
Colokalisations-Experimente.

Um die Frage nach der intrazelluldren Verteilung der hier untersuchten Dendrimere nach
ihrer Aufnahme in eukaryotische Zellen abschlieBend beantworten zu kénnen, werden aktuell
weitere kinetische und Colokalisations-Studien durchgefiihrt. Falls die Dendrimere tatsdchlich
mittels Endocytose in die Zellen aufgenommen werden, sollten sie sich zunéchst in kleinen,

Clathrin-umhiillten Vesikeln (,,coated pits*) befinden, die nachfolgend zu gréBeren Endosomen

und schlieBlich Lysosomen fusionieren. Wie zuvor erwihnt, kdnnten einige dieser Dendrimer-
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enthaltenden Vesikel auch zum Golgi-Apparat gerichtet werden. Um die vermuteten Vorgéinge

detaillierter untersuchen zu konnen, werden aktuell Colokalisations-Studien mit bekannten Mar-

kern fiir verschiedene intrazelluldre Kompartimente angestrebt.



