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1. Einleitung

1.1. Behandlungsmoglichkeiten bei Krebs

Krebs ist eine der Haupttodesursachen weltweit. Gemifl Statistiken der WHO
(http://www.who.int/features/qa/15/en/index.html), wird sich die Anzahl der globalen
Todesfélle durch Krebs zwischen 2007 und 2030 um 45% erhéhen (von 7,9 auf 11,5

Millionen). Dieser Anstieg ist teilweise auch durch eine zunehmende und alternde
Weltbevolkerung beeinflusst. Aufgrund der Vielfalt dieser Krankheit ist es unmdglich, ein
einziges Heilmittel zu haben. Die Chemotherapie spielt seit Anfang der 40er Jahre eine
wichtige Rolle in der Krebsbehandlung. Ein signifikanter Durchbruch wurde mit der
Entdeckung der verschiedenen Zytostatikaklassen, z.B. Topoisomerasehemmstoffe,
Antimetaboliten, Alkylanzien und anorganischen Analoga (Cyclophosphamid, Melphalan,
Cis-, Carbo- und Oxaliplatin) erzielt. Durch den Einsatz von Zytostatika werden jedoch
zahlreiche Nebenwirkungen (Nephrotoxizitit, Ubelkeit, Erbrechen) ausgeldst und folglich
weist die Chemotherapie viele Einschrankungen auf. Dies war der Anlass fiir die Suche nach

tolerierbareren Verbindungen mit besserer Selektivitit fiir bosartige Tumoren.

1.2. Bendamustin und Melphalan — 2 signifikante und individuelle

Stickstofflost-Alkylanzien

Bendamustin zdhlt zusammen mit Melphalan und Chlorambucil zu den Stickstoff-Lost-
Derivaten aus der Gruppe der Alkylanzien. Es wird vermutet, dass Alkylanzien zwei DNA-
Stringe vernetzen und dadurch verhindern, dass diese wiahrend der Zellteilung korrekt

verdoppelt werden.

Bendamustin ist ein vielversprechendes Medikament im Kampf gegen verschiedene
Tumorerkrankungen wie z.B. Morbus Hodgkin, Non-Hodgkin-Lymphom (NHL), chronische
lymphatische Leukdmie (CLL) und dem Mammakarzinom. Die Struktur von Bendamustin
weist 3 Elemente auf: einen Stickstoff-Lost-Rest, einen Purinen-dhnlichen Benzimidazolring
mit potentiellen Antimetabolit-Eigenschaften und eine Carbonsdure als Seitenkette, die dem
Arzneimittel Loslichkeit verleiht. Sein Wirkungsmechanismus wird zurzeit untersucht, wobei

es verschiedene Theorien dazu gibt. Es wird vermutet, dass Alkylanz- und Purin-
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Antimetabolit-Eigenschaften, eine wichtige Rolle in der biologischen Aktivitdt von

Bendamustin spielen [1-3].

cl
\—\ *HCI
N N 0
J\/\/K
g N OH
Cl /

Bendamustin Hydrochlorid

Bendamustin wurde erstmal 1963 von Ozegowski und Krebs [4] synthetisiert. Es war weit
verbreitet in der DDR, doch nach der Wiedervereinigung hatte es die Zulassung fiir die
Behandlung gegen Brustkrebs aufgrund unzureichender Sicherheit und Wirksamkeit nach
modernen Standards verloren.

Bendamustin hat in den letzten Jahren durch eine Reihe von positiven Studien an
verschiedenen lymphatischen Malignomen an Aufmerksamkeit gewonnen. Eine Phase-III-
Studie von Rummel et al. [5] zeigte fiir Bendamustin (90 mg/mz) in Kombination mit
Rituximab eine Ansprechrate (Responserate) von mehr als 90% und eine komplette
Remissionsrate von bis zu 47% bei Patienten mit zuvor unbehandeltem indolenten
Mantelzelllymphom. Kahl et al. [6, 7] haben demonstriert, dass Bendamustin (120 mg/m?) als
Monotherapie eine Ansprechrate von 84% und eine komplette Remission von 32% bei
Patienten mit rezidivierendem, Rituximab-refraktirem indolenten NHL induziert.
Bendamustin zeigte eine viel hohere Wirksamkeit gegeniiber Chlorambucil bei Patienten mit
CLL und demzufolge wurde es ab Mérz 2008 auch in den USA fiir die Therapie gegen CLL
zugelassen [8].

Hinsichtlich des Einsatzes von Bendamustin gegen Brustkrebs, wurden neue Erkenntnisse erst
in den letzten Jahren erzielt [9, 10]. Die Verabreichung der einmaligen Dosis von 150 mg/m®
an 2 Tagen in einem 4-wochigen Zyklus war mit hoher Wirksamkeit aber auch mit einer
hohen Toxizitdt verbunden (Hoffken et al. [11]), Reichmann et al. [10] demonstrierten vor
kurzem bessere Ergebnisse fiir eine niedrigere Dosierung von 120 mg/m’*. Allerdings kann ein
Vergleich der Wirksamkeit zwischen den beiden Studien aufgrund der moglichen
Unterschiede in den untersuchten Populationen und in der GroBe der Studien nur unter

Vorbehalt gemacht werden.

Melphalan Hydrochlorid ist ein typisches Alkylanz und wird gegen verschiedene Krebstypen

(Ovarialkarzinom, malignes Melanom, Knochenmarkkrebs, Brustkrebs, chronische
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myeloische Leukdmie) eingesetzt. Seine chemische Struktur enthilt 2 funktionelle Gruppen:
die Aminosdure Phenylalanin (wichtig fiir den ,drug targeting’ in Tumorzellen durch

Aminoséuretransporter) und einen Stickstofflost-Rest (fithrt zur Quervernetzung der DNA).

Cl

HN
NH;" CI
Cl
OH
Melphalan Hydrochlorid

Der Antitumoreffekt von Melphalan wird auf die Alkylierung von zelluldren Nukleophilen,
darunter die DNA zuriickgefiihrt. Der aktive Transport von Melphalan in den Zellen kann auf
mindestens zwei unterschiedliche Wege erfolgen. Bei niedrigen Konzentrationen, ist die
Aufnahme in erster Linie durch ein ASC-System, das auch Alanin, Serin und Cystein
transportiert, vermittelt, wihrend bei hohen Melphalan-Konzentrationen das Aminoséure-
Transportsystem L (das normalerweise Leucin und andere neutrale Aminosduren durch die
Membran transportiert) liberwiegt.

Melphalan wird intravends als Monotherapeutikum in einer Vielzahl von soliden Tumoren
eingesetzt und hat gute Wirkung allein oder in Kombination mit anderen Wirkstoffen oder mit
Bestrahlung bei Therapien gegen Brustkrebs, Eierstockkrebs, Hodenkrebs und multiplem
Myelom gezeigt. Neuere Studien weisen auf eine bedeutende Rolle fiir Melphalan als Teil der
Hochdosistherapie bei fortgeschrittenen soliden bosartigen Tumoren hin [12].

Die Aminosdure-Partial Struktur von Melphalan ermdéglicht die Modifikation sowohl der
NH,- als auch der COOH-Gruppen und den Einbau in Peptide. Elson et al. haben gezeigt,
dass die Blockierung der freien COOH-Gruppe durch Veresterung nicht die biologische
Aktivitdt von Melphalan verringert [13]. Im Gegensatz dazu verursacht die Blockierung der
freien NH,-Gruppe durch Formylierung oder Acetylierung eine erhebliche Reduktion der

Aktivitdt, aber keine entsprechende Abnahme der chemischen Reaktivitit.

Bei der therapeutischen Anwendung dieser Medikamente werden auch die gesunden Zellen
angegriffen und es treten Nebenwirkungen auf (Haarausfall, Ubelkeit, Erbrechen). Um die
Folgen zu minimieren und die Selektivitit und Wirksamkeit der Arzneimittel gegeniiber
bosartigen Zellen zu erhohen, wurde in den letzten Jahrzehnten versucht, die Wirkstoffe mit

geeigneten Carrier (Trdgern) zu koppeln. Zwischen Carrier und Wirkstoff werden Spacer
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(Linker) eingebaut, die entweder enzymatisch oder sdurekatalytisch gespalten werden konnen.
Demzufolge erfolgt die Freisetzung des Arzneimittels in der Tumorzelle, entsprechend eines

,drug targeting’-Konzeptes.

Bereits 1998, haben Kratz et al. Chlorambucil-Protein-Konjugate synthetisiert, um die
selektive Freisetzung des Wirkstoffs zu erzielen [14, 15]. Kratz hat einen Maleinimid-Rest an
Chlorambucil gebunden und somit die Moglichkeit geschaffen, selektiv den Wirkstoff an die
Thiol Gruppen von Carrierproteinen zu binden. Diese Chlorambucil-Maleinimid Derivate
wurden dann an Humanalbumin (HSA) gekoppelt. Matsumura et al. [16] und Sinn et al. [17]
haben nachgewiesen, dass Albumin besonders in die Tumorzellen aufgenommen wird. Zudem
ist Albumin in reiner Form erhéltlich, ist nicht toxisch und ist biologisch abbaubar. Kratz et
al. haben den Maleinimid-Rest entweder durch einen Ester oder eine Amidbindung an HSA
gebunden. Die antiproliferative Wirkung aller Derivate wurde an MCF-7 Mammakarzinom
und MOLT4 Leukidmiezellen getestet und mit ungebundenem Chlorambucil verglichen.
Abhingig von den Spacer wurde eine bessere oder schlechtere Wirkung im Vergleich zu
freiem Chlorambucil beobachtet. Vorldufige Studien an Ratten haben gezeigt, dass das mit
besserer Wirkung erzielte Derivat, in dem der Maleinimid-Rest iiber eine Hydrazon-Bindung
an die Carboxyl-Gruppe des Chlorambucils gebunden wurde in hdéheren Dosen als

Chlorambucil verabreicht werden konnte.

