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6 AUSBLICK: Platin-Anbindung und proteolytische Spaltung

Durch die gute synthetische Zuginglichkeit der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Dendrimere, ihre in vielen Féllen hohe Biovertrdglichkeit und ihre Fahigkeit zur Aufnahme in
Tumorzellen wurde die Grundlage fiir die nun notwendigen Platin-Komplexierungen und Wirk-
samkeitsstudien geschaffen. Besonders geeignete Kandidaten fiir die Komplexierung von Pt*'-
Metallkationen sind neben den L-Methionin- und L-Asparaginsidure-terminierten Dendrimeren
aufgrund ihrer nicht vorhandenen Cytotoxizitidt und guten Ligandeneigenschaften insbesondere
die vollstdndig oder partiell D/L-2,3-Diaminopropionsdure-funktionalisierten Dendrimere 39, 43

und 58. In der kooperierenden Arbeitsgruppe Gust''™*

wurden erste Versuche zur Umsetzung
des GO-Dendrimers 39 mit Tetrachloro- und Tetraiodoplatinat durchgefiihrt. Diese lieferten die
entsprechenden platinierten GO-Dendrimere mit einem durchschnittlichen Belegungsgrad von
zwei Platinatomen pro Dendrimer (Schema 26).2% Nachfolgend durchgefiihrte Aktivitdtstests
mit dem Platinkomplex-tragenden GO-Dendrimer 64 zeigten eine deutliche anticarcinogene
Aktivitit des Chloroplatinat-Adduktes in eingesetzten Konzentrationen von 1 - 5 pM.*¥ Ana-
loge Platin-Komplexierungen wurden auch mit dem teildansylierten Dendrimer 55 durchgefiihrt
und verliefen vielversprechend. Besonders interessant wiren nun Platin-Anbindungen an das
teildansylierte, D/L-2,3-Diaminopropionsdure-terminierte Dendrimer 58 und an das Peptidoden-

drimer 63 mit potentieller Cathepsin B-Schnittstelle. Letzteres sollte neben einer guten Platin-

Anbindung und einer durch sein Fluoreszenzlabel mdglichen intrazelluldren Lokalisation eine
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Schema 26: Komplexierung von Pt**-Ionen am D/L-2,3-Diaminopropionsiure-terminierten G0-Dendri-
mer 39.
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selektive Freisetzung der Platinkomplexe in den Tumorzellen ermdglichen.

Um die genannte selektive Freisetzung der gebundenen Platinkomplexe durch die Protease
Cathepsin B am Peptidodendrimer 63 nachweisen zu konnen, miiiten zuniachst grundlegende
proteolytische Spaltungsversuche an diesem Dendrimer durchgefiihrt werden (Schema 27).
Hierbei sollte gezeigt werden konnen, dafl Cathepsin B oder eine analoge Protease mit dhnli-
chem Spezifitdtsmuster (z. B. die kommerziell giinstiger erhédltliche Cysteinprotease Papain) den
Dendrimer-gebundenen Peptid-,,Spacer* tatsdchlich spaltet, insbesondere auch dann, wenn der
N-terminale Chelatligand bereits Pt*"-Metallionen gebunden hat. Hierzu konnten sowohl analy-
tische HPLC-Techniken als auch Kapillarelektrophorese als Methoden zum Nachweis der Spalt-
produkte eingesetzt werden. Erste Verdau-Experimente der L-Methionin-, L Phenylalanin- und
L-Asparaginsdure-terminierten Dendrimere 31a-¢ und 35a-¢ wurden bereits mit den Proteasen
Chymotrypsin, Trypsin, Pepsin und Papain durchgefiihrt und zeigten eine sequentielle Abspal-
tung von bis zu drei Komponenten bei den GO-Dendrimeren und eine Abspaltung von bis zu