1.3. Dendrimere als makromolekulare Carrier-Systeme

Dendrimere stellen eine Klasse hochverzweigter Polymere dar, die auch als Carrier fiir
Wirkstoffe verwendet werden kénnen. Anders als herkémmliche Transporter wie Liposomen,
werden Dendrimere nicht durch Enzyme im Blut abgebaut und rufen auch keine
Immunantwort hervor. Im Vergleich zu anderen klassischen Polymeren und Oligomeren
haben Dendrimere einige Vorteile. Sie werden in der Regel nicht durch Polymerisation
erhalten und liegen deshalb monodispers vor. An ihrer Oberfliche konnen verschiedene
funktionelle Gruppen lokalisiert sein, so dass Wirkstoffe kovalent oder durch elektrostatische
Wechselwirkungen gebunden werden kdnnen. Damit konnen Zytostatika oder Biomolekiile,
die unter physiologischen Bedingungen als geladene Spezies vorliegen, in die Zellen
transportiert werden. Neben Oberflacheninteraktionen konnen Wirkstoffe auch in das Innere

von Dendrimeren aufgenommen werden und Konjugate bilden. Der wichtigste Vorteil von



diesen Polymeren liegt in ihrer GroBe. Wihrend kleine Molekiile in alle Zellen gelangen,
konnen Polymere nur durch Pinozytose aufgenommen werden. Dies tritt durch die
ungewOhnliche GefdBstruktur in Tumoren besonders hiufig auf; die Tumorzellen sind quasi
poros fiir groBe Molekiile. Dieses Phdanomen ist als der EPR-Effekt (enhanced permeability
and retention effect) bekannt. Auf diese Weise konnen Polymer-Wirkstoff-Konjugate in
Tumorzellen angereichert werden, was die systemische Toxizitdt entscheidend verringert [18,

19].

Dendrimere haben in den letzten Jahrzehnten eine grofe Bedeutung fiir medizinische
Applikationen gewonnen. Wichtige Fortschritte wurden durch den Einsatz von Dendrimeren
in der photodynamischen Therapie (PDT), Bor-Neutroneneinfangtherapie oder
photothermischen Therapie erzielt. Roovers et al. haben ein amphiphiles Sternpolymer mit
einem Polyamidoamin (PAMAM) Kern (core) und Poly(e-caprolactam) und
Poly(ethylenglykol) (PEG) als Verzweigungen entwickelt. Letztere sind dazu geeignet,
Fluoreszenzmarker und Wirkstoffe einzuschlieBen [20]. Das Sternpolymer erwies sich als
nicht zytotoxisch und somit ideal als Carrier System. Um die Loslichkeit des Antitumoragens
10-HCPT (10-Hydroxycamptothecin) zu erhdhen, haben Grinstaff et al. den Wirkstoff in
einen G4 (Generation 4) Dendrimer, bestehend aus Bernsteinsédure und Glycerol, eingebaut.
Die zytotoxischen Studien haben gezeigt, dass die Antitumoraktivitit nicht beeinflusst war,
wihrend die Loslichkeit in Wasser signifikant gesteigert wurde [21]. Neben dem Einschluss
ist es auch moglich, Dendrimer-Wirkstoff-Konjugate durch die Bindung des

antineoplastischen Agens an die Endgruppen des Dendrimeres zu bilden.

In den letzten Jahren wurden Wirkstoffe an PAMAM-Dendrimere verschiedener
Generationen verkniipft, um die Loslichkeit zu verbessern oder um eine selektive Freisetzung
des Wirkstoffs zu erzielen. Zum Beispiel, wurde Paclitaxel an ein G4-PAMAM gebunden,
was die Loslichkeit von 0,3 pg/mL auf 3,2 ug/mL erhohte. Die Zytotoxizititstests an A2780
Human Ovarialkarzinomzellen haben zu einer 10-fachen Reduzierung des ICso-Wertes im
Vergleich zu dem nicht gebundenen Paclitaxel gefiihrt [22]. Fréchet und Szoka haben ein
,bow tie’ Dendrimer-Konjugat synthetisiert, bestechend aus einem 2,2-bis(hydroxyl-
methyl)propionsdure-Dendrimer (G3) und Doxorubicin, das durch einen Hydrazid Spacer
(G4) gebunden wurde. Diese Verbindung zeigte einen hdheren Anreicherungsgrad im
Kolonkarzinom und eine komplette Tumorregression nach der Behandlung, wihrend nur

Doxorubicin selbst keine Heilung bewirkte [23].



Fiir den Einsatz der makromolekularen Therapie ist es wichtig, den Aufnahmeweg des
Carriers zu untersuchen und zu kontrollieren. Dabei werden verschiedene Marker, die
analytisch nachweisbar sind, in den Carrier eingefiihrt. Dazu gehdren radioaktive
Markierungen mit z.B. 11118, 24-26], °'Cr [16], '''In [27-29] oder Fluoreszenzmarkierungen
wie Rhodamin [30], Fluorescein [31-34] und Oregon Green [35, 36]. Durch den Einsatz von
hochauflosender konfokaler Fluoreszenzmikroskopie ist es mdoglich, die subzelluldre
Verteilung der Molekiile zu bestimmen. Ein Nachteil dieses Prozedere kann die teilweise
hoéhere Zytotoxizitdt des markierten Molekiils gegeniiber der unmarkierten Verbindung sein

[24, 36].

Aufgrund der hohen Molekularmasse und Polaritdt der Dendrimere ist es unwahrscheinlich,
dass die Zellaufnahme durch passive Diffusion erfolgt. Daraus resultiert als mdoglicher
Aufnahmemechanismus die Endozytose. Auf diese Weise werden Makromolekiile durch den
EPR-Effekt in den Tumor aufgenommen [37]. Der Aufnahmeweg fiir kationische
Verbindungen ist die adsorptive Endozytose (unspezifische Bindung an negativ geladene
Zellmembranen). Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass Substanzen ohne Affinitét
zur Zellmembran bei der Endozytose zusammen mit dem Extrazellulirmedium aufgenommen

werden [35, 36, 38, 39].

1.4. Synthese von oberflichenfunktionalisierten Poly(amidoamin)-

Dendrimere als potentielle Carriermolekiile fiir Zytostatika

In einer fritheren Struktur-Wirkungs-Beziehung Studie von Schliiter et al. in Kooperation mit
unserer Arbeitsgruppe wurden Synthesestrategien fiir neue dendritische Carrier erarbeitet
[40]. Durch Einsatz von Fluoreszenzmarkern wurde nachgewiesen, dass die Dendrimere in
Tumorzellen angereichert werden. Die Dendrimere des Basis-Satzes bestehen aus einem
Kernmolekiil, an das Dendren gebunden sind. Die Dendren enthalten jeweils zwei
Aminogruppen und eine Carboxylgruppe, die an einer aromatischen Verzweigungseinheit
gebunden sind. Somit sind das Kernmolekiil und die Dendren durch eine chemisch und
thermisch stabile Amidbindung verkniipft. Daraus resultiert ein Schichtaufbau fiir
Dendrimere, wobei jede weitere gebundene Verzweigungseinheit der jeweiligen Generation

(GO0-Kernmolekul, G1 usw.) des Dendrimers entspricht (Abb. 1).
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Abb. 1: Struktur der Basis-Dendrimere G0 und G1.

Die Synthese der Dendrimere des Basis-Satzes wurde bereits publiziert [41]. Es wurden
Dendrimere verschiedener Generationen und mit unterschiedlichen Oberflichenmotiven
synthetisiert: kationische und zwitterionische Dendrimere mit den natiirlichen Aminosduren
L-Methionin, L-Phenylalanin und L-Asparaginsdure, Dendrimere mit Ethylendiamin-
Chelatliganden zur Pt*"-Komplexierung, vollstindig fluoreszenzmarkierte Verbindungen und
Dendrimere mit einer funktionellen Gruppe (z.B. Ethylendiamin) neben dem

Fluoreszenzmarker.

Die antiproliferative Aktivitdit der neu synthetisierten Dendrimere wurde durch
Zytotoxizititstests an humanen MCF-7 (hormonabhingig) und MDA-MB-231
(hormonunabhéngig) Brustkrebszellen ermittelt [41, 42]. Die Ergebnisse der Untersuchungen
haben keine Struktur-Wirkungs-Beziehung ergeben. Es konnte aber gezeigt werden, dass die
Oberfldchenfunktionalisierung die Dendrimer-Toxizitdt bestimmt, wahrenddessen der innere
Autbau der Dendrimere keine Bedeutung zu haben scheint. Die meisten der nichtionischen,
ungeladenen Dendrimere (z.B. die Boc-geschiitzten und die vollstindig dansylierten
Dendrimere) waren nicht zytotoxisch, ebenso die beiden vollstindig D/L-2,3-

Diaminopropionsdure-terminierten Dendrimere, trotz ihrer positiven Ladungen. Diese



Ergebnisse sind auch ein Beweis dafiir, dass nur positive Oberfldchenladungen nicht ohne
weiteres zytotoxische Eigenschaften verleihen, wie bislang in der Literatur beschrieben wurde

[43-45].

Fir die fluoreszenzmarkierten Dendrimere wurde die Zellaufnahme untersucht. Mittels
Fluoreszenzmikroskopie wurde auch die intrazellulare Verteilung dieser Dendrimere in
eukaryotischen Zellen erforscht. Die Versuche zeigten, dass alle fluoreszenzmarkierten

Dendrimere stabil im Zytoplasma der Zellen {iber eine Zeitdauer von 20 Stunden vorliegen.

1.5. Aufgabenstellung

Bendamustin und Melphalan sind beide sehr effektive Zytostatika, ohne jedoch die
gewiinschte Tumorselektivitit zu besitzen. Aus diesem Grunde war die Uberlegung, in dieser
Arbeit die Selektivitiat der Wirkstoffe fiir Tumorzellen zu erhdhen. Entsprechend der Idee von
Kratz et al. sollten Bendamustin und Melphalan direkt oder durch einen spaltbaren

Maleinimid Spacer an die Dendrimere gebunden werden.

In der vorliegenden Arbeit sollten die in der Abbildung 1 prisentierten Dendrimere als Carrier
fiir Bendamustin und Melphalan eingesetzt werden. Die GO und G1 Dendrimere zeigten in
vitro keine Zytotoxizitdt an MCF-7 und MDA-MB-231 Brustkrebszelllinien und waren somit
als Carrier geeignet. Die Wirkstoffe sollten entweder direkt oder mittels eines Spacers an GO

und G1 gebunden werden.

Als Spacer waren zunichst 3 verschiedene Verbindungen in Betracht gezogen worden (Abb.
2). Diese wurden bereits von Kratz et al. synthetisiert und charakterisiert [46]. Aufgrund der
Instabilitdt der Hydrazon-Bindung in dem Spacer unter den Reaktionsbedingungen, wurde

zunéchst nur N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid (3) zur Synthese eingesetzt.

0 0 0
. » .
E\é ‘\~OH _\:N
o] 0 —N\ 0 \NH
3 NH,

N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid

2

Abb. 2: Struktur des eingesetzten Spacers (3).



Fiir die Untersuchung der Zellaufnahme und der intrazelluliren Verteilung in den Zellen
sollten verschiedenen Fluoreszenzmarker eingebaut werden und ihre Eigenschaften analysiert
werden. Die Optimierung der Fluoreszenzmarkierung sollte zu einem besseren Verstindnis

des Wirkmechanismus von fluoreszenzmarkierten Zytostatika-Dendrimer-Derivaten fiihren.

Zur weiteren Optimierung der in-vitro-Zytotoxizitdt von Bendamustin und Melphalan sollten
andere Carriersysteme untersucht werden. Aufgrund der positiven Ergebnisse der
aminoterminierten Dendrimere und der erhohten Akkumulation der Diaminoalkyl-
gebundenen Platin-Verbindungen sollten zwei N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid-Zytostatika-
Konjugate mit Diaminen mit variabler Kettenlinge (1,6-Diaminohexan (DAH), 1,7-
Diaminoheptan (DAHEPT), 1,8-Diaminooctan (DAOCT) und 1,12-Diaminododecan
(DADC)) zu bivalenten Zytostatika-Derivaten gekoppelt werden.

Fiir die neu synthetisierten Verbindungen sollte die Antitumoraktivitdt in Zytotoxozitétstests

an den MCF-7 und MDA-MB-231 Brustkrebszelllinien untersucht werden.
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2.1. Synthese

2.1.1. Synthese der Zytostatika-Spacer-Derivate

Die Synthesestrategie umfasste zundchst die Bildung der Wirkstoff-Spacer-Derivate und

anschlieBend die Kopplung an die Dendrimere.

L-Melphalan Hydrochlorid (1) wurde Boc geschiitzt (2) und mittels einer Steglich Reaktion
mit dem N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid Spacer (3) verestert. Verbindung 4 wurde nach
Sdulenchromatographie als reines Produkt erhalten. Durch Zugabe von 25%-iger Salzsédure
lie3 sich dann aus dem Ester 4 die Boc-Schutzgruppe entfernen und es wurde die Substanz 5
erhalten (Schema 1). Bendamustin Hydrochlorid wurde zunéchst in die freie Base 6 iiberfiihrt
[47] und anschlieBend iiber einen dhnlichen Verlauf wie bei dem Melphalan-Spacer-Derivat

zu 7 umgewandelt (Schema 1).

Cl Cl
H H (¢} /l< (0]
HO
o — o T
O 0)
Cl Cl K
OH OH
1

Cl CI *H;N (0] Cl HN (0]
O » ;
N O N (0]
} e } et
Cl 5 0 Cl 4 (0]

Cl\_\ cl
NQF . bt QN AN
g }\I)\/\)J\OH + 3 - g Nﬂ\/\)l\o/\/p
cl cl / 0
6

7
Schema 1: Synthese der Wirkstoff-Spacer Derivate.
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2.1.2. Synthese der Ethylendiamin-Spacer-Derivate

Fiir die potentielle Anbindung von antikarzinogen wirksamen Pt*" Einheiten an dendritische
Carriermolekiile wurde in der fritheren Arbeit von Fuchs [40, 41] ein leicht zugidnglicher
Ligand benutzt, iiber den die Metallionen in einer Cisplatin-artigen Weise an der
Dendrimeroberfliche komplexiert wurden. Hierzu wurde die kommerziell erhéltliche,
nichtproteinogene Aminosiure D/L-2,3-Diaminopropionsidure ausgewdhlt. Ausgehend von
dieser Verbindung wurden Ethylendiamin-terminierte Dendrimere synthetisiert, die keine
Antitumoraktivitit aufwiesen. In der vorliegenden Arbeit war es interessant zu untersuchen,
ob die Einfilhrung des N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid Spacers einen Einfluss auf die

Antitumoraktivitit der Dendrimer-Ethylendiamin-Derivate hat.

Fir die Synthese des Ethylendiamin-Spacer-Derivates wurde zuerst die D/L-2,3-
Diaminopropionsdure (DAP, 8) Boc-geschiitzt und mit dem N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid
Spacer gekoppelt (Schema 2). Nach Entfernung der BOC-Gruppen des Ethylendiamin-Esters
10 konnte dann Verbindung 11 leicht mit K,PtCl4 zum Platinkomplex 12 umgesetzt werden.

(0]

W
O NHBoc f0)
BocHN O
/\)kOH . BocHN/\H‘\ VH‘/ \/\;]§
8 10

0 \
HZN\ /\H‘\O/\/N
Cl/Pt NH,
*

T Hel NHa

Schema 2: Synthese der Ethylendiamin-Spacer-Derivate. = Reagenzien  und
Synthesebedingungen: a) DAP, Boc,O, TEA, Wasser, RT, 20 h; b) 9, 3, DCC, DMAP,
CH)Cl,, RT, 20 h; c¢) 10, wissrige HCl, THF, RT, 24 h; d) 11, K,PtCly, Wasser
(unverdffentlichte Ergebnisse, fiir Strukturaufkldrung siehe Anhang 1).
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2.1.3. Synthese der Dendrimer-Zytostatika-Konjugate

Die Bindung an die Dendrimere erfolgte im letzten Schritt der Synthese durch den Angriff der
endstindigen nukleophilen Gruppen des Dendrimers am Maleinimid-Rest des Wirkstoff-
Spacer-Derivates. Hierflir wurden die Edukte in Chloroform geldst und dann unterschiedlich
lang refluxiert. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe in den Melphalan-Derivaten wurde mit
25%-iger HCI1 oder 95%-iger Trifluoressigsdure (TFA) durchgefiihrt. Schemas 3 und 4 stellen
die Synthese der GO-Dendrimer-Konjugate dar.

NHX
0
N
\/\O
XHN NHX
’ "
_ 0
G0: X =H-HCI1 | 4
XHN
0
o — o)
N cl
t(&o -
NHX NH

O\/\ 0
d N cl
0 I o 2
o~ v
Z N
Cl 0

13: X=Bo¢c ——— XHN

14: X =H-HCl ‘—,

Schema 3: Synthese der Mel-Spacer-terminierten G0-Dendrimere (Mel = Melphalan).
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NHX

XHN NHX
G0: X=H-HCI
Cl N (0]
\L /@i WO
N N \_\ 0

Schema 4: Synthese des

Bendamustin).

Bend-Spacer-terminierten G0-Dendrimers

15 (Bend

Die Bindung des Melphalan-Maleinimid Derivates an das G1 Dendrimer wurde durch einen

dhnlichen Syntheseweg durchgefiihrt (Schema 5).
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G1 + 4

Cl
Cl

j \@\/kf NTNal

J @vy )i% |0 )

N\L
ﬁ% O é 3%'@{@ CI
NHX
NH
Ov\ﬁ
XHN
Cl
HN

16: X=Boc —
17: X =H-CF;COOH —=—

1/\/ ~ " /\ 1

NHX

Schema S: Synthese der Mel-Spacer-terminierten G1-Dendrimere.

Die Versuche Bendamustin entweder direkt oder durch den Spacer an das G1-Dendrimer zu
koppeln, haben unter den angegebenen Reaktionsbedingungen nicht zu den erwarteten

Verbindungen gefiihrt.

Um den Einfluss des Spacers auf die Wirkung der Derivate zu untersuchen, wurden die
Zytostatika auch direkt iiber eine Amidbindung an die Dendrimere gekoppelt (Schemas 6 and
7). Die aus der Peptidchemie bekannte Amidbindungskniipfung lauft iiber eine aktivierte
Carbonséduregruppe. Die Aktivierung der Carboxylfunktion erfolgt mittels so genannter

,»Kupplungsreagenzien®, die als reaktive Intermediate entweder gemischte Anhydride oder
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Aktivester bilden (fiir den Mechanismus der Amidbindungskniipfung und die verwendeten

Reagenzien siehe Literaturhinweise [41, 48-50]).

1

XHN

§
{

NHX
1

(0]
NH
NH
(6]
GO+ 2 —— O/
N
Cl NH 1
io
XHN

19: X = H-CF;COOH ~—

/
N
ﬁ@
0. N
NH

PR S

18: X =Boc

I Ui

GO+ 6 —

cl 20

Schema 6: Synthese der Wirkstoff-terminierten G0-Dendrimere.
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Cl NHX Cl

Cl

N X y
L,

Cl

ZT

0}
XHN NHX
NH

ZT

XHN

(6] NH
Cl
N
NI
Cl
O NH HN
NHX

21: X =Boc (¢}
XHN
22: X =H-HCl

>N

Schema 7: Synthese der Mel-terminierten G1-Dendrimere.

2.1.4. Synthese der Dendrimer-Spacer-Ethylendiamin-Derivate

Die Bildung der Dendrimer-Konjugate mit dem Spacer und Ethylendiamin-Chelatliganden

wurde iiber einen dhnlichen Syntheseweg wie fiir die analogen Dendrimer-Spacer-Wirkstoff-

Derivate durchgefiihrt (Schema 8 und 9).
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NHX

NHBoc 0
XHN NHX + BocHN O\/\N
o /
o
G0: X=H-HCI 10

O 0
0
! 5 NHX
XHN o >

NHX o NHX

23: X =Boc

24: X = H-CF;COOH ~—

Schema 8: Synthese der Ethylendiamin-Spacer-Derivate der G0-Dendrimere. Reagenzien
und Synthesebedingungen: a) GO0, 10, DIPEA, Chloroform, Riickfluss, 43 h; b) 23, TFA,
CH,Cl,, RT, 1 h (unverdffentlichte Ergebnisse, fiir Strukturaufklarung sieche Anhang 1).
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G1

HN NH

) 8

XHN b

XHN NO

NHX
O HN O
(0] \\\
N
O
NH

25: X =Boc

26: X = H-CF;COOH ~—

Schema 9: Synthese der Ethylendiamin-Spacer-Derivate der G1-Dendrimere. Reagenzien
und Synthesebedingungen: a) G1, 10, DIPEA, Chloroform, Riickfluss, 48 h; b) 25, TFA,
CH,Cl,, RT, 3 h (unverdffentlichte Ergebnisse, fiir Strukturaufkldrung sieche Anhang 1).
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Die Versuche die Ethylendiamin-Derivate 24 und 26 zu den entsprechenden Platinkomplexen
umzusetzen, haben in den angegebenen Reaktionsbedingungen nicht zu den erwarteten

Verbindungen gefiihrt.