(2241 Mit optimierten Verfahren

sechs Komponenten bei den entsprechenden G1-Dendrimeren.
miiften solche Protease-Spaltexperimente auch mit dem Peptidodendrimer 63 vor und nach des-

sen Platin-Komplexierung und vor seinem Einsatz in Zellkultur durchgefiihrt werden.
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Schema 27: Versuch der proteolytischen Spaltung des Peptid-,,Spacers*“ von Dendrimer 63 mit Cathepsin B
und anschliefender Detektion der Spaltprodukte.
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Tumorzellselektivitit konnte weiterhin durch Molekiile erreicht werden, die spezifisch von
Krebszellen erkannt und mittels rezeptorvermittelter Endocytose in diese aufgenommen werden,
wie dies z. B. bei Folsdure der Fall ist. Dendrimere, deren Oberfliche mit Folsdure funktionali-
siert ist, sollten folglich spezifisch von Tumorzellen erkannt und aufgenommen werden, wie

[154

schon Baker et al. in ihren Untersuchungen zeigen konnten.!"** Erste Versuche zur Anbindung

von Folsédure an die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Dendren verliefen vielver-

2251 und wurde

sprechend, jedoch gestaltete sich die Aufreinigung der Konjugate als schwierig!
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt. Dennoch sollte die Darstellung von
analogen Folsdure-konjugierten Dendrimeren durch die Kupplung von Folsédure {iber eine akti-
vierte Carboxylfunktion an die Aminogruppen der hier synthetisierten Dendrimere prinzipiell
moglich sein. Eine Optimierung der Synthese- und insbesondere der Aufreinigungsprozeduren
sollte solche Dendrimere in Zukunft zugénglich machen kénnen.

Um den genauen Aufnahme- und Verteilungsweg der dansylierten, Platin-tragenden Den-
drimere in eukaryotischen Zellen aufzukldren, sind weitere kinetische sowie Colokalisations-
Studien erforderlich. Gegenfarbungen von Lysosomen, Endosomen und insbesondere des Golgi-
Apparates sollten ndhere Aufschliisse liber den genauen Verteilungsweg der Dendrimere in eu-
karyotischen Zellen und deren finalen Bestimmungsort geben kdnnen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine Methode zur Synthese und Anbindung
von kleinen Peptiden an Dendrimere entwickelt und optimiert werden, so daB3 neben proteoly-
tisch spaltbaren Peptid-,,Spacern® potentiell auch andere Peptide an die Dendrimer-Grundge-
riiste des Basis-Satzes oder die ,,gemischten* Grundkorper mit zwei funktionellen Gruppen an-
gebracht werden konnen. Interessant wire z. B. die Anbindung von Kernlokalisations-Peptid-
en**l, die die so funktionalisierten Peptidodendrimere im ProzeB der intrazelluliren Verteilung
unmittelbar in den Zellkern dirigieren sollten. Mit geeigneten Fluoreszenzmarkern konnte dieser
LokalisationsprozeB3 dann sichtbar gemacht und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie in
den Zellen verfolgt werden.

Da durch die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Gruppe von unterschiedlich oberfla-
chenfunktionalisierten Dendrimeren noch keine abschlieende Struktur/Wirkungs-Beziehungen
fiir das Verhalten von Dendrimeren in eukaryotischen Zellen aufgestellt werden konnte, wére es
schlieBlich noch von grofem Interesse zu untersuchen, wie sich Dendrimere mit identischen
Oberflichenfunktionalisierungen aber hoherer Generationen in Zellkultur verhalten. Weiterhin
miifiten zusitzliche Dendrimere mit unterschiedlich funktionalisierten Oberfldchen synthetisiert
und ihre Cytotoxizitét in Zellkultur tiberpriift werden. So sollten beispielsweise Dendrimere, die

nicht-ionische Gruppen (z.B. PEG) zur Loéslichkeitsvermittlung in wissrigen Systemen tragen,
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deutlich weniger toxisch sein als die hier untersuchten Dendrimere des Basis-

1361 11601 1102] Erote Untersuchungen an PEG-funktionalisierten Dendrimeren mit dhnli-
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Satzes.|
chen Grundkérpern bestitigen diese Erwartung!®?”! und stellen somit vielversprechende neue

Systeme zum Einsatz als Tragermolekiile fiir Cytostatika dar.