2.1.5. Synthese der Zytostatika-Spacer-Diamin-Derivate

Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Selektivitit der Wirkstoffe fiir die Tumorzellen zu
erhohen, indem ein geeigneter Carrier eingesetzt werden sollte, der zum ,drug targeting’
filhren sollte. Zur Optimierung der Antitumoraktivitit von Melphalan und Bendamustin
wurden neben den Dendrimeren, Diamine (1,6-Diaminohexan, 1,7-Diaminoheptan, 1,8-
Diaminooctan und 1,12-Diaminododecan) als Spacer eingesetzt und bivalente Zytostatika-
Spacer-Diamin-Derivate synthetisiert. Fiir die Synthese dieser Verbindungen wurden
abhingig von dem Zytostatikum (Melphalan oder Bendamustin) zwei Herangehensweisen
angewendet. Fiir die Bildung der Bendamustin-Diamin-Derivate 29a-d (Schema 10) wurden
primir die Diamine mit dem N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid zur Reaktion gebracht und die
daraus resultierenden Verbindungen 28a-d wurden ohne Auftrennung in den optisch reinen
Isomeren weiter in einer Steglich Veresterung mit dem Bendamustin als freie Base umgesetzt.
Die zweite Vorgehensweise umfasste in dem ersten Schritt die Reaktion des Boc-geschiitzten
L-Melphalans mit dem Spacer, anschlieSend, nach nukleophiler Addition der Diamine an die
Doppelbindung des Maleinimid-Restes und Entschiitzung, wurden die Melphalan-Diamin-

Derivate 30a-d/31a-d erhalten (Schema 11).
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0
[;(N el NH2</>INH2

OH 0 0
\Tﬁw C/?NH /g(N\/\OH
0 (¢}

O
N-(2-Hydroxyethyl)- 27 a: n=4 28 a: n=4
maleinimid b: n=5 b: n=5
¢: n=6 c: n=6
d: n=10 d: n=10
Cl
Ty
\ + 28a-d
N )\/\)J\ OH
Cl /
6
Cl
Cl
_\_N _/

Cl

29 a: n=4
b: n=5
c: n=6
d: n=10

Schema 10: Synthese der Bend-Spacer-Diamin-Derivate.
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O
Cl HN O
\_\ 0
N O
g S\ | +27a-d
Cl O \
Cl
Cl
Nl
ar >N
O
o 0 N/\/O NHX
XHN \/\N NH HN o
O @)

O n

X=Boc 30a:n=4
b:n=5
c:n=6
d: n=10

X=HHCI 31a:n=4
b:n=5
c:n=6
d: n=10

Schema 11: Synthese der Mel-Spacer-Diamin-Derivate.

2.1.6. Synthese weiterer Dendrimere mit Fluoreszenzmarkern

Fiir die vorliegende Arbeit war von Interesse, Fluoreszenzmarker an die Basis-Dendrimere zu
binden und die Zellaufnahme zu untersuchen. Ferner war die Uberlegung, ,,gemischte®-
Dendrimere (mit Fluoreszenzmarker und Zytostatika) zu synthetisieren. Als Fluorophore
wurden Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Naphthalimid und Nitronaphthalimid ausgewéhlt.
FITC wird vielfach als Proteinmarker in der Biologie und Medizin eingesetzt. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass Naphtalimid-Derivate eine antiproliferative Wirkung an
verschiedenen Krebszelllinien aufweisen und mit der DNA interagieren konnen [51]. Fiir die
Zellaufnahme-Untersuchungen ist es allerdings erforderlich, dass die fluoreszenzmarkierten
Verbindungen selbst keine Antitumoraktivitdt aufweisen. Trotz dieser ,Anforderungen’ schien
von Interesse, entsprechende Naphthalimid-Derivate ausgehend von den GO und G1

Dendrimeren zu synthetisieren und pharmakologisch zu untersuchen. Ferner war die
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Uberlegung, die Zellaufnahme dieser Konjugate zu studieren und wenn méglich ,,gemischte®-

Dendrimere zu bilden.

Es wurden zunichst die fluoreszenzmarkierten Dendrimere mit dem Kernmolekiil (GO0)
gekoppelt. Die hoheren, vollstindig markierten Generationen, konnten aufgrund geringer
Loslichkeit nur sehr schwer charakterisiert werden. Die Synthese des Dansyl Derivates 35
(Schema 12) wurde bereits in einer fritheren Arbeit beschrieben [41]. Das FITC-Derivat 33
konnte durch Riithren von GO und FITC, gelost in DMSO, gewonnen werden. Fiir die
Synthese der Naphthalimide-Konjugate 38 und 39 wurden die Reagenzien in Ethanol absolut
refluxiert (Schema 12).
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Schema 12: Synthese der Fluoreszenzmarkierten Dendrimere.

HN

H,N

GO

NH,

0=5=0 25
& 0N
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q
s
o JIN 0
O
R s
\
R
(L
Y
0
0
e O
[ Y
I b
R R
36 (R=H) 38 (R=H)
37 (R=NO,) 39 (R =NO,)
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2.2. Ergebnisse und Diskussion

2.2.1 Biologische Untersuchungen

Die antiproliferative Wirkung der neu synthetisierten Verbindungen wurde in zeitabhidngigen
Zytotoxizititstests an humanen MCF-7 und MDA-MB-231 Brustkrebszellen untersucht.
Cisplatin (DDP) wurde als positive Kontrolle verwendet. Die Dendrimere des Basis-Satzes
wurden im Vorfeld in den Konzentrationen von 1, 5 und 10 uM an beiden Zelllinien getestet
[41, 42]. Die Zelltests haben keine Wirkung im Fall von G0 gezeigt und bei G1 wurde eine
sehr schwache Hemmung des Zellwachstums in der Konzentration von 10 uM (T/Ceor =

60%) beobachtet. Generell wurde keine Selektivitit fiir eine der beiden Zelllinien festgestellt.

2.2.1.1. Antiproliferative Wirkung der Spacer- und Dendrimer-Konjugate

Die Bindung von Melphalan an den Spacer hatte die Erhohung der Zytotoxizitit zur Folge.
Das geschiitzte Mel-Spacer Derivat 4 zeigte in den Konzentrationen von 5 und 10 uM schon
nach 48 h zytozide Effekte (Abb. 3). Die Entfernung der Boc-Schutzgruppe fiihrte beim
Maleinimid-Ester 5 zu einer 10-fach héheren Wirkung am Ende des Zytotoxizititstests

(T/Ceorr = 0%; Konzentration 1 uM) im Vergleich zum Melphalan Hydrochlorid (1) (Abb. 3).

Verbindung 1 MCF-7 Verbindung 4 MCF-7
140 140
120 120 A
T 100h A aa < 100 %/\% La
e S -
= 80 \f‘% = 80] 1
o 60 \+ o 60
= 4] o - = 40]
20 e — 20
0 + +\§“Q o .
- 5o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 e XQ.@ésuﬁum*‘* 160 180
= .40 M §/T\?,§+
-60 o -60
Inkubationszeit [h] Inkubationszeit [h]
—A— 1yM —B—5uM —@— 10uM —A—1yM B 5uM —@— 10uM
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Abb. 3: In vitro Zytotoxizitat des Melphalan Hydrochlorids (1) und der Melphalan-Spacer
Derivate 4 und 5 an der MCF-7 Zelllinie.

Wihrend Bendamustin (6) keinen Einfluss auf das Zellwachstum ausiibte, zeigte das
Bendamustin-Spacer Derivat 7 zytotoxische Effekte in der Konzentration von 5 uM (T/Ceore =

0%) und zytozide Effekte in der Konzentration von 10 uM (T/Cor < 0%) (Abb. 4).

Verbindung 6 MCF-7 Verbindung 7 MCF-7
160+ 160+
140 140 l l l
120 i 120 —A—A__
T 100d— ¢ ] . T 100 ] L A
2 N—om /? 1 = J +
t 80 £ 804
O 60 A1 QO 60
= 0] | = 40]
20 20
- 01— +—/v:i-:j-=r-'—."—v—'—\
209 20 40 60 80 100 120 140 160 180 300 20 ﬁ{) 60 80 100 120 140 160 180
= -40 " -40 ./.\.7.ﬂ.
-60 ) ) -60
Inkubationszeit [h] Inkubationszeit [h]
—A—1pM —B—5uM —@— 10uM —A—1yM —B—5pM —@— 10uM

Abb. 4: In vitro Zytotoxizitdt des Bendamustins (6) und des Bendamustin-Spacer Derivates
(7) an der MCF-7 Zelllinie.

Die Bindung der Zytostatika-Spacer-Konjugate an die Dendrimere fiihrte zu einer Reduktion

der antiproliferativen Wirkung in Abhédngigkeit von der Dendrimergeneration. Das
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Melphalan-Spacer-Derivat (5) zeigte eine bessere Antitumoraktivitit als Verbindung 14 und

diese selbst eine hohere Wirkung als 17 (Abb. 3 und 5).
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Abb. 5: In vitro Zytotoxizitit der GO-Spacer-Mel (14) und G1-Spacer-Mel (17) Derivate an
der MCF-7 Zelllinie.

Die Bindung von Bendamustin an das G0 iiber den Spacer oder eine Amidbindung reduzierte

die Antitumoraktivitdt im Fall von 15 bzw. fiihrte zur inaktiven Verbindung 20 (Abb. 6). Dies

bedeutet, dass die hochste in vitro Zytotoxizitdt von Bendamustin durch die Kopplung an

einen Maleinimid-Spacer erhalten wird.
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Abb. 6: In vitro Zytotoxizitit des GO-Spacer- (15) und G0-Bendamustins-Derivates (20) an
der MCF-7 Zelllinie.
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Die Amidbindung von Melphalan an GO fiihrte bei der BOC-geschiitzten Verbindung zu einer
Verminderung der antiproliferativen Aktivitit. Das Mel-Boc-Spacer-G0-Derivat 13 erreichte
die T/Ceorr = 50% bei 5 uM, sein Analog ohne Spacer 18 (Mel-Boc-G0) bei 10 uM (Abb. 7).
Die durch die Entfernung der Boc-Gruppe synthetisierten Verbindung 19 erreichte in den
Konzentrationen von 5 und 10 uM zytozide Effekte und erzielte somit eine bessere Wirkung
als das Mel-Sapcer-G0-Derivat (14) (Abb. 5 und 7). Die Antitumoraktivitit der G1-

Dendrimere war vergleichbar, unabhingig von der Prasenz des Maleinimid-Spacers.
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Abb. 7: In vitro Zytotoxizitat der Mel-Boc-Spacer-GO0 (13), des Analogs ohne Spacer (18)
und der Mel-GO0 (19) an der MCF-7 Zelllinie.

Die Derivate mit dem Diaminopropionsdure-Rest offenbarten ein interessantes Ergebnis. Die
entschiitzte Verbindung 11 erwies sich, trotz ihrer positiven Ladungen, als inaktiv und auch

der Pt-Komplex 12 zeigte keine Zytotoxizitdt. Die Dendrimer-Spacer-Ethylendiamin-Derivate
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haben aufler der Verbindung 23 keine Wirkung ausgelibt (siche Anhang 1). Die geschiitzte
Verbindung 23 wies schwache antiproliferative Effekte in der hochsten Konzentration an
beiden Zelllinien auf, allerdings haben die Zellen nach einiger Zeit eine Resistenz gegen die

Substanz entwickelt und sich langsam regeneriert (Abb. 8).
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Abb. 8: In vitro Zytotoxizitit des Dendrimer-Spacer-Ethylendiamin Derivates (23) an der
MCF-7 Zelllinie.

2.2.1.2. Antiproliferative Wirkung der Diamin-Derivate

Alle bivalenten Verbindungen wurden als Isomere getestet. Die Anbindung von zwei
Bendamustin-Spacer Molekiilen an die Diamine fithrte zu einer verminderten
antiproliferativen Wirkung. Alle bivalenten Bendamustin-Verbindungen waren aktiver als der
Wirkstoff an sich aber nicht so aktiv wie das Bendamustin-Spacer Derivat 7 (Abb. 4 und 9).
Die Dimere 29a-c¢ zeigten dhnliche zytotoxische Effekte in der Konzentration von 10 uM
(T/Ceorr = 10%), was eine Unabhingigkeit der Aktivitdt von der Kettenlinge der Diamine
veranschaulicht. Lediglich die Verlingerung der Kette in der Verbindung 29d reduzierte die
Effekte auf das Zellwachstum (Abb. 9).
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Abb. 9: In vitro Zytotoxizitdt der bivalenten Bendamustin Derivate 29a-d an der MCF-7

Zelllinie.
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Wihrend das geschiitzte Mel-Spacer-Derivat 4 nach 48 h zytozide Effekte in den

Konzentrationen von 5 und 10 uM zeigte (Abb. 3), haben sich die Antitumoreffekte der

bivalenten und BOC-geschiitzten Melphalan-Spacer-Diamin-Derivate unabhéngig von dem

Diamin-Spacer drastisch verringert (T/Ceore = 50%).

Die Spaltung der BOC-Gruppen erhdhte sehr stark die Zytotoxizitdt (Abb. 10). Verbindung

31a war zytotoxisch in den Konzentrationen von 5 und 10 uM, 31b-d wiesen zytozide Effekte

in diesen Konzentrationen auf und waren zytotoxisch bei 1 uM.
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Abb. 10: In vitro Zytotoxizitdt der bivalenten Melphalan Derivate 31a-d an der MCF-7
Zelllinie.

2.2.1.3. Antiproliferative Wirkung der fluoreszenzmarkierten Dendrimere

Die Ergebnisse der biologischen Untersuchungen an dem GO-Dansyl-Derivat 35 wurden
schon beschrieben und publiziert [41, 42]. Die Verbindung zeigte keine Effekte auf das
Zellwachstum. Auch die GO-FITC- und G0-Naphthalimid-Derivate haben keine Zytotoxizitat
aufgewiesen. Die Nitrogruppen von 39 sorgten allerdings fiir eine antiproliferative Wirkung
an MCF-7 Zellen und fiir eine zytotoxische Aktivitit an MDA-MB-231 Zellen (Abb. 11).
Allerdings wurde eine Regeneration der MDA-MB-231 Zellen nach 72 h beobachtet.
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Abb. 11: In vitro Zytotoxizitét des Nitronaphthalimid-Dendrimers 39.

2.2.2. Untersuchungen zur Zellaufnahme von fluoreszenzmarkierten

Dendrimeren

2.2.2.1. Charakterisierung der Fluorophore

Alle fluoreszenzmarkierten Dendrimere wurden mittels Fluoreszenzspektroskopie
charakterisiert. Die Substanzen zeigten nur ein einziges Anregungsmaximum. Das
Emissionsmaximum der Derivate 33, 35, 38 und 39 war von den jeweiligen
Fluoreszenzmarkern abhingig (Tabelle 1). Nur Verbindungen 33 und 35 konnten die

Anforderungen fiir Studien zur Akkumulationskinetik erfiillen (Apaxem > 500 nm).

Verbindung [Fluorophor Amax€X (nm) Amaxeém (nm)
33 Fluoresceinisothiocyanat 450 519
35 Dansyl 340 535
38 Naphtalimid 333 387
39 Nitronaphtalimid 361 440

Tabelle 1: Anregungs- (AmaxeX) und Emissions- (Amixem) Wellenldngen der eingesetzten

Fluorophoren.
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2.2.2.2. Zellaufnahme und intrazellulire Verteilung der fluoreszenzmarkierten

Dendrimere

Um die Zellauthahme der Dendrimere zu quantifizieren, wurden die MCF-7 und MDA-MB-
231 Zellen mit 5 uM der Derivate 33 und 35 inkubiert und dann die Akkumulationskinetik
bestimmt. Mogliche Inaktivierungsreaktionen der Konjugate aufgrund von Proteinbindung
wurden durch die Verwendung eines FCS (fetal calf serum bzw. fetales Kélberserum)-freien

Kulturmediums fiir die beiden Brustkrebszelllinien minimiert.

Das dansylierte Dendrimer 35 zeigte einen hoheren Anreicherungsgrad als das FITC-Derivat
33. Beide Verbindungen wiesen zudem unterschiedliche Profile der Akkumulationskinetik auf
(Abb. 12). Bei der Verbindung 35 wurde eine schnelle Anreicherung beobachtet; nach 20 h
trat eine Sattigung auf. Das FITC-Konjugat 33 zeigte eine fast lineare, aber langsame
Anreicherung in den Zellen. Nach 24 Stunden konnte noch keine Sittigung festgestellt

werden.
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Abb. 12: Akkumulationskinetik der fluoreszenzmarkierten Dendrimere 33 und 35.
Um die intrazelluldre Verteilung der Derivate zu studieren, wurden MCF-7 und MDA-MB-

231 Zellen in 96-Loch Platten mit den Verbindungen 33 und 35 in einer Konzentration von 10

uM  bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (2/4/8/16/24h) wurde das
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substanzhaltige Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend an dem

Fluoreszenzmikroskop Zeiss LSM510 untersucht (Abb. 1 1)".

Abb. 13: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Verbindung 33: a. MCF-7 Zellen; b.
MDA-MB-231 Zellen.

Die MCF-7 Zellen zeigten eine mdgliche endosomale intrazelluldre Verteilung in dem
Zytoplasma. Bei den MDA-MB-231 Zellen wurde eine Akkumulation der

fluoreszenzmarkierten Dendrimere in dem Kern beobachtet (Abb. 13).

2.2.3 Diskussion

Die Ergebnisse der in vitro Zytotoxizititstests an MCF-7 und MDA-MB-231
Brustkrebszelllinien waren konform mit den in der Literatur beschriebenen Daten iiber die
Antitumoraktivitit von Melphalan Hydrochlorid (1). Das Wachstum der Zellen wurde
abhingig von der eingesetzten Konzentration verringert. Die zytotoxische Wirkung in der
Konzentration von 10 uM (T/C¢or = 10%) war von einer freien Aminogruppe abhingig (Abb.
3), das Boc-geschiitzte Melphalan-Derivat 2 war inaktiv. Interessant ist, dass die Veresterung
mit N-(2-hydroxyethyl)maleinmid (3) die zytostatischen Effekte stark erhohte. Das Boc-
geschiitzte Melphalan-Spacer Derivat 4 zeigte zytozide Wirkungen an beiden Zelllinien, die

entschiitzte Verbindung 5 wies bereits in der Konzentration von 1 uM Zytotoxizitét auf.

" Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden von Jan Richter am Institut fiir klinische
Physiologie, Charité Campus Benjamin Franklin Berlin durchgefiihrt.
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Eine denkbare Erkldrung konnte die Bindung des Spacer-Derivates an das Humanalbumin
(HSA) sein, das im Zellkulturmedium vorliegt. In einigen fritheren Arbeiten haben Kratz et al.
analoge Transferrin-Konjugate des Stickstoff-Lost Chlorambucil synthetisiert [14]. Dariiber
hinaus wurde die Bindung des Spacer-Derivates an das HSA in situ nach iv Verabreichung
nachgewiesen. Aufgrund der erhéhten Zellaufnahme des an das Makromolekiil gebundenen
Wirkstoffes in den Tumorzellen hat dieses Konzept eine viel versprechende Zukunft als Drug-
Carrier-System [52]. Eigene Untersuchungen haben die Bindung von S und 7 an das HSA
nachgewiesen. Neben dem HSA oder dem Transferrin als Carriermolekiile [53-55], wurden
einige synthetische Polymere entwickelt, die in der Lage sind, Wirkstoffe zu binden und zu
einer selektiven Anreicherung in Tumoren und Tumorzellen zu fiihren [56, 57]. In friiheren
Studien unserer Arbeitsgruppe wurden die GO und G1 Dendrimere erfolgreich fiir den
Transport von Platin(Il)-Komplexen in MCF-7 und MDA-MB-231 Brustkrebszellen
eingesetzt [41].

Bereits 1991 haben Strohalm et al. Melphalan kovalent an makromolekulare Carrier gebunden
[58]; Shukla et al. haben 2008 Polyethylenglykol-Melphalan-Konjugate synthetisiert. Diese

haben eine erhéhte dosisabhédngige in vitro Zytotoxizitit bewiesen [59].

Anhand dessen wurde in der vorliegenden Arbeit das Zytostatikum Melphalan entweder iiber
den Maleinimid Spacer (13, 14 und 16, 17) oder direkt iiber eine Amidbindung an die G0 und
G1 Dendrimere gebunden (18, 19 und 21, 22). Die BOC-geschiitzten Konjugate 13, 16, 18
und 21 haben nur eine sehr schwache Antitumoraktivitit an MCF-7 und MDA-MB-231
Zelllinien aufgewiesen. Allein Verbindung 13 zeigte geringe zytotoxische Effekte in der
hochsten Konzentration von 10 uM. Die G1-Derivate mit freien NH,-Gruppen (17 und 22)
unterschieden sich wenig in ihrer Aktivitét. Sie zeigten zytotoxische Wirkungen bei 5 und 10
uM. Diese Ergebnisse deuten eine relativ hohe Stabilitit der Konjugate an. Es wird
angenommen, dass nach dem Transport in die Tumorzellen sowohl Melphalan in freier Form
als auch das an dem Dendrimer gebundene Melphalan durch die N-Lost Gruppe mit der DNA

in Wechselwirkung treten. Die daraus resultierende Quervernetzung fiithrt zum Zelltod.

Obwohl Bendamustin zur gleichen Zytostatikaklasse gehort, unterscheiden sich seine
zytostatischen Effekte, ob in freier Form, gebunden an den Maleinimid-Spacer oder als
Dendrimer-Konjugat, von der Antitumoraktivitit des Melphalans. Wéhrend Melphalan das
Zellwachstum der MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen abhidngig von der Zeit und der
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eingesetzten Konzentration reduzierte, war dagegen Bendamustin inaktiv (vgl. Abb. 3 und 4).
Dies bedeutet, dass Melphalan, aufgrund seiner Aminosiure Funktion (im Vergleich zu der 4-
(Benzimidazol-2-yl)buttersdure von Bendamustin), entweder schneller in den Tumorzellen
akkumuliert wird oder der Wirkmechanismus ist ein anderer. Letzteres wird durch die
Tatsache, dass Melphalan vergleichbare Wirkungen nach der Bindung an die Dendrimere
induzierte, unterstiitzt. Die einzige Voraussetzung fiir eine hohe Zytotoxizitdt von Melphalan

war eine freie Aminogruppe.

Der Wirkmechanismus von Bendamustin wird sehr widerspriichlich diskutiert. Es ist dennoch
akzeptiert, dass die DNA-Alkylierung die Hauptursache ist, die zum Zelltod fiihrt.
Préklinische Daten haben gezeigt, dass Bendamustin schnelle Einzel- und
Doppelstrangbriiche der DNA induziert. Dies fiihrt in dem Tumor zur Apoptose. Ebenso kann
es auch zur Hemmung der mitotischen Spindel fiihren und einen nicht-apoptotischen Zelltod

verursachen [60-62].

Derartige Wirkmechanismen erfordern einen intakten N-Lost Rest. Melphalan und
Bendamustin werden wéhrend 24 h in Wasser bei 37 °C zu den Bis(hydroxyethyl)amino
Analogen hydrolysiert. Chang et al. haben fiir Melphalan eine verzogerte Hydrolyse in
Gegenwart von bovinem Serumalbumin oder menschlichen Plasmaproteinen festgestellt [63].
Die Halbwertszeit von Melphalan bei 37°C in einem Roswell Park Memorial Institute
Medium mit 10%-igem FCS war 1,13 £+ 0,10 h und war nur geringfiigig hoher als in reinem
Wasser [64]. Die Hydrolyse von Melphalan wurde auch in der vorliegenden Arbeit
untersucht, wobei nach 8 Stunden nur die Bis(hydroxyethyl)amino Analogen detektiert
wurden. Die Bindung an den N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid Spacer fiihrte allerdings nicht zu
einer Erhohung der Stabilitit; die Hydrolyse von Verbindung 5 zeigte ein dhnliches Profil wie

das von Melphalan.

Derartige Untersuchungen sind leider im Fall von Bendamustin selten, aber unsere eigenen
Recherchen zeigten eine Halbwertszeit von ca. 100 min in reinem Wasser und hohere
Stabilitdt in physiologischer NaCl-Losung [65]. Dies korrelierte sehr gut mit der Hydrolyse
von Melphalan [63]. Leider fiihrte die Bindung von Bendamustin an das HSA nicht zu einer

erhohten Stabilitit des Wirkstoffes in wissrigem Medium.

36



Die Hydrolyse des Bendamustins zu den Hydroxy-(HP1) oder Dihydroxy-Analogen (HP2)
fiihrt zu der Inaktivierung des Wirkstoffes (Schema 13).
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Schema 13: Hydrolyse von Verbindung 7 bei 37°C in Wasser.

Die Hydrolyse des Bendamustins wurde in der vorliegenden Arbeit eingehend untersucht,
wobei wihrend der ersten 2 h, 55,6% des Bendamustins zu HP1 (36,8%) und HP2 (18,8%)
hydrolysierten. Nach 24 h wurde eine vollstindige Hydrolyse zu HP2 festgestellt. Das
Bendamustin-Maleinimid-Derivat (7) wurde unter den gleichen Bedingungen analysiert

(Beispiel eines Chromatogramms in Abb. 14 dargestellt).
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Abb. 14: Chromatogramm der Verbindung 7 nach Inkubation in Wasser bei 37°C, nach 8 h.

Der Maleinimid-Rest hat Bendamustin eine hohe Hydrophobie vermittelt, die zu einer
groBeren Retentionszeit von RT = 57,3 min (Bendamustin RT = 25,7 min) fiihrte. Es ist
ersichtlich, dass die Veresterung von Bendamustin die Stabilitdt in wéssriger Losung erhoht
hat. Allerdings wurde Bendamustin {iber 36 h freigesetzt und sein Niveau blieb auf 7%. HP1
und HP2 sind nicht nur die Hydrolyse-Produkte des Bendamustins, sondern auch

Abbauprodukte von 7-OH-und 7-DiOH (Schema 13).

Wihrend das Dihydroxy-Bendamustin Derivat HP2 sich als biologisch inaktiv erwiesen hat,
ist die Beteiligung des teilweise hydrolysierten HP1 an der antiproliferativen Wirkung noch
unbekannt. Dies wird dadurch bestétigt, dass in in vitro Untersuchungen Bendamustin keine
Antitumoraktivitét zeigte (siche auch Abbildung 4) [3]. Die Verhinderung der Hydrolyse in
wassriger Losung soll zu antiproliferativen Effekten fiihren. Die Stabilitdt des Bendamustins
konnte in alkoholischer Losung verbessert werden (unveroffentlichte Ergebnisse), allerdings

ist dies nicht fiir in vitro Untersuchungen geeignet.

Um den Blutkreislauf und das intrazelluldre/endosomale Umfeld zu simulieren wurde die
Hydrolyse von Bendamustin und 7 in PBS und beim entsprechenden pH untersucht. Die
Ergebnisse haben gezeigt, dass die Stabilitdt von 7 in PBS hoher als die von Bendamustin ist

und unabhdngig von dem pH-Wert. Verbindung 7 hatte eine Halbwertszeit von 10 h bei
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einem pH von 7,4 aufgewiesen und somit waren grof3ere Mengen an Wirkstoff verfligbar, die

zu einer erhohten Antitumoraktivitit fihrten.

Die Bindung von Substanz 7 iiber den Maleinimid-Spacer an das GO reduzierte leicht die
Antitumoraktivitdt von zytoziden zu zytotoxischen Effekten (Abb. 6). Im Gegensatz dazu
filhrte die direkte Bindung von Bendamustin an das GO {iber eine Amidbindung zu einer
Inaktivierung. Die hohere Stabilitit der Amidbindung verhindert die Freisetzung von
Bendamustin aus dem Molekiil. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass nicht das Derivat 15
selbst den Zelltod verursacht, sondern das durch die hydrolytische Spaltung freigesetzte
Bendamustin. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen von Melphalan, das sowohl in
freier Form als auch gebunden an das Dendrimer {iber den Spacer oder die Amidbindung

aktiv war.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Erhohung der Antitumoraktivitdt von Melphalan und
Bendamustin durch die Bindung an einen Carrier erzielt werden. Es kann davon ausgegangen
werden, dass die neuen Bendamustin-Derivate im Tumorgewebe mittels des EPR-Effekts und
in den Tumorzellen wahrscheinlich durch Endozytose aufgenommen werden. Ferner wird die
Hydrolyse von Bendamustin unterdriickt. Die Untersuchungen wiesen einerseits auf eine
Beteiligung der Buttersdure in den hydrolytischen Prozessen hin, anderseits haben Pencheva
et al. fiir auf Polyphosphoestern immobilisiertes Bendamustin eine héhere Stabilitdt durch die
Bildung von molekularen Komplexen erreicht [66]. Die Stabilitdt des Bendamustins miisste
demnach mit der Einsetzung von Polymeren wie Polyethylenglykole erhoht werden. Eigene

Untersuchungen wiesen aber auf keine erhohte Stabilitdt mit PEG 400/Wasser Mischungen

hin.

Hopwood und Stock haben gezeigt, dass Makromolekiile mit lipophilen Resten in der Lage
sind, die Hydrolyse von Wirkstoffen zu verhindern [67]. Humanalbumin erwies sich als am
effizientesten, um Wirkstoffe vor Hydrolyse zu schiitzen. Diese Studien kdnnten eine
mogliche Erklérung fiir die Antitumoraktivitit des Bendamustin-Maleinimid Derivates 7

liefern, allerdings ist die Art der Bindung an das HSA noch nicht bekannt.

Ein Ziel dieser vorliegenden Arbeit war auch die Synthese von Zytostatika-Spacer-Derivaten
mit Diaminen als Carrier. Es sollte untersucht werden, in wie fern die Struktur des Carriers

einen Einfluss auf die antiproliferative Wirkung der Derivate haben kann.
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Im Gegensatz zu Melphalan, fiihrte die Synthese von bivalenten Wirkstoffen mit
Bendamustin nicht zu einer erhohten Zytotoxizitdit an den MCF-7 und MDA-MB-231
Zelllinien. Die Verbindungen 29a-¢ zeigten nur zytotoxische Effekte (T/Ceorr = 10%) in der
Konzentration von 10 uM an MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen. Leider war es in der
vorliegenden Arbeit nicht moglich, die optisch reinen Diamin-Derivate zu trennen, dies ist

Thema einer nachfolgenden Studie.

Die biologischen Untersuchungen der bivalenten Bendamustin-Diamin-Derivate haben eine
hohere Antitumoraktivitiat erwiesen als die Dendrimer-Derivate, aber nicht so aktiv wie der
Bendamustin-Spacer 7. Dies konnte ein Indiz fiir die Beteiligung eines Nebeneffektes des

Maleinimid-Rests im Falle von Verbindung 7 sein.

Die Resultate bestétigen die positiven Ergebnisse, die in anderen Versuchen zur Optimierung
der pharmakologischen Wirkung von Zytostatika, z.B. Platin-Komplexen erhalten wurden.
Die Arbeitsgruppe von Farrell hat erfolgreich multinucleare Platin-Komplexe synthetisiert
und konnte damit Verbindungen ohne Kreuzresistenz zu Cisplatin erhalten [68]. In unserer
Arbeitsgruppe konnte mit dhnlichen Komplexen eine hohere Zellaufnahme in MCF-7-Zellen

und ein aktiver Transport in die Tumorzellen nachgewiesen werden [69].

Die bivalenten Bendamustin und Melphalan Derivate sind, wegen eines fehlenden Markers,
nicht fiir Studien zur Zellaufnahme geeignet. Aus diesem Grunde sollen diese Derivate
demnéchst derart markiert werden, dass sie die Durchfiihrung von pharmakologischen
Untersuchungen unter Verwendung von Atomabsorbtionsspektrometrie (High-Resolution

Continuum Source AAS) oder Fluoreszenzspektroskopie ermoglichen.

Die Ergebnisse der Zytotoxizitétstests der Ethylendiamin-Derivate sind sehr interessant, wenn
man die in der Literatur veroffentlichten Daten betrachtet. Mehrere Autoren korrelierten die
zytotoxischen Eigenschaften von ,polykationischen’ Dendrimeren mit ihren positiven
Ladungen, die dann zu einer Verletzung der Zellmembran fithren konnen [43-45]. Es muss
noch bestimmt werden, ob die Struktur der Diaminopropionsdure fiir die biologische

Inaktivitdt der Ethylendiamin-Konjugate verantwortlich ist.
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In fritheren Arbeiten wurden auch Dendrimere der ersten Generation mit verschiedenen
funktionellen Gruppen synthetisiert. Ziel war ein Teil der Endgruppen mit
Fluoreszenzmarkern und den Rest mit Wirkstoffen zu belegen. Durch den Einsatz von
Fluoreszenzmikroskopie sollte die intrazellulare Lokalisation der Konjugate untersucht
werden. In der vorliegenden Arbeit war auch die Uberlegung, ,gemischte’ Dendrimere mit
dem N-(2-Hydroxymethyl)maleinimid Spacer zu synthetisieren und die Zellaufnahme zu
untersuchen. Um solche Studien durchfithren zu konnen, diirfen die fluoreszenzmarkierten
Verbindungen selbst keine Zytotoxizitdt aufweisen. In unserem Fall konnten nur FITC und
Dansyl als Fluoreszenzmarker eingesetzt werden, auch aufgrund des niedrigen
Emissionsmaximums der Naphthalimid-Derivate. Vom besonderen Interesse waren die
Ergebnisse der Zytotoxizitdtstests der Nitronaphthalimid Verbindung 39. Hierbei liegt die
Vermutung nahe, dass in der Zelle eine Reduktion der Nitrogruppe zum Amin stattfindet und
dass vielleicht diese Amine fiir die Zytotoxizitit verantwortlich sind [70]. Leider war es
bislang nicht mdglich, ,gemischte’ Dendrimere (mit Fluoreszenzmarker und Spacer-Wirkstoff

Rest) zu synthetisieren.
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2.3. Ausblick

In einer nachfolgenden Arbeit wird die Hydrolysereaktion und die Freisetzung von
Bendamustin aus den G0 und den Dendrimeren der hoheren Generation untersucht werden.
Dariiber hinaus wird recherchiert werden, welche Derivatisierung der Carboxylgruppe zu
einer erhohten Antitumoraktivitét fiihrt.

Zur Untersuchung des Wirkmechanismus der neuen Zytostatika-Spacer-Dendrimer-Derivaten
ist die Synthese von ,gemischten’ Derivaten, die teils mit Wirkstoffen und teils mit
Fluoreszenzmarkern erbaut sind, beabsichtigt.

Hinsichtlich der Zytostatika-Diamin-Derivate ist die Trennung der optischen Isomere und
anschlieBende biologische Testung der optisch reinen Substanzen geplant. Um die zelluldre
Aufnahme zu quantifizieren und den Wirkmechanismus dieser Verbindungen (z.B. die DNA-

Bindung) zu untersuchen, sollten die Derivate mit geeigneten Marker vorgesehen werden.
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3. Zusammenfassung/Abstract

Zusammenfassung

Bendamustin und Melphalan sind Stickstoff-Lost-Derivate aus der Gruppe der Alkylanzien
und werden fiir die Behandlung von verschiedenen Tumorerkrankungen z.B. chronischer
lymphatischer Leukdmie (CLL) oder Brustkrebs eingesetzt. Thre Anwendung wird jedoch
durch zahlreiche Nebenwirkungen begrenzt. Daher wurden 1,3,5-Tris(3-aminopropyl)benzene
(GO) und sein G1 analog 1,3,5-Tris[3,5-bis(3-aminopropyl)-N-propylbenzamid]benzene
ausgewdhlt, um Zytostatika-Dendrimer-Konjugate zu synthetisieren und um ,Tumortargeting’

durch den EPR Effekt und Anreicherung in den Tumorzellen durch Endocytose zu erreichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Reihe von Dendrimer- und Dendrimer-Spacer-
Derivate mit den Zytostatika Melphalan und Bendamustin erfolgreich synthetisiert. Die
antiproliferative Wirkung dieser Verbindungen und deren Maleinimid-Vorstufen wurde an
den MCF-7 und MDA-MB-231 Brustkrebszelllinien ermittelt, wobei keine Selektivitit fiir

eine der Zelllinien beobachtet werden konnte.

Die Zytotoxizitit von Melphalan war von einer freien Aminogruppe abhédngig. Die Art der
Bindung an den Spacer oder am Dendrimer hatte keinen Einfluss auf die Antitumoraktivitit.
Die Veresterung von Bendamustin mit dem N-(2-Hydroxyethyl)maleinimid Spacer reduzierte
die Hydrolyse, was eine starke Erhohung der antiproliferativen Wirkung zur Folge hatte. Im
Vergleich dazu fiihrte die direkte Amidbindung an das GO zu der Inaktivierung der
Verbindung. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass der Zelltod durch das intakte freigesetzte

Bendamustin nach dem Transport in die Tumorzellen verursacht wird.

Des Weiteren wurden Zytostatika-Spacer-Diamin-Derivate synthetisiert und ihre
antiproliferative Wirkung an den MCF-7 und MDA-MB-231 Brustkrebszelllinien untersucht.
Allerdings wurden die bivalenten Verbindungen als Isomerengemisch erhalten und getestet.
Die in vitro Tests der bivalenten Bendamustin-Derivate zeigten eine wesentliche Erhéhung
der Antitumoraktivitdt dieser Derivate im Vergleich zum freien Bendamustin. Mit Ausnahme
des Diaminododecan-Derivates, haben alle bivalenten Verbindungen zytotoxische Effekte an

beiden Zelllinien aufgewiesen. Die analogen Melphalan-Derivate waren viel aktiver und
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erreichten zytozide Wirkungen in den hochsten Konzentrationen. Die Dimere mit C7, C8 und

C12 haben eine etwa 10-mal hohere Zytotoxizitét als Melphalan gezeigt.

Abstract

Bendamustine and melphalan are nitrogen mustard derivatives from the group of alkylating
agents and are used for the treatment of various cancers such as chronic lymphocytic
leukemia (CLL) or breast cancer. However their use is limited by numerous side effects.
Therefore, 1,3,5-tris(3-aminopropyl)benzene (G0) and the G1 analogous 1,3,5-tris[3,5-bis(3-
aminopropyl)-N-propylbenzamide]benzene were chosen to synthesize cytostatic-dendrimer
conjugates and to achieve ‘tumor targeting' through the EPR-effect and accumulation in the

tumor cells by endocytosis.

In this work a new series of dendrimer and dendrimer-spacer derivatives with the cytostatics
melphalan and bendamustine was successfully synthesized. The antiproliferative effects of
these compounds and their maleimide precursors were determined on the MCF-7 and MDA-

MB-231 breast cancer cell lines, with no selectivity observed for any of the cell lines.

The cytotoxicity of melphalan was dependent on the presence of a free amino group. The type
of binding to the spacer or dendrimer had no effect on the antitumor activity. The
esterification of bendamustine with the N-(2-hydroxyethyl)maleimide spacer reduced the
hydrolysis and a strong increase of antiproliferative effects could be demonstrated. By
comparison, the direct amide bond to the GO led to the inactivation of the conjugate. It is
therefore very likely that cell death is caused by the intact bendamustine released after

transport into the tumor cells.

In addition, cytostatic-spacer-diamine conjugates were synthesized and their antiproliferative
effect on the MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines was investigated. However,
the bivalent compounds have been obtained as a mixture of isomers and tested as such. The in
vitro tests of the bivalent derivatives with bendamustine showed a significant increase in the
antitumor activity of these conjugates compared to free bendamustine. With the exception of
the diaminododecane derivative, all bivalent compounds showed cytotoxic effects on both cell

lines. The analogue melphalan derivatives were much more active and reached cytocidal
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effects in the highest concentrations. The dimers with C7, C8 and C12 exhibited an

approximately 10-times higher cytotoxicity than melphalan.
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Unveroffentlichte Versuchsvorschriften aus Kapiteln 2.1.2 und 2.1.4

Die entsprechenden Gerite und Messbedingungen wurden bereits publiziert.

0-[2,3-Di(tertbutyloxycarbonylamino)propanoyl]-2-hydroxyethylmaleinimid (10): 9 (2,2
g, 7,3 mmol), HEMI (1,13 g, 8,03 mmol) und DMAP (Spatelspitze) wurden in 100 ml
wasserfreiem DCM geldst und eine Losung aus DCC (1,66 g, 8,03 mmol) in 100 ml
wasserfreiem DCM wurde langsam hinzugetropft. Das Gemisch wurde 20 h bei RT gertihrt.
Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt und das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt.
Der rote Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, DCM/Ethylacetat 5:1)
gereinigt: 2 g (65%) als gelbes Ol. R=0.33 (DCM/Ethylacetat 5:1); 'H NMR (400 MHz,
CDCl): 1.42 (s, 9H, CH»-Boc), 1.43 (s, 9H, CH»-Boc), 3.47 (m, 2H, NHCHy), 3.82 (t,
3J(H,H)=5.06 Hz, 2H, CH,Nmaleinimid), 4.20 (m, 1H, CH,OCO), 4.29 (m, 1H, CH,0CO),
4.39 (m, 1H, CH), 5.04 (s, br, 1H, NH), 5.54 (s, br, 1H, NH), 6.73 (s, 2H, CHmaleinimid);
MS (EI, 80 eV, 150°C): m/z (%): 428.0 (0.07) [M'+1], 327.1 (0.11) C14H»1N304, 254.0
(15.26) C1oH12N30s5, 57.0 (100.0) C4Ho.

0-[2,3-Diaminopropanoyl]-2-hydroxyethylmaleinimid dihydrochlorid (11): 10 (380 mg,
0,88 mmol) wurde in 10 ml THF gelost. Zu dieser Losung wurden 0,5 ml Salzsdure (w =
25%) hinzugegeben und das Gemisch wurde 24h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde in Methanol geldst. Nach Zugabe von
Diethylether wurde das ausgefallene Produkt abgesaugt: 180 mg (68%) als farbloser Feststoff.
'H NMR (400 MHz, CD;0D): 3.45 (m, 1H, NH,CHy), 3.55 (m, 1H, NH,CH,), 3.90 (m, 2H,
CH,maleinimid), 4.41 (m, 2H, CH,OCO), 4.52 (m, 1H, CH), 6.89 (s, 2H, CHmaleinimid);
MS (EI, 80 eV, 300°C): m/z (%): 224.1 (18.82) [M"-3], 181.1 (0.71) CsH;NO,.

0-[2,3-Diaminopropanoyl]-2-hydroxyethylmaleinimid Dichloroplatinum(Il) Komplex
(12): 11 (100 mg, 0,33 mmol) wurde in 7 ml Wasser gelost, K,PtCly (552 mg, 1,33 mmol)
wurde hinzugegeben und es wurde ein pH-Wert von 7 eingestellt. Es fiel ein Niederschlag
aus. Die Suspension wurde 24 Stunden bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde der pH-Wert auf
2 gestellt und das Gemisch noch eine Stunde geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde
abgesaugt und iiber P,Os getrocknet: 140mg (21,8%) als gelbes Pulver. Smp.: 270°C
(Zersetzung); 'H NMR (400 MHz, DMF-d): 3.79 (t, *J(H,H)=5.47 Hz 2H, CH,maleinimid),
4.25 (m, 1H, NH,CHy), 4.35 (m, 1H, NH,CH,), 535 (m, 1H, CH,OCO), 5.45 (m, 1H,
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CH,OCO), 5.56 (s, br, 1H, CH), 7.05 (s, 2H, CHmaleinimid); °*C NMR (DMF-d;): = 36.94
(CH;Nmaleinimid), 50.99 (CH;NH;), 63.19 (CH,OCO), 63.58 (CHNH,), 135.33
(CHmaleinimid), 168.66 (COO), 171.64 (COmaleinimid); Elementaranalyse berechnet (%)
fiir CoH 3N304C1LPt+0.1H,0 (493.2): C 21.92, H 2.66, N 8.52; gefunden: C 21.84, H 2.69, N
8.49.

1,3,5-Tris{N-[(2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)ethyl 2,3-bis(tertbutoxycarbonylamino)propa-
noat)-1-yl|propylamino}benzene (23): 10 (400 mg, 0,95 mmol) wurde in 20 ml Chloroform
und GO Hydrochlorid (103 mg, 0,285 mmol) wurde in 2 ml wasserfreiem MeOH durch
Zugabe von 151 ul DIPEA gelost. Das Reaktionsgemisch wurde 43 h refluxiert. Anschlieend
wurde das Gemisch 1x mit NaHCO3-Losung und 1x mit Natriumchlorid-Ldsung neutral
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der olige Riickstand wurde durch Saulenchromatographie (Kieselgel,
Chloroform/MeOH 20:1) gereinigt: 130 mg (29,8%) als gelbes Ol. R= 0.24 (DCM/MeOH
10:1); 'H NMR (400 MHz, CDCls): 1.41 (s, 27H, CH-Boc), 1.43 (s, 27H, CH-Boc), 1.79
(quin, *J(H,H)=6.96 Hz, 6H, 1 CH,), 2.49-2.61 (m, 12H, 2 CH,), 2.75 (m, 3H, 3 CH,), 2.95
(m, 3H, 3 CH»), 3.46 (m, 6H, 4 CH,), 3.80 (m, 6H, 5 CH,), 4.15-4.23 (m, 3H, 6 CH>), 4.27
(m, 3H, 6 CH,), 4.33-4.44 (m, 3H, 7 CH), 5.14-5.26 (m, 3H, 7 CH), 6.82 (s, 3H, 8 CH); "°C
NMR (CD;OD): 6= 27.20 (1 CH,), 29.14 (CHs), 35.20 (3 CH,+CH,Ar), 43.41 (4+5 CHy),
47.90 (CH;NHsuccinimid), 53.27 (7 CH), 55.99 (6 CH»), 81.21 (C), 130.82 (8 CH), 138.31
(Caromatisch), 158.25 (NHCOO), 158.94 (NHCOO), 173.44 (COO+COsuccinimid), 178.24
(COsuccinimid); MS (ESI): berechnet fiir C7,H 14N 12024 1531.8140, gefunden 1531.8164.
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1,3,5-Tris{N-[(2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)ethyl 2,3-bisaminopropanoate-1-yl]propylami-
no}benzene Hexatrifluoroacetat (24): Zu einer Lésung von 23 (180 mg, 0,117 mmol) in 4
ml DCM wurde 1,1 ml TFA (w = 95%) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bei
RT geriihrt und kontinuierlich tiber DC iiberwacht. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt: 180 mg, 94% als gelb-brauner Feststoff nach Lyophilisation aus Wasser. 'H NMR
(400 MHz, CD;0D): 2.04 (m, 6H, 1 CH,), 2.71 (t, *J(H,H)=7.29 Hz, 6H, 2 CH,), 3.03 (dd,
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3J(H,H)=5.39 Hz, 17.59 Hz, 6H, 3 CH,), 3.21 (m, 6H, 3+4 CH,), 3.34-3.49 (m, 9H, 4+5 CH,),
3.56 (m, 3H, 6 CH), 3.91 (m, 6H, 7 CH,), 4.4 (m, 6H, 8 CH,), 4.52 (m, 3H, 9 CH), 6.99 (s,
3H, 10 CH); °C NMR (CD;0D): &= 28.98 (1 CH,), 33.18 (3 CH,), 33.29 (2 CH,), 36.87 (7
CH,), 39.85 (4 CH»), 47.45 (5 CH»), 50.92 (6 CH), 55.25 (9 CH), 59.17 (8 CH,), 127.79 (10
CH), 142.37 (Caromatisch), 170.1 (COQO), 173.78 (COsuccinimid), 174.24 (COsuccinimid);
MS (ESI): berechnet fiir CsHgN12012 931.500, gefunden 931.5034; MS (FAB+,
MNBA/DCM): m/z : 931.5 [M+H]".

1,3,5-Tris{3,5-bis-[N-[(2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)ethyl 2,3-bis(tertbutoxycarbonylami-
no)propanoat)-1-yljpropylamino]-N-propylbenzamid}benzene (25): 24 (670 mg, 1,56
mmol) wurde in 50 ml Chloroform geldst und eine Losung aus G1-CF;COOH (377 mg, 0,23
mmol) in wasserfreiem MeOH wund 136 pul DIPEA wurde hinzugetropft. Das
Reaktionsgemisch wurde 48 h refluxiert und kontinuierlich iiber DC iiberwacht. Anschlie3end
wurde das Gemisch 1x mit NaHCOs;-Losung und 1x mit Natriumchlorid-Losung neutral
gewaschen. Die organische Phase wurde tiber MgSOj4 getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der o6lige Riickstand wurde durch Saulenchromatographie (Kieselgel,
Chloroform/MeOH 10:1) gereinigt: 370 mg (45%) als gelber Feststoff. Re= 0.25
(Chloroform/MeOH 10:1); '"H NMR (400 MHz, CDCls): 1.35 (s, 108H, 1 CHy), 1.75 (m,
12H, 2 CHy), 1.88 (m, 6H, 3 CH>), 2.58 (m, 30H, 4 CH,), 2.68 (m, 6H, 5 CH;), 2.89 (m, 6H, 5
CH,), 3.38 (m, 6H+12H, 6 CH,), 3.73 (m, 6H+6H, 7 CH;), 4.12-4.27 (m, 12H, 8 CH,), 5.4
(m, 6H, 9 CH), 6.81 (s, 3H, 10 CH), 7.06 (s, 3H, 11 CH), 7.38 (s, 6H, 12 CH); °C NMR
(CDCl3): o= 28.33 (CHj), 30.97 (CH,), 33.05 (CH), 36.04 (CHjsuccinimid), 37.73
(CHyNsuccinimid), 39.6 (CH,NHCO), 41.86 (CH,diaminopropionsdure), 46.77
(CH,NHsuccinimid), 54.56 (CHsuccinimid), 56.24 (CH diaminopropionsiure), 62.22
(CH,0CO), 80.03 (C(CHj)3), 124.82 (Caromatisch), 126.36 (Caromatisch), 131.49
(Caromatisch), 135.03 (Caromatisch), 141.75 (Caromatisch), 142.14 (Caromatisch), 155.51
(COBoc), 167.85 (NHCOAr), 170.69 (COO), 17546 (COsuccinimid), 178.07
(COsuccinimid); (MS (ESI): berechnet fiir CmgH257N270512+ 1735.4198, gefunden 1735.4244;
berechnet fiir CiggHa57N27051° 1157.2823, gefunden 1157.2814.
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1,3,5-Tris{3,5-bis-[N-[(2-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)ethyl  2,3-bisaminopropanoate)-1-yl]
propylamino]-N-propylbenzamide}benzene dodecatrifluoroacetate (26): Zu einer Losung
von 25 (220 mg, 0,063 mmol) in 10 ml DCM wurden 8 ml TFA (w = 95%) hinzugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde 3 h bei RT geriihrt und kontinuierlich iiber DC {iberwacht. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt: 190 mg (83%) als braunes Ol nach Lyophilisation
aus Wasser. 'H NMR (400 MHz, CDCls): 1.86 (quin, *J(H,H)=8.55 Hz, 6H, 1 CH,), 2.02 (s,
br, 6H+12H, 2+NH, CH,), 2.18 (s, br, 6H+12H, 3+NH, CH,), 2.66 (t, *J(H,H)=7.28 Hz, 6H,
4 CHy), 2.74 (t, *J(H,H)=7.27 Hz, 6H+6H, 5 CH,), 2.89 (m, 6H+18H, 4+6 CH,), 3.13 (dd,
3J(H,H)=5.11 Hz, 17.8 Hz, 12H, 7 CH,), 3.23 (m, 6H, 8 CH,), 3.49 (m, 12H+6H, 9 CH,),
3.67 (m, 6H, 10 CH), 4.51 (m, 12H, 11 CH»), 6.99 (s, 3H, 12 CH), 7.01 (s, 3H, 1" NH), 7.42
(s, 3H, 13 CH), 7.64 (s, 6H, 14 CH); °C NMR (CD;0D): 8= 29.2 (CH,), 32.53 (CH,), 33.66
(CHasuccinimid), 34.74 (CHy), 40.21 (CHyNsuccinimid), 40.59 (CH;NH,), 41.29 (CH,),
43.07 (CHy), 47.83 (CHdiaminopropionsdure), 55.66 (CHsuccinimid), 59.61 (CH,OCO),
126.89 (Caromatisch), 127.70 (Caromatisch), 133.25 (Caromatisch), 136.97 (Caromatisch),
142.90 (Caromatisch), 143.64 (Caromatisch), 168.85 (NHCOAr), 170.63 (COO), 174.29
(COsuccinimid), 174.89 (COsuccinimid); MS (ESI): berechnet fiir CyosH;60N27027 2268.1932,
gefunden 2268.1717.
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Unveroffentlichte Ergebnisse der Zytotoxizititstests aus Kapitel 2.2.1.1

Die Versuchsvorschriften der biologischen Untersuchungen wurden bereits publiziert.

Verbindung 24 MCF-7
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Abb. 15: In vitro Zytotoxizitit der Dendrimer-Spacer-Ethylendiamin-Derivate 24, 25 und 26
an der MCF-7 Zelllinie.

60





